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RESUMEN/RESUMO

RESUMEN

En los ultimos afos, la industria ha incrementando el
nuimero de productos de blanqueamiento de venta libre disponibles
en el mercado, en vista del creciente deseo de los pacientes por
tener una sonrisa luminosa. Estos productos son una alternativa
econdmica al blanqueamiento supervisado por un odontdlogo
aunque también pueden utilizarse de forma conjunta para mantener
el resultado obtenido tras un blanqueamiento realizado por un

profesional.

Existe una amplia gama de productos de blanqueamiento de
venta libre, presentdndose en forma de cubetas, tiras adhesivas,
pastas de dientes o aplicadores en forma de pincel, y que
normalmente contienen bajas concentraciones de perdxido de
hidrégeno o carbamida. El problema al disponer de tan amplia gama
de productos, es que se hace muy complicado para el odontdlogo
estar familiarizado con todos ellos. Mas alld de esta cuestidn, los
pacientes no disponen de las correspondientes advertencias acerca
de los posibles efectos perjudiciales de este tipo de productos,
especialmente cuando se utilizan de forma abusiva. A esto,
debemos afiadir que muchos de estos productos no han sido
sometidos a estudios clinicos a largo plazo, y por tanto, son de

cuestionable eficacia y/o seguridad.

Se han descrito diversos efectos adversos de los productos

de blanqueamiento en el esmalte, como son la modificacidn de la
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topografia superficial y composicién y el aumento de la rugosidad y
porosidad de su superficie. Ademds de estas alteraciones, algunos
autores describen una disminucién en la resistencia adhesiva al
esmalte blanqueado, lo que conllevaria una repercusion en los
procedimientos adhesivos realizados habitualmente en clinica,
como son las restauraciones directas de composite, cementacion de

brackets y restauraciones indirectas como carillas e incrustaciones.

No hay consenso en cuanto al mecanismo por el que se
producen estos efectos, y si estan relacionados con la concentracion
de los agentes blanqueadores y la composicion de los productos
comercializados. Pero si, que si se producen, son reversibles tras un
periodo de espera al cesar la aplicacion de dichos agentes. De esta
forma, la importancia de los efectos adversos enumerados
anteriormente, se incrementaria si estos tratamientos se aplican de

forma continuada en el tiempo.

Por tanto, los objetivos del presente estudio fueron evaluar
el efecto de dos productos de blanqueamiento domiciliario y dos de
venta libre sobre la topografia superficial, la composicidon, la
ultraestructura de subsuperficie, la microrrugosidad y la resistencia
adhesiva al esmalte. Asimismo, comprobar los cambios producidos
en la topografia superficial y en la composicién del esmalte tratado
con los productos de blanqueamiento estudiados y, posteriormente,

grabado con 4cido ortofosfdrico al 36%.
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Para ello se seleccionaron dientes bovinos que se
distribuyeron  aleatoriamente en los siguientes  grupos
experimentales segun el tratamiento blanqueador aplicado en el
esmalte: Opalescence 10% (Ultradent products), Opalescence
Treswhite Supreme (Ultradent products) y dos productos de
blanqueamiento de venta libre, Whitekin (Kin) y Clysiden Kit Express
(Laboratorios Ern SA). Los productos se aplicaron sobre la superficie
del esmalte durante cuatro semanas siguiendo las instrucciones del
fabricante y los dientes fueron almacenados a 37°C en saliva

artificial.

La superficie de los especimenes fue examinada mediante las
técnicas de microscopia electronica de barrido para evaluar la
topografia de superficie, mediante espectroscopia de energia
dispersiva y espectrometria Raman para determinar alteraciones en
la composicidon quimica, y mediante microscopia laser de barrido
confocal para caracterizar la ultraestructura de subsuperficie y la
microrrugosidad del esmalte. Por ultimo, especimenes blanqueados
de acuerdo a los grupos experimentales anteriormente citados,
fueron restaurados utilizando el sistema adhesivo Adper
Scotchbond 1 XT y la resina compuesta Filtek Z250 (ambos de 3M
ESPE), y evaluados mediante un ensayo de resistencia adhesiva a la
microtraccién, en diferentes periodos de tiempo (inmediatamente,
uno, tres, siete y catorce dias) tras la finalizaciéon del

blanqueamiento.
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Los resultados obtenidos mostraron que la aplicacién de los
productos de blanqueamiento evaluados, no altera la topografia
superficial y la composicion del esmalte. En contraposicion, tanto la
ultraestructura de subsuperficie y rugosidad, como la resistencia
adhesiva al esmalte, sufrieron cambios en los especimenes
blanqueados Unicamente con Whitekin y Clysiden. Sin embargo, la
disminucién en la resistencia adhesiva fue reversible, puesto que a
los catorce dias tras la finalizacion del tratamiento, no se
encontraron diferencias entre los productos blanqueadores

aplicados.

Por ultimo, la topografia superficial y la composicion del
esmalte tratado con los productos de blanqueamiento estudiados y,
posteriormente, grabado con &cido ortofosfdrico al 36%,
Unicamente mostrd alteraciones en los especimenes blanqueados

con Clysiden.
Por tanto, el efecto de los productos blanqueadores

evaluados sobre el esmalte dependid del producto aplicado,

teniendo  especial importancia el pH del  mismo.
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RESUMO

Nos ultimos anos a industria tem aumentado a disposi¢do de
produtos de braqueamento dental sem prescricao médica, visto o
crescente desejo dos pacientes em obter um sorriso ilumado. Estes
produtos sao uma alternativa econdmica quando equiparados ao
branqueamento supervisionado por um odontdlogo, apesar de a
forma conjunta também ser vdlida com o objetivo de manter os
resultados obtidos através de um branqueamento realizado por um

profissional.

Existe uma ampla gama de produtos de branqueamento de
livre comercializacdo que contém baixas concentrag¢bes de perdxido
de hidrogénio ou carbamida e que se apresentam em forma de
moldes dentarios, fitas adesivas, pastas dentais ou aplicadores em
forma de pincel. O problema de haver disponivel uma alta gama de
produtos consiste no desafio que significa para o odontdlogo estar
familiarizado com todos esses produtos. Além do mais, os pacientes
ndo possuem as devidas adverténcias sobre os possiveis efeitos
prejudiciais deste tipo de produtos, especialmente quando
utilizados de forma abusiva. Desta forma, devemos acrescentar que
muitos destes produtos ndo foram submetidos a estudos clinicos a
longo prazo e, portanto, a sua eficicia ef/ou seguranca ¢é

questionavel.

Foram descritos diversos efeitos adversos destes produtos

de branqueamento no esmalte, como a modificagdo da topografia
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superficial e composicdao; e o aumento da rugosidade e da
porosidade da sua superficie. Além dessas alteracbes, alguns
autores descrevem uma diminuicdo da resisténcia adesiva ao
esmalte branqueado, o que poderia afectar os procedimentos
adesivos realizados habitualmente em clinica, como as restauracdes
directas de caries, cimentacdo de aparelhos ortodénticos e

restauragdes indirectas como facetas e incrustagdes.

Nao existe consenso quanto ao mecanismo pelos quais se
produzem tais efeitos, e se estes estdo relacionados com a
concentragdo dos agentes branqueadores e a composicao dos
produtos comercializados. Mas sim que, quando produzem efeito,
eles sdo reversiveis apds um periodo de espera ao cessar a aplicacao
de tais agentes. Desta forma, a importancia dos efeitos adversos
anunciados anteriormente aumentaria se estes tratamentos sao

aplicados de forma continua.

Portanto, os objetivos do presente estudo foram avaliar o
efeito de dois produtos de clareamento domiciliar e de dois de livre
comercializacdo sobre a topografia superficial, composicao,
ultraestrutura de subsuperficie, microrugosidade e resisténcia
adesiva do esmalte, além de comprovar as mudangas produzidas na
topografia superficial e na composicao do esmalte tratado com os
produtos de branqueamento estudados e, posteriormente, gravado

com acido ortofosfdrico aos 36%.
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Para tal, foram selecionados dentes bovinos que foram distribuidos
aleatoriamente pelos seguintes grupos experimentais, de acordo
com o tratamento branqueador aplicado ao esmalte: Opalescence
10% (Ultradent products), Opalescence Treswhite Supreme
(Ultradent products) e dois produtos de blanqueamento de livre
comercializacdo, Whitekin (Kin) y Clysiden Kit Express (Laboratorios
Ern SA). Os produtos foram aplicados sobre a superficie do esmalte
durante quatro (4) semanas, seguindo as instruc¢ées do fabricante, e

os dentes foram armazenados a 37°C em saliva artificial.

A superficie das amostras foi examinada mediante as
técnicas de microscopia eletrénica de varrido para avaliar a
topografia de superficie; espectroscopia de energia dispersiva e
espectrometria RAMAN para determinar altera¢bes na composicao
quimica; e microscopia laser de varrido confocal para caracterizar a
ultraestrutura de subsuperficie e a microrugosidade do esmalte. Por
ultimo, amostras clareadas de acordo com os grupos experimentais
previamente citados foram restauradas utilizando o sistema
adesivo Adper Scotchbond 1 XT e a resina composta Filtek Z250
(ambos de 3M ESPE), e avaliados mediante um ensaio de resisténcia
adesiva a microtracdo em diferentes periodos de tempo (por

ordem: um, trés, sete e catorze dias) apds a finalizacdo do

clareamento.

Os resultados obtidos mostraram que a aplicagdo dos
produtos de branqueamento avaliados ndao alteram a topografia
superficial e a composicao do esmalte. Por outro lado, tanto a
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ultraestrutura de subsuperficie e rugosidade, como a resisténcia
adesiva ao esmalte sofreram mudangas nas amostras branqueadas
apenas com Whitekin e Clysiden. No entanto, a diminui¢ao da
resisténcia adesiva foi reversivel, j4 que catorze dias apds o término
do tratamento ndo se encontraram diferencas entre os produtos

branqueadores aplicados.

Por ultimo, a topografia superficial e a composicao do
esmalte tratado com os produtos de branqueamento estudados e,
posteriormente, gravado com com 3acido ortofosférico aos 36%
apenas apresentou alteracfes nas amostras branqueadas com

Clysiden.
Portanto, o efeito dos produtos branqueadores avaliados

sobre o esmalte dependeu do produto aplicado, tendo como grande

importancia o pH do mesmo.
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INTRODUCCION

2.1. COMPOSICION Y ESTRUCTURA DEL ESMALTE

El esmalte dental es un tejido altamente mineralizado y
acelular que cubre la superficie de la corona del diente. De origen
ectodérmico, es el tejido mas duro del organismo. Estructuralmente,
estd constituido por cristales de hidroxiapatita que se encuentran
unidos entre si mediante una interfase proteica. En lo que se refiere
a su composicion quimica en peso, el esmalte esta compuesto por
un 95% de matriz inorgdnica, por un 0.36-1% de matriz organica y por

un 3% de agua (Gémez de Ferraris y Campos Mufioz, 2009).

A pesar de ser un tejido altamente mineralizado, el esmalte
estd dotado de cierta porosidad y permeabilidad, permitiendo un
gradiente de fluidos entre la pulpa y el medio oral. Esta
permeabilidad es selectiva, ya que permite el paso de agua e iones 'y
evita el paso de moléculas de mayor tamafo (Oktar, 2007; Yeau-Ren

et al., 2011).
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INTRODUCCION

2.1.1. AMELOGENESIS

El proceso de formacién del esmalte es lo que conocemos
como amelogénesis y las células encargadas de formar este tejido

son los ameloblastos.

Los ameloblastos se diferencian a partir del epitelio interno
del 6rgano del esmalte. Estructural y ultraestructuralmente, el
ameloblasto constituye una unidad funcional, dado que es la Unica

célula responsable de la secrecidn de la matriz orgdnica del esmalte.

Durante el desarrollo del germen dentario, los ameloblastos
atraviesan una serie de etapas sucesivas, desde que las células
tienen un cardcter indiferenciado hasta que tras diferenciarse y
madurar, desaparecen por completo (Gémez de Ferraris y Campos

Mufoz, 2009).

La amelogénesis puede dividirse en varias etapas:

*= Etapa morfogenética

En esta etapa es cuando las células del epitelio dental interno
interactdan con las células ectomesenquimatosas de la papila y

determinan la forma de la corona.

Los elementos celulares son los preameloblastos, que son

células cilindricas y bajas. Los preameloblastos de esta etapa inician
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la expresion y la secrecion de las proteinas y proteinasas de la
matriz del esmalte que inducen a la formacidn y organizacién de los
minerales en forma de cinta que, posteriormente, formaran los

prismas y la sustancia interprismatica (Barlett, 2013).

= Etapa presecretora (ameloblasto joven)

En esta fase comienza el depdsito de predentina por parte de
los odontoblastos en la futura unién amelodentinaria. Esto ocurre
primero en las clspides y progresa hacia las regiones cervicales. La
predentina comienza a mineralizarse bajo lo que sera la unién
amelodentinaria y es entonces cuando los preameloblastos
comienzan a diferenciarse, a extender sus prolongaciones
citoplasmaticas y a secretar las proteinas de la matriz, con lo que da

inicio la mineralizacién del esmalte (Barlett, 2013).

En este periodo los ameloblastos cambian de aspecto, las
células se alargan y cambian de polaridad. En los ameloblastos
jovenes, que todavia conservan la capacidad de dividirse, puede ya
detectarse la presencia de amelogenina (Gémez de Ferraris y

Campos Mufioz, 2009).

*= Etapade secrecion

El ameloblasto secretor ha perdido su capacidad de dividirse
y son células diferenciadas, cilindricas y delgadas. En su interior se

localizan los granulos secretorios o cuerpos ameloblasticos que, una
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vez formados en el cuerpo de Golgi, son liberados sobre la dentina
formada. La secrecidn de proteinas del esmalte y la apariciéon de
cristales inorgdnicos dentro de ellas son casi simultdneas. A medida
que se forma la primera capa de esmalte (esmalte aprismatico), los
ameloblastos se alejan de la superficie de la dentina y cada uno
desarrolla una proyeccion cénica denominada proceso de Tomes
que sera la estructura responsable de la formacidn de los prismas y

de la disposicion de los cristales dentro del mismo.

Al inicio, Unicamente se liberaran al exterior proteinas por la
parte secretora del proceso de Tomes, donde se localiza el frente de
mineralizacion. En este momento los cristales se disponen
paralelamente unos a los otros, hasta que eventualmente,
comienzan a agruparse en prismas. Esto sucede gracias a la
formacion de un sistema bicompartimental, por un extremo del
proceso de Tomes, la base, se va formando la sustancia
interprismatica y por el otro extremo, el secretor, se van liberando
las proteinas que intervienen en la formacién del prisma. Cada

ameloblasto serad el encargado de la formacidn de un prisma.

Segun se van formando los prismas, las proteinas de la matriz
y sus productos son reabsorbidos por los ameloblastos o se
acumulan entre el prisma y la sustancia interprismatica. Los cristales
que forman los prismas van aumentando de tamafio disponiéndose
paralelamente, @ mientras los  ameloblastos se  alejan

progresivamente de la dentina y se deslizan unos sobre otros,
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creando el patrdn caracteristico de entrelazado nudoso del esmalte
(Barlett, 2013).

Los ameloblastos préximos a las clspides son los primeros
en alcanzar la mdxima diferenciacién secretora para sintetizar y
segregar las proteinas especificas de la matriz del esmalte. El aporte
de calcio y fosfato para la formacidén y el crecimiento de los cristales
proviene de los ameloblastos. El estrato intermedio selecciona el
paso de iones hacia el ameloblasto y este fendmeno esta regulado
por hormonas y vitaminas. En relacidon con el transporte del calcio
en el ameloblasto, es importante destacar la significativa presencia
de la actividad enzimdtica ATPasa dependiente del calcio en
distintos lugares de la célula (Godmez de Ferraris y Campos Mufioz,

2009).

* Etapa de transicion y de maduracién

Tras haberse formado la mayor parte del espesor de la matriz
del esmalte del drea oclusal o incisal (en la zona cervical la
formacién de la matriz continta), el proceso de Tomes desaparece 'y
se comienza a segregar calicreina relacionada con la peptidasa-4 que
ayuda a eliminar las proteinas de la matriz que ya estan
parcialmente hidrolizadas. La eliminacion de este componente
organico, proporciona espacio para que se incremente el porcentaje
de componente inorganico y se vaya formando el esmalte maduro

(Barlett, 2013).
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El ameloblasto sintetiza abundante ATPasa dependiente del
calcio y numerosas enzimas lisosdmicas vy, progresivamente,
fosfatasa alcalina. En el esmalte recién formado el contenido
proteico alcanza el 20% mientras que en el esmalte maduro es del
0.36%, localizdndose casi exclusivamente la zona de la vaina
prismatica, una estructura proteica entre el prisma y la sustancia

interprismatica (Barlett, 2013).

Cuando el esmalte se ha mineralizado en su totalidad, los
ameloblastos entran en estado de regresion y se fusionan con el
resto de las capas del 6rgano del esmalte. Estos estratos celulares
no distinguibles constituirdn una capa estratificada llamada epitelio
reducido del esmalte, cuya funcidn es proteger el esmalte maduro

hasta la erupcion (Gomez de Ferraris y Campos Mufoz, 2009).

El esmalte maduro es acelular, avascular, y aneural y no
deberfa ser considerado un tejido. Unicamente se deberia
considerar como tal durante las etapas del desarrollo en la que
permanecen presentes las células ameloblasticas. Sin embargo, al
desaparecer éstas, el esmalte deberia pasar a considerarse una
sustancia o material extracelular. Estas premisas nos llevan a
entender por qué el esmalte no tiene capacidad regenerativa,
alterdandose constantemente por diferentes situaciones como son la
desmineralizacién acida, el estrés oclusal, las abfracciones, las
abrasiones, los traumatismos o las fracturas; situaciones ante las
cuales uUnicamente puede remineralizarse pero no reconstruirse
(Henostroza, 2010).
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2.1.1. MATRIZ INORGANICA

Esta constituida por sales minerales calcicas de fosfato y
carbonato (hidroxiapatita carbonatada). Estas sales muestran una
disposicion apatitica que responde, al igual que en el hueso, la
dentina y el cemento, a la férmula general Ca;o(PO,)s(OH),, aunque
en realidad los distintos elementos que forman parte de su
composicion se encuentran en forma idnica, siendo el 35% de su

peso calcio y el 17% fosfato (Besic et al., 1975).

Los cristales de hidroxiapatita presentan una morfologia
hexagonal alargada cuando se seccionan perpendicularmente al eje
longitudinal del cristal y una morfologia rectangular cuando se
cortan paralelamente al mismo. Sus dimensiones oscilan entre los
30-70 nm de espesor, 100-1000 nm de longitud y una altura de 10-40

nm (Fu-Zhaiy Jun, 2007) (Figura 1).

£
</ g
g

30-70 nm

10-40 nm

Figura 1: Esquema tridimensional de un cristal de hidroxiapatita
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Estos cristales estan constituidos por la agregaciéon de
celdillas. Las celdillas unitarias asociadas poseen una configuracion
quimica y cristalografica hexagonal, iones calcio forman los vértices
y entre éstos, se localizan iones fosfatos. En el centro del hexdagono
existen jones calcio y un ién hidroxilo (Figura 2) (Bhaskar, 2000;

Gdémez de Ferraris y Campos Mufioz, 2009).

© ldnFosfato
A 16n Calcio
¥ ldn Hidroxilo

Figura 2: Esquema de la disposicion de los iones en el cristal de hidroxiapatita.

En estudios analiticos del esmalte se han encontrado 21
elementos diferentes en su composicion, a los principales
nombrados anteriormente debemos sumar otros como Na, K, Mg,
F, Cl 0 CO5%, que participan en la formacién de los cristales desde la
amelogénesis, y otros elementos que se incorporan al cristal de

hidroxiapatita por intercambio iénico con el medio, como V, Al, Cu,
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Fe o Zn, entre otros (Besic et al., 1975). Mediante este intercambio
ionico se produce una sustitucion de iones Ca por Na, K o Mg y los
iones PO, y OH por CO;5*, F, HPO,*, Cl 0 H,O (Bachmann, Craievich
y Zezell, 2004). Los iones provenientes del intercambio con el medio
se encuentran fundamentalmente en la superficie del esmalte y

disminuyen segin nos adentramos hacia la dentina (Besic et al.,

1975).

Estas sustituciones se producen en un ambiente no
homogéneo, modificando la red cristalina propia de la apatita, lo
que conlleva una alteraciéon del tamafio cristalino y la tasa de
disolucién. A mayores porcentajes de Ca y P, mayor resistencia de
los cristales al ataque acido. Por el contrario, en los cristales con un
mayor contenido de C, H y O la disolucién ante un ataque acido sera
mayor (Besic et al., 1975). Asi, una sustitucién de iones PO,> por
CO;” producird una disminuciéon de la cristalinidad de Ila
hidroxiapatita y un aumento la tasa de solubilidad (Baig et al., 1999;
Bachmann Craievich y Zezell, 2004). En consecuencia, el CO;”
desempefia un papel fundamental en numerosos procesos
biolégicos en los que se produce disolucién acida, como la erosion o

el progreso de la caries dental en el esmalte (Hallsworth et al., 1973).

En cuanto a los iones F, pueden sustituir a los grupos OH en
una proporcion 1 cada 40 en el cristal de hidroxiapatita y convertirlo
en un cristal de fluorhidroxiapatita que es mas resistente a la accién
de los acidos. El contenido del fldor en el esmalte varia en funcién

de factores bioldgicos y del aporte externo. Generalmente, se
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presenta en grandes concentraciones en las 50 pm mds superficiales
del esmalte, disminuyendo en las zonas mds profundas, al igual que

el resto de elementos que se obtienen por intercambio idnico (Besic

et al., 1975; Davis, 1993).

Los cristales de hidroxiapatita también pueden variar la tasa
de solubilidad dependiendo de las imperfecciones en la red
cristalina, ya sea dentro del propio cristal o entre los cristales

(Kenner et al., 1998).

Estos cristales se unen entre si para formar una estructura
mas compleja, denominada prisma y que constituye la unidad
estructural basica del esmalte (Godmez de Ferraris y Campos Mufioz,

2009).

El conjunto de prismas del esmalte forma el denominado
esmalte prismatico que constituye la mayor parte de esta matriz
extracelular mineralizada. En la periferia de la corona y en la unién
amelodentinaria existe el denominado esmalte aprismatico en el
que la sustancia adamantina mineralizada no constituye ni configura

prismas (Barlett, 2013).
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2.1.3. MATRIZ ORGANICA

La matriz organica estad constituida fundamentalmente por
agua, lipidos y proteinas mediante una compleja red de
multiagregados polipeptidicos ricos en prolina, glutamico, histidina,
leucina y glicina. Su misidn principal es la de permitir la unién de los
cristales de hidroxiapatita y su mineralizacién (Hu et al., 2008; Smith

etal., 2011).

Las tres proteinas de la matriz mas importantes
estructuralmente son las amelogeninas, las enamelinas y las
ameloblastinas, pertenecientes a la familia de la fosfoproteina
secretora de unidn al calcio y provenientes de un gen ancestral. En
la actualidad, las ameloblastinas y las enamelinas se mapean en un
brazo del cromosoma 4, procedente del gen ancestral; sin embargo,
las amelogeninas se encuentran en el cromosoma sexual por una

posible translocacién (Barlett, 2013).

Basandose en las caracteristicas bioquimicas y la distribucion
diferencial de las proteinas del esmalte, se cree que miembros de la
familia de las proteinas no amelogeninas promueven y guian la
formacion de los «cristales del esmalte, mientras que las
amelogeninas regulan el crecimiento en espesor y ancho de los
cristales. Cuando se produce una ausencia o mutacion en la parte
del gen con informacién para la enamelina o la ameloblastina se
sintetiza un esmalte no verdadero o sin estructura cristalina,

hipoplasico, debido a una apoptosis prematura y excesiva de los
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ameloblastos. Por el contrario, cuando se ve afectada Ia
amelogenina, la sintesis del esmalte se produce con cristales mas
pequefios y desorganizados (Fukumoto, Kiba y Hall, 2004; Hu et al.,

2008; Hu et al., 2011; Wright et al., 2011).

Las proteinas denominadas amelogeninas constituyen el 90%
de la matriz organica al comenzar la amelogénesis y disminuyen
progresivamente a medida que aumenta la madurez del esmalte,
por ello se denominan proteinas del esmalte inmaduro. Son
moléculas hidrofdbicas, fosforiladas y glicosiladas, ricas en prolinas,
glutamico, histidina y leucina. Se localizan entre los cristales de las
sales minerales sin estar ligadas a ellos (Jodaikin et al., 1987; Zalzal,
Smith y Nanci, 2008). Se cree que la maduracién de las
amelogeninas es uno de los factores clave en el control del
crecimiento cristalino (He y Swain, 2008), ya que la fragmentacion
final de estas proteinas da origen a dos polipéptidos, TRAP
(polipéptido rico en tiroxina) y LRAP (polipéptido rico en leucina),
que son los mas frecuentes en la matriz del esmalte maduro (Gémez

de Ferraris y Campos Mufoz, 2009).

Las ameloblastinas, pertenecientes a las no amelogeninas,
son las segundas proteinas mds abundantes de la matriz. Su
presencia es mds acentuada en la fase secretora de los ameloblastos
y empiezan a disminuir en la fase de maduracién (Gémez de Ferraris
y Campos Mufoz, 2009). Constituyen un elemento fundamental
para la diferenciacion de los ameloblastos dentro de la fase de
secrecion y para la adhesién celular (Finchman, Moradian-Oldak y
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Simmer, 1999). Se localizan en los prismas, aunque subproductos de
éstas (Barlett, 2013) forman agregados supramoleculares llamados
nanoesferas que rodean los cristales por su eje axial. Dichas
nanoesferas organizan la microestructura de la matriz creando
espacios iniciales de 20 nm entre los cristales que impiden que se

fusionen lateralmente (He y Swain, 2008).

Las enamelinas son moléculas hidrofilicas glicosiladas, ricas
en serina, acido aspdrtico y glicina. Se localizan en la periferia de los
prismas del esmalte, formando las proteinas de cubierta, aunque
también pueden aparecer en el seno de las estructuras cristalinas y
no se liberan hasta que los cristales se disuelven. Representan el 2-
3% de la matriz organica del esmalte y se ha sugerido que son el
resultado de la degeneracion de las amelogeninas (Thesleff et al.,
1995; Gomez de Ferraris y Campos Mufioz, 2009). La tuftelina, una
enamelina (Smith et al., 1995) que se localiza en la zona de la unidn
amelodentinaria al comienzo del proceso de formacidn del esmalte,
es la encargada de la nucleacion de los cristales del esmalte durante
la biomineralizaciéon (Finchman, Moradian-Oldak y Simmer, 1999;

Gémez de Ferraris y Campos Mufioz, 2009).

Ademas de estas proteinas especificas, en la matriz organica
del esmalte también podemos encontrar proteinas séricas, enzimas
y pequefas cantidades de condroitin 4-sulfato, condroitin 6-sulfato

y lipidos (Barlet, 2013).
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Al igual que en otros procesos de biomineralizacién, durante
el proceso de mineralizacion del esmalte, las células son las que
dirigen el proceso de formacién de minerales a través de la
expresion de proteinas que actian como nucleadores dentro de la
misma célula, o en la matriz extracelular, y como reguladoras que
previenen la formacién de minerales en sitios inadecuados,
mediante la produccidn de enzimas y la regulacién del transporte de
iones (Boskey, 2003). Aunque la cantidad de componente orgdnico
presente en el esmalte maduro es infima en comparacién con el
contenido mineral, el efecto en sus propiedades mecanicas es
importante, pues su presencia limita el movimiento diferencial entre
los cristales adyacentes garantizando la integridad estructural

(White, Luo y Pine, 2001).

2.1.4. AGUA

Es el tercer componente de la composicion quimica del
esmalte. Se localiza en la periferia del cristal constituyendo la
denominada capa de hidratacion. Mas hacia el interior, se ubica la
denominada capa de iones y compuestos adsorbidos, en la que el
cation Ca** puede ser sustituido por Na*, Mg** o H;0" y el anién OH’
por F'y CI" (Bhaskar, 2000; Gémez de Ferraris y Campos Mufoz,
2009). Por tanto, el esmalte actia como una membrana
semipermeable permitiendo la difusién de agua y de algunos iones
presentes en el medio bucal. Esto ocurre mediante vias

microscopicas de transporte molecular, en las que el agua actta
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como agente transportador (Borggreven, Van Dijk y Driessens,

1980).

Esta permeabilidad se aprovecha en muchos procesos
clinicos como, por ejemplo, los tratamientos de blanqueamiento, ya
que permite que el gel de blanqueamiento penetre dentro de los
tejidos dentales. En algunos estudios han comprobado que a
medida que se incrementa la concentracion de perdxido de
hidrégeno, la permeabilidad del esmalte y de la dentina también lo
hace. Esto puede generar riesgos, puesto que este aumento de la
permeabilidad podria permitir que el gel de blanqueamiento llegara
a tejidos mds internos como la pulpa (Benetti et al., 2004; Berger et
al., 2013). A medida que aumenta la edad el porcentaje de agua en el
esmalte disminuye y, con él, esa capacidad de transporte (Gomez de

Ferraris y Campos Mufioz, 2009).

2.1.5. UNIDAD ESTRUCTURAL BASICA DEL ESMALTE

La unidad estructural basica son los prismas de esmalte,
estructuras compuestas por cristales de hidroxiapatita que se

organizan entre si gracias a la red de interfase proteinica.

El didametro de un prisma varia entre 4-10 ym, siendo menor
en su punto de origen, y aumentando gradualmente a medida que
se acerca a la superficie libre. El nimero de prismas varia segun el
tamano de la corona entre 5y 12 millones (Bhaskar, 2000; Gémez de

Ferraris y Campos Mufoz, 2009).
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El prisma del esmalte presenta un disefio hexagonal en forma
de “ojo de cerradura” en el que se pueden distinguir dos regiones: la
“cabeza”, con forma esférica que se estrecha a nivel medio, y que
vuelve a ensancharse constituyendo la segunda region denominada
“cola del prisma”, con terminacién irregular (Gémez de Ferraris y

Campos Mufioz, 2009).

Sin embargo, en los cortes histoldgicos transversales es usual
que dichos prismas presenten una morfologia hexagonal irregular,
ovoide o en forma de “escamas de pescado”. En cambio, en cortes
longitudinales, el aspecto es de bandas irregularmente paralelas.
Este fendmeno se puede observar mediante microscopio

electrénico de barrido (MEB) (Figura 3).

Figura 3: Imagen de MEB en la que se muestran distintas formas de los prismas

segtn el corte.
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Los ameloblastos son los responsables de esta morfologia
tan caracteristica y de que los prismas se encuentren estrechamente
ligados entre si. Este sistema de engranaje entre los prismas
confiere mayor resistencia al esmalte, ya que las cabezas soportan
los impactos de las fuerzas masticatorias y las colas las distribuyen y

disipan.

Alrededor de la cabeza y cola de los prismas se localiza la
vaina del prisma que estd constituida por zonas de mayor contenido
proteico con menor grado de mineralizacién, por lo que en estas
zonas los espacios entre prismas son mayores (50-100 pm) (Figura

4) (Gomez de Ferraris y Campos Mufioz, 2009).
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Figura 4: Detalle de la vaina de los prismas del esmalte observados con MEB.

La orientacion de los prismas no sigue una trayectoria
rectilinea a través del espesor del esmalte, sino que experimentan

una trayectoria sinuosa con entrecruzamientos. Desde la superficie
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de la dentina hacia la superficie externa del diente, los prismas se
organizan en planos circunferenciales alrededor del eje mayor del
diente (Habelitz et al., 2001). En los anillos circunferenciales de los
prismas que configuran el esmalte, cada uno de los prismas ofrece
un transcurso ondulante tanto en el plano transversal como en el

longitudinal (Braly et al., 2007).

2.1.6. ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DEL ESMALTE

Las unidades secundarias se definen como aquellas
estructuras o variaciones estructurales que se originan a partir de las
unidades estructurales primarias como resultado de varios
mecanismos: el diferente grado de mineralizacién, el cambio en el
recorrido de los prismas y la interrelacion entre el esmalte y la
dentina subyacente o la periferia medioambiental. Entre las
unidades que surgen por el primer mecanismo encontramos las
estrias de Retzius y los penachos de Linderer; entre las que surgen
por el segundo, las bandas de Hunter-Schreger y el esmalte nudoso
y, entre las que lo hacen por el tercero, la union amelodentinaria, los
husos adamantinos, las periquematias, las lineas de imbricacién de
Pickerill y las fisuras o surcos del esmalte. Algunas unidades
estructurales secundarias como las laminillas o microfisuras del
esmalte se originan como resultado de la confluencia de alguno de
los tres mecanismos anteriormente descritos (Gémez de Ferraris y

Campos Mufioz, 2009).
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2.2. PROPIEDADES DEL ESMALTE

Los tejidos mineralizados de los humanos difieren en la forma
y el tamafio de los cristales, el nivel y la distribucion de los iones, y
en sus propiedades fisicoquimicas. Asimismo, difieren con respecto
a la densidad, la porosidad, y las propiedades mecanicas (Currey,
1999). Especialmente el esmalte, debido a la organizacién de sus
cristales y a la presencia de impurezas, tiene excelentes propiedades
de elasticidad y dureza comparado con la apatita pura y otros

compuestos de fosfato de calcio (Fan et al., 2007).

La dureza es una propiedad mecanica de los materiales
determinada por la resistencia superficial que oponen a ser rayados
o sufrir deformaciones permanentes en su superficie mediante la
penetracion de una punta o indentador (Malzbender, 2003). Dada
las dimensiones microestructurales del esmalte, la microindentacién
es el método mas utilizado en los estudios para la determinacion de
la dureza mediante los ensayos tipo Vickers y Knoop (Cheng vy
Cheng, 2004). Los estudios establecen los valores promedios de
dureza del esmalte entre 3.1y 4.7 GPa (Habelitz et al., 2001; Marshall
et al., 2002; Zantner et al., 2007; Tantbirojn et al., 2008; Brauer et al.,
2008; Azer et al., 2009; He et al., 2010). Esta discrepancia en los
valores de dureza puede estar asociada, en muchas ocasiones, a
distintas condiciones en los parametros de ensayo o a la zona de
medicién seleccionada (Cuy et al.,, 2002; Oyen, 2006). El esmalte

constituye la estructura mas dura del cuerpo humano, capaz de
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soportar las fuerzas de la masticacién, y su dureza estd

determinada por su composicidn inorganica.

Por otro lado, el componente organico del esmalte
determina su elasticidad y, por lo tanto, su capacidad de respuesta
frente al estrés mecanico, actuando como regulador nanomecanico.
El esmalte tiene un mddulo de elasticidad relativamente alto,
aproximadamente de entre 72.7 y 87.5 GPa (Ge et al., 2005; Huang et
al., 2010), lo que indica su caracter quebradizo, caracteristica que se
compensa gracias a la resistencia a la compresion de la dentina

subyacente (He y Swain, 2008).

A pesar de su dureza y densidad, el esmalte tiene una
porosidad apreciable. Dada la organizacion de los minerales, los
poros internos son pequefios y variables en forma, orientacion y
distribucién. Esta porosidad determina la permeabilidad y difusién a
través del mismo (Shellis y Dibdin, 1989). Por tanto, el esmalte
forma una membrana semipermeable imperfecta en la que el agua
se transporta a través del tejido bajo la influencia de un gradiente
osmatico y el soluto se mueve en direccién contraria. La difusién de
solutos idnicos no solo se ve afectada por el tamafo del poro sino
también por las interacciones con la carga del esmalte sdlido,

negativa bajo condiciones cuasi-fisioldgicas (Avery y Chiego, 2007).

En cuanto al color, el esmalte es translicido. La translucidez
puede atribuirse a variaciones en el grado de calcificacién y
homogeneidad del esmalte. Cuanto mayor es su mineralizacion,
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mayor es su translucidez (Bhaskar, 2000; Gédmez de Ferraris y
Campos Mufioz, 2009). Los colores varian del amarillo brillante al
blanco grisdceo, en relacién directamente proporcional a su grosor.
El espesor es maximo en las superficies oclusales y minimo en la
linea cervical. Aunque Ila presencia de color se debe

fundamentalmente a la dentina subyacente (Mihu et al., 2008).

Por dltimo, el esmalte constituye la estructura mas radiopaca
del organismo humano por su alto grado de mineralizacion

(Bhaskar, 2000; Gémez de Ferraris y Campos Mufoz, 2009).

2.3. BLANQUEAMIENTO DENTAL

El blanqueamiento dental consiste en una alternativa
terapéutica conservadora para el tratamiento de las discoloraciones
dentales. Se conoce como discoloracién o discromia dentaria a la
alteracion del color de los dientes que supone una modificacidn,
incremento o pérdida del color dental, bien sea de caracter

fisiolégico o patoldgico (Amengual, Forner y Llena, 2002).

El color natural de los dientes es fruto de las propiedades de
reflexién, refraccién y absorcién de los tejidos duros dentales frente
a la luz que pueda incidir sobre ellos. Este color natural puede verse
modificado por alteraciones intrinsecas o extrinsecas de las
estructuras que conforman el diente. Las discromias intrinsecas se

deben a cambios en la naturaleza molecular, en la estructura, o en el
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grosor de la dentina y del esmalte. Por el contrario, las
discoloraciones extrinsecas son superficiales y se producen por el
depdsito de cromdgenos de la dieta y de otros elementos externos

sobre la superficie del esmalte (Hattab, Qudeimat y al-Rimawi,

1999).

Es necesario establecer un correcto diagndstico de las
discromias dentales ya que el tratamiento dependerd
fundamentalmente de su etiologia (Li, 2011). De esta forma, el
blanqueamiento estara indicado para las discromias intrinsecas de
origen preeruptivo como las enfermedades hematoldgicas vy
hepdticas, uso de tetraciclinas y tinciones por fluorosis o
posteruptivas, como los traumatismos, el envejecimiento, el
tabaquismo, agentes quimicos, cambios funcionales 'y

parafuncionales (Minoux y Serfaty, 2008).

A medida que las sociedades avanzan y las necesidades
basicas del hombre se encuentran superadas, comienza a existir una
demanda cada vez mayor de estética, ya que el aspecto fisico se
asocia al triunfo social. Pese a que los cdnones de belleza han ido
variando, el deseo de tener los dientes blancos ha acompanado al

hombre desde hace siglos (Amengual, Fornery Llena, 2002).

Los egipcios disponian de cosméticos antes del afio 2000
A.C., ya que para éstos, unos dientes sanos y blancos simbolizaban
salud, limpieza y fortaleza. En la antigua China Imperial, las viudas

tefian sus dientes de negro como signo de renuncia a la belleza. Y
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ya, en textos romanos se describen consejos para blanquear los
dientes frotdndolos con urea, especialmente si era de origen
portuguesa. En la Edad Media, los barberos usaban para ello el

“aquafortis”, con acido citrico (Amengual, Fornery Llena, 2002).

Las técnicas de blanqueamiento, asi como los principios
activos utilizados siguieron desarrolldndose. Hace mas de un siglo,
en 1883 era ampliamente utilizado como agente blanqueador la
pirozona, una mezcla de perdéxido de hidrogeno vy éter.
Dependiendo de la concentracidon estaba indicada para prevenir la
caries en nifios y adultos (3%), para blanqueamiento dental (5%) o
para blanqueamiento en clinica con proteccion de los tejidos
blandos (5%). Ya en 1911, Ficher en su articulo “The bleaching of
discolored teeth with H,0,” presenté sus trabajos sobre el
blanqueamiento dental con perdxido de hidrégeno y la aplicacidon de
instrumentos calientes. En 1918, Abbot introdujo el empleo de una
mezcla estabilizada de perdxido de hidrégeno al 30% (llamada
Superoxol) conjuntamente con el uso de lamparas generadoras de

calor (Haywood, 1992).

En 1960, Klusmier describid por primera vez la técnica para el
blanqueamiento ambulatorio de dientes vitales mediante cubetas
de acetato cargadas con material blanqueador. Aunque fue en 1988
cuando Haywood y Heymann al realizar un ensayo clinico en la
Universidad de Carolina del Norte demostraron la eficacia del
perdxido de carbamida. Un afio después, en 1989, publicaron un

articulo (Haywood y Heymann, 1989) en el que se propuso el
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empleo de perdxido de carbamida al 10% para el blanqueamiento
dental. Los autores recomendaban utilizar férulas especialmente
confeccionadas para este fin, que aseguraban la permanencia del
producto blanqueador en contacto con el diente durante el tiempo
suficiente como para que se produjera el efecto blanqueante. Asi,
nacia la denominada técnica de blanqueamiento vital domiciliario,
una revolucién en la época, ya que era tremendamente eficaz y el
paciente podia blanquearse los dientes él mismo en casa (Cardoso,

2003).

Desde entonces, el blanqueamiento ha recorrido un largo
camino. En estos casi treinta afios, han aparecido multitud de
nuevos productos en los que se modificaba la concentracion del
agente blanqueador, su forma de activacién o se incluian en la
composicion diversas sustancias para minimizar los efectos
secundarios del procedimiento. Esta evolucion ha determinado que
hoy en dia, el blanqueamiento dental sea uno de los tratamientos
mas demandados en Odontologia Estética, en especial con perdxido
de carbamida al 10%, el agente mds utilizado actualmente (Perdigdo,

Baratieri y Arcari, 2004; Demarco, Meireles y Masotti, 2009).

2.3.1. TIPOS DE BLANQUEAMIENTO

Se pueden realizar tratamientos de blanqueamiento en
dientes tratados endoddnticamente en los que se aplican los
agentes blanqueadores de forma intracoronal, conociéndose como

blanqueamiento interno (Friedman, 1997). En el caso de dientes
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vitales, generalmente, el agente blanqueador se aplica en Ia

superficie dentaria, denomindndose blanqueamiento externo.

Basicamente, existen tres métodos para realizar
blanqueamiento dental en dientes vitales: blanqueamiento en la
consulta, blanqueamiento con férula nocturna y bajo supervisién
clinica (también llamado blanqueamiento domiciliario), y el uso de
productos de blanqueamiento de venta libre (Haywood, 1996;

Heymann, 2005).

La concentracion y la forma de aplicacion del agente
blanqueador en los diversos tipos de tratamiento varian. Como regla
general diremos que las altas concentraciones se aplican en los
tratamientos realizados en clinica, ya que, tanto la aplicacién, como
el tiempo de exposicion estan estrictamente controlados (Sulieman

et al., 2005).

» Técnica de blanqueamiento en clinica

En la técnica de blanqueamiento en clinica, el gel blanqueador
se aplica sobre la superficie del diente después de haber protegido
los tejidos blandos. En cada cita se realizan de una a tres
aplicaciones de aproximadamente diez minutos y el proceso implica
de dos a cuatro citas en intervalos de dos a cuatro semanas

(Sulieman et al., 2005; Taher, 2005).
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Las ventajas de esta técnica incluyen el control de la posible
ingestion del gel y la reduccién del tiempo de tratamiento (Colom y
Periu, 2004; Polydorou et al., 2007). Sin embargo presenta ciertos
inconvenientes debidos al empleo de perdxidos a elevada
concentracion y de rdapida difusion. Fundamentalmente, causa
mayor sensibilidad e irritacion gingival, pudiendo ocasionarse
quemaduras si el gel entra en contacto con los tejidos blandos
(Marshall, Berry y Woolum, 2010). Incluso puede producir necrosis
pulpar en dientes donde el espesor de dentina es reducido (De

Souza et al., 2010).

Debido a la proteccidn de los tejidos blandos necesaria en esta
técnica, los dientes sufren deshidratacidon. Por ello, se debe esperar
a la rehidratacion de los mismos para cuantificar el blanqueamiento
producido, ya que si no los resultados reales quedan enmascarados

por el efecto de la deshidratacién (Marshall, Berry y Woolum, 2010).

Los agentes blanqueadores que se utilizan en clinica son:
e Perdxido de hidrégeno entre el 30% y el 38% (Yap vy
Wattanapanyungkul, 2002).
e Perdxido de carbamida del 20% al 44% (Langsten et al., 2002;
Yap y Wattanapanyungkul, 2002).

e Perborato de sodio al 95% (Llona y Periu, 2004).
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A menudo la aplicacién de estos agentes se combina con el
empleo de fuentes de luz o calor para acelerar el proceso (Dahl y

Pallesen, 2003).

El blanqueamiento dental combinado, empleando la técnica
en clinica y la domiciliaria de forma conjunta, se realiza con el fin de
intentar acortar el periodo de tratamiento domiciliario, de abaratar
los costes que genera el tratamiento blanqueador en la consulta y
conseguir un mejor resultado final que con el blanqueamiento en
clinica Unicamente (Marshall, Berry y Woolum, 2010). El resultado
final obtenido con el blanqueamiento combinado es similar al
aclaramiento conseguido en la técnica de blanqueamiento
domiciliario. Es mas, cuando el periodo de tiempo de aplicacién del
blanqueamiento domiciliario en ambas técnicas es el mismo
obtenemos resultados similares, y por tanto, en realidad seria

innecesaria estd combinacién (Bernardon et al., 2010).

=  Técnica domiciliaria

Esta técnica es la mas empleada y segura. Consiste en la
aplicacién por parte del paciente del gel blanqueador en una férula
individualizada. Normalmente, se aplica entre dos y ocho horas al
dia durante dos a seis semanas (McEvoy, 1989; Basting et al., 2005),
de uno a tres meses en tinciones nicotinicas y hasta seis meses en
tinciones por tetraciclinas (Leonard et al., 1999). A medida que se
aumenta la concentracién del agente blanqueador, se recomienda

disminuir el tiempo de aplicacion diario debido al aumento de la
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incidencia de posibles efectos adversos (Marshall, Berry y Woolum,

2010).

Las ventajas que tiene este protocolo es que presenta gran
eficacia y estabilidad a largo plazo (Leonard et al., 2003), causa
menor sensibilidad y disminuyen los costes que genera el

tratamiento en consulta (Dahl y Pallesen, 2003).

Se ha reportado una eficacia del 98%, un aumento de entre 3
y 13 valores en la escala VITA, siendo 8 la media, lo que pone en
evidencia la naturaleza impredecible de los dientes (Heymann et al.,
1998), y una estabilidad de color a largo plazo, sin retratamiento, del

43% a los diez afios (Leonard, 2003).

Las mayores desventajas son que requiere mayor
colaboracion del paciente y que puede causar hipersensibilidad
dental (Dahl y Pallesen, 2003). Asimismo, puede causar irritacion
gingival si el gel se extravasa de la férula o ésta no estd bien
adaptada y pulida, aunque si la férula se confecciona correctamente
estos efectos se reducen al minimo (Marshall, Berry y Woolum,

2010).

La ADA (American Dental Association) Unicamente considera
seguro el empleo de peréxido de carbamida del 10% para técnicas
domiciliarias, aunque también se utilizan concentraciones mayores
(15%, 16%, 20%) (Okte et al, 2006; Taher, 2005). Actualmente,
también se comercializa para la técnica domiciliaria el peréxido de
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hidrégeno al 4%, 6%, 7.5% y hasta al 15% (Gilberto, 2006; Li y

Greenwall, 2013).

* Técnica con productos de venta libre

En los dltimos afios se han ido introduciendo en el mercado
gran numero de productos blanqueadores que los pacientes pueden
comprar sin prescripcidon facultativa y que se conocen como de
venta libre o en lengua anglosajona OTC (over the counter) (Majeed,

Grobler y Moola, 2011).

En su composicion contienen bajas concentraciones de
perdxido de hidrégeno o carbamida y son autoaplicables en forma
de dentifricos, chicles, tiras, cubetas o pinceles (Collins et al., 2004).
Son faciles de usar y no son muy caros, por eso son un grupo de
productos en crecimiento (Kugel, 2003), de tal forma que, de 2001 a
2005 su consumo se multiplicé por 10 (Demarco, Meireles y Masotti,

2009).

En ocasiones estos productos tienes fuertes campafas de
marketing a sus espaldas pero muy pocos estudios que prueben su

eficacia y seguridad (Marshall, Berry y Woolum, 2010).

El 50% de estos productos son dentifricos que actian por
abrasidn, es decir, no contienen agentes que ocasionen un efecto
blanqueador, sino que basan su efecto en la abrasidn de las

tinciones extrinsecas (Kugel, 2003).
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Por estos motivos, los profesionales deben familiarizarse con
este tipo de productos, y asi, poder aconsejar a los pacientes sobre
cudles tienen eficacia blanqueadora contrastada y menos efectos

adversos (Kugel, 2003).

Aunque las referencias en la literatura son escasas, parece ser
que los productos de venta libre son igual de seguros para la
integridad del esmalte que los de prescripciéon facultativa
(Mielczarek et al., 2008), pero la autoprescripcién de tratamientos
de blanqueamiento puede resultar peligrosa. Si existen patologias
previas, como procesos de erosidn o caries, estas pueden ser
agravadas por el blanqueamiento (Demarco, Meireles y Masotti,

2009).

Fundamentalmente se debe tener especial cuidado con
productos con pH dacido o que incorporen en su formulacion
quelantes del calcio, que podrian producir desmineralizaciéon del
esmalte (Cehreli y Altay, 2000). Incluso, pueden darse casos de
utilizacion abusiva de este tipo de productos, produciéndose un
trastorno acufiado recientemente como blancorexia, en que el

paciente nunca se ve los dientes lo suficientemente blancos.

Dependiendo del pais, existe una discordancia en cuanto a
las concentraciones de agente blanqueador permitidas en los
productos OTC. Las publicaciones recogen como OTC aquellos

productos incluso con una concentracion de peréxido de hidrégeno
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del 14% (Mielczarek et al., 2008). En el caso de la Unidn Europea, en
2011 se publicd la Directiva 2011/84/UE del Consejo por la que se
modificé la Directiva 76/768/CEE, relativa a los productos
cosméticos, en la que se recoge que una concentracion maxima de
0.1% de perdxido de hidrégeno presente en los productos bucales o
liberada de otros compuestos o mezclas en esos productos es
segura. Por tanto segun esta directiva europea unicamente se
permitiria la venta de productos OTC con un 0.35% de perdxido de
carbamida y esto, contrasta con la realidad, ya que se siguen
comercializando productos con concentraciones superiores a la
regulada, es mas, la mayoria de productos contienen

concentraciones superiores.

2.3.2. AGENTES BLANQUEADORES

El peréxido de hidrégeno y el de carbamida son los agentes
mas utilizados para cualquiera de las técnicas de blanqueamiento

(Joiner, 2006).

* Perdxido de hidrégeno

La concentracién puede variar del 3 al 40% (Joiner, 2006). Se
trata de un agente oxidante que tiene una alta capacidad para
formar radicales libres (Joiner, 2007), que pueden dafar directa o
indirectamente todas las biomoléculas, incluyendo proteinas,

lipidos, carbohidratos y el ADN (Joiner, 2006). El perdxido de
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hidrégeno forma radicales libres inespecificos, inestables vy
altamente reactivos, y esto depende de la temperatura, del pH, de la
fuente luminosa, los catalizadores, la presencia de metales y otras

condiciones (Fasanaro, 1992).

Las disociaciones idnicas mas comunes son las que dan lugar
a la formacién del anién perhidroxilo (Ecuacién 1) y superdxido
(Ecuacién 2). El perhidroxilo es un radical libre mas potente que el

superodxido (Carlsson et al., 1987).

H,0, ——> HO, +H’

Ecuacion 1. Reaccidn en la que se forma el anion perhidroxilo

H202 H Hzo + O.

Ecuacidn 2. Reaccion en la que se forma el anién superéxido

El anién perhidroxilo (HO,) por si mismo puede ser un
elemento activo en el proceso de blanqueamiento (Korytowski y
Sarna, 1990), pero también puede convertirse en un donante de
electrones iniciando la formacidn de radicales libres como el anién

hidroxilo (OH").

El peréxido de hidrégeno puede cambiar la estructura de la

apatita, por medio de una sustitucidon coordinada de los ligandos.
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Puede darse sustituciéon de fosfato, formacién de complejos
metalicos (hierro) o pérdida de carbonato al ser reemplazado por el
OH- liberado del perdxido de hidrégeno. Se cree que estas
sustituciones son débiles y el proceso puede ser reversible por la

accion del fluoruro (Josey et al., 1996).

= Perdxido de carbamida

El peréxido de carbamida (CH¢N,Os;) al entrar en contacto
con los tejidos blandos o la saliva a temperatura oral se descompone
en, aproximadamente, un tercio de perdxido de hidrégeno (H,0,) y
dos tercios de urea (CH4N,0). El peréxido de hidrégeno difunde a
través del esmalte y de la dentina debido a su bajo peso molecular y
se disocia en anidn perhidroxilo y/o anién superdxido y, finalmente,
se libera en forma de oxigeno y agua. La urea se disocia en amonio
(NH,") y diéxido de carbono (CO,) (Kawamoto y Tsujimoto, 2004;

Lee et al., 2006).

La urea le da mayor estabilidad a la reaccion de oxidacidn
(Berjolis y Aberastain, 2006), estabiliza el peréxido de hidrégeno,
eleva el pH de la solucién, aumenta los efectos anticariogénicos,
produce estimulacién salivar y facilita la cicatrizacion (Greenwall,

2002).
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=  Perborato de sodio

Este agente blanqueante estd disponible en forma de polvo
con una concentracidon del 95% de perborato de sodio. Es estable
cuando estd seco, pero en presencia de acido, aire caliente o0 agua se
descompone lentamente en forma el metaborato de sodio,
peréxido de hidrégeno (37%) y oxigeno. Su uso estd indicado en el

tratamiento de dientes no vitales (Sulieman, 2000; Palo et al., 2010).

2.3.3. OTROS COMPONENTES DE LOS GELES DE
BLANQUEAMIENTO

En general, para aumentar la eficacia y eficiencia de los
agentes blanqueadores, se suelen afadir a su composicion ciertas
sustancias con fines especificos. Por tanto, el producto blanqueador
puede incorporar en su formulacién aglutinantes como el carbopol
(carboxipolimetileno) para que el oxigeno se libere mds lentamente
y aumentar la viscosidad del material. También suelen contener urea
o trolamina (trietanolamina) con el fin de elevar el pH de la solucidn,
fluoruros para reducir la sensibilidad dentaria, vehiculos como Ia
glicerina, dentifrico y glicol, surfactantes, dispersantes de
pigmentos, aromatizantes (Greenwall, 2002; Moreira y Reis, 2003) y
conservantes, como pueden ser el 4cido fosfdrico o el acido citrico

(Lyon, Parker y Barnes, 1991).

Ciertas sustancias, en especial los conservantes, pueden

acidificar los productos de blanqueamiento dental. De tal manera
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que, al someter los dientes y los tejidos bucales a un pH bajo
durante un periodo de tiempo prolongado, pueden causar efectos
secundarios adversos (Titley, Torneck y Ruse, 1992; Price, Sedarous y
Hiltz, 2000). Cuando el pH cae por debajo de un rango entre 5.2 y
5.8, se puede producir desmineralizacion del esmalte vy

reabsorciones radiculares (Price, Sedarous y Hiltz, 2000).

2.3.4. MECANISMO DE ACCION DEL BLANQUEAMIENTO
DENTAL

El mecanismo de accién de los agentes blanqueadores es
complejo, aunque principalmente actian por oxidacién (Joiner,
2006). Las reacciones de oxidacién-reduccién se conocen como
reacciones redox. En este tipo de reacciones el agente oxidante, el
perdxido de hidrégeno, presenta radicales libres con electrones
desapareados y, al donarlos, éste se reduce. El agente reductor, en
nuestro caso los pigmentos dentales, acepta los electrones y es

oxidado (Fasanaro 1992; Marshall, Cancro y Fischman 1995).

Los pigmentos dentales estan compuestos por
macromoléculas de carbono. Mediante su oxidacion, se modifica el
tipo, nimero y la posicion relativa de los atomos que componen
estas moléculas, que se dividen a su vez dando lugar a compuestos
intermedios. Este proceso continuado de fragmentacidon de las
macromoléculas tiene como consecuencia la liberacion de oxigeno,

agua y dioxido de carbono, y una pérdida de coloracién de los
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pigmentos naturales. Por ello, este proceso se denomina
blanqueamiento dental (Goldstein et al., 1989; Rodrigues, Oliveira y

Amaral, 2007).

Esto es posible, ya que el esmalte se comporta como una
membrana semipermeable. De este modo, las soluciones de
perdxido pueden fluir libremente debido a su bajo peso molecular y
a la naturaleza penetrante del oxigeno y los radicales libres (Fuhrer,
Churaru y Cardash, 2004; Joiner, Thakker y Cooper, 2004; Lewistein

etal., 2004; Sun et al., 2011).

Se conoce como punto de saturacién al momento en el que
el agente blanqueador alcanza su maxima actividad. A partir de ese
momento, la accidon blanqueadora deja de producirse y el agente
blanqueador empieza a actuar sobre otros compuestos que
presentan cadenas de carbono, como las proteinas de la matriz del
esmalte (Rodrigues, Oliveira y Amaral, 2007; Gomes de Medeiros,

2008).

2.4. EFECTOS DEL BLANQUEAMIENTO SOBRE EL
ESMALTE

En la actualidad no existe un acuerdo general sobre los
efectos de los agentes blanqueadores sobre las estructuras dentales
(Joiner, 2007). A pesar de que los procedimientos de
blanqueamiento se consideran tratamientos seguros, siempre que
se realicen siguiendo las instrucciones del fabricante (Joiner, 2006;
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Attin, 2004), se han descrito posibles efectos adversos a tener en
cuenta (Joiner, 2007). A continuacién los describiremos
clasificdndolos de acuerdo a la técnica de aplicacién del producto de

blanqueamiento.

2.4.4. AUMENTO DE LA POROSIDAD Y DE LA RUGOSIDAD

Algunos estudios han descrito un aumento en la porosidad y
rugosidad del esmalte tras el tratamiento con agentes
blanqueadores (McGuging, Babin y Meyer, 1992; Shannon et dl.,
1993; Turkun et al., 2002; Spalding et al., 2003; Markovic et al., 2007;
Gjorgievska y Nicholson, 2011; Hilgenberg et al., 2011). Este aumento
se deberia a la pérdida de minerales ocasionada en un proceso de

desmineralizacién (Spalding et al., 2003).

Asimismo, las variaciones del pH en el medio oral pueden
producir cambios en la porosidad (Spalding et al., 2003). Por tanto,
el aumento en la porosidad del esmalte tras un tratamiento con
agentes blanqueadores dependera del pH de los mismos, siendo
mayor con productos con un pH extremadamente acido (McGuckin

et al., 1992; Azrak et al., 2010).

En cuanto a la concentracion de los productos
blanqueadores, se ha observado que no hay una relacién directa con
los cambios producidos en la rugosidad del esmalte (Azrak et al.,

2010). Son diversos los articulos en los que se describen alteraciones
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a este nivel, tanto con blanqueamientos domiciliarios (Shannon et
al., 1993; Turkun et al., 2002; Markovic et al., 2007; Gjorgievska y
Nicholson, 2011; Hilgenberg et al., 2011) como en clinica (McGuging,

Babin y Meyer, 1992; Spalding et al., 2003).

De las misma forma, las referencias que no reportan ningun
efecto sobre la topografia superficial son numerosas, ya sea con
blanqueamientos domiciliarios (Haywood et al., 1990; Scherer et al.,
1991; Leonar et al., 2001; Lopes et al.,, 2002; White et al., 2003;
Cobankara et al., 2004; Duschner et al., 2006; Worschech et al,,
2006; Cakir et al., 2011a; Cakir et al., 2011b; Uthappa et al., 2012; Nam
et al., 2015) o en clinica (Titley et al., 1988; Sulieman et al., 2004;

Cadenaro et al., 2008).

En lo referente a los productos de venta libre no
encontramos una situacion parecida. Principalmente se ha
estudiado el efecto de las tiras adhesivas blanqueadoras con
perdxido de hidrégeno al 6.5% o incluso al 14%, concluyendo los
trabajos que la topografia de superficie no se veia alterada
(Duschner et al., 2006; Gotz et al., 2007a; White et al., 2007).
Idénticos resultados obtuvieron Slezak et al. (2002) utilizando
Colgate Simply White Clear Whitening Gel con perdxido de
carbamida al 18%. Sin embargo, McGucking, Babin y Meyer (1992)
utilizando Proxigel, un producto de venta libre con perdxido de
carbamida al 10% y Lopes et al. (2002) utilizando perdxido de
hidrégeno al 3%, observaron que las superficies tratadas
presentaban algunas depresiones tipicas de erosion.
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Por tanto, encontramos discrepancia entre los diferentes
estudios, independientemente de la técnica de blanqueamiento
empleada. Esto podria deberse a que el efecto sobre la topografia
del esmalte fuese producto-dependiente o a diferencias en Ia
metodologia entre los estudios consultados. Por ejemplo, los
protocolos de conservacion de los dientes in vitro, ya que no es lo
mismo el agua que la saliva artificial en cuanto a su potencial
remineralizador (Joiner, 2007) o el aporte o no de agentes

remineralizantes como el fldor (Bizhang et al., 2006; China et adl.,

2014).

Sin embargo, parece ser que el aumento de la porosidad tras
un tratamiento de blanqueamiento, ya sea domiciliario (McCracken
y Haywood, 1996) o realizado con productos de venta libre (Bizhang
et al., 2006) es reversible y comparable en magnitud al que se
ocasiona al beber una bebida consolidada, como la Coca-cola

(Tarkun et al., 2002).

2.4.5. DISMINUCION DE LA MICRODUREZA

En cuanto al efecto del tratamiento sobre la dureza del
esmalte encontramos resultados mas homogéneos. La bibliografia
al respecto califica esta alteracién, cuando se produce, como
minima o insignificante clinicamente, ya sea con la técnica de
blanqueamiento en clinica (Lewinstein et al., 2004; Sulieman et dl.,

2004) o domiciliaria (Basting et al., 2005; Cavalli et al., 2010).
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La alteracidn en la microdureza es menor y la recuperacion
mds rapida (Attin et al, 2007) cuando se cuenta con la accién
remineralizante de la saliva (Basting et al., 2005), o con agentes
remineralizantes como el fldor (Lewinstein et al., 2004), pudiendo
llegar a ser incluso nula si combinamos los anteriores con calcio

(Cavalli et al., 2010).

Asimismo, otros componentes incorporados en la
composicion de los productos de blanqueamiento como el carbopol
o la glicerina, pueden producir una disminucidon de la microdureza
similar a la descrita con peréxido de carbamida al 10% (Basting et al.,

2005; Rodrigues et al., 2005).

En referencia a los productos OTC, los resultados son
similares. Un efecto significativo sobre la microdureza del esmalte
tras la aplicacion de tiras adhesivas blanqueadoras con perdxido de
hidrégeno al 6.5% (White et al., 2004), o el uso de un dentifrico con

peréxido de hidrégeno al 6% (Joiner, Thakker y Cooper, 2004).

2.4.6. ALTERACION DE LA COMPOSICION QUIMICA

Uno de los posibles efectos adversos atribuidos a los
productos de blanqueamiento es la alteracidn de la composicién
quimica del esmalte. Se ha observado que el peréxido de hidrégeno
ataca el contenido organico y mineral de la dentina (Servecan et al.,
2008). La destruccién del componente orgdnico se debe a la

capacidad oxidativa del perdxido de hidrégeno, mientras que los
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cambios minerales probablemente se deban a su acidez (Sun et dl.,
2011). En el esmalte el contenido orgdnico es minimo, por tanto,
cabria esperar que el efecto oxidativo de los productos

blanqueadores fuera de menor importancia.

Principalmente se ocasionaria desmineralizacion, la cual seria
directamente proporcional a la concentraciéon y tiempo de
exposicién al agente blanqueador (Bistey et al., 2007; Cakir et al.,

2011a).

La desmineralizacién del esmalte se define como la
disminucién o pérdida de elementos minerales por el ataque acido
interno o externo producido en diferentes procesos como la caries,
la erosidn, el grabado acido en procedimientos adhesivos o el
blanqueamiento. La desmineralizacidn se inicia por la protonacién
del fosfato dentro de la apatita, finalizando con la pérdida de calcio

(Bizhang et al., 2006).

En lo referente al blanqueamiento en clinica, Bistey et al.
(2007), analizaron los cambios microquimicos mediante
espectroscopia de infrarrojos transformada de Fourier (FTIR) tras el
tratamiento con perdxido de hidrégeno al 10%, 20% y 30% por un
tiempo de 30, 60 y 120 minutos. Los resultados mostraron cambios
irreversibles en las bandas de los fosfatos de la superficie del
esmalte que fueron proporcionales a la concentracién del peréxido
de hidrégeno y al tiempo de tratamiento. De tal modo que la
exposicion al perdoxido de hidrégeno al 30% durante 120 minutos
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produjo las alteraciones mas severas. Tezel et al. (2007), también
observaron pérdida significativa de calcio del esmalte tras la
aplicacién de perdxido de perdxido de hidrégeno al 35% y 38%. Los
mismos resultados obtuvieron Servecan et al. (2008) mediante FTIR,
constatando que el perdxido de hidrégeno al 38% producia una
desmineralizacion relevante y una disminucion de la concentracion

de las proteinas en el esmalte y la dentina.

Sin embargo, hay autores que no observan cambios en la
composicion microquimica del esmalte al aplicar perdxido de
hidrégeno al 30% (Ruse et al., 1990; Park et al., 2004) y en otros
casos, ese efecto se ve disminuido o se anula si se combina con la

aplicacién de fltor (Kemaloglu, Tezel y Erglicdi, 2014).

Otros autores han relacionado el efecto desmineralizador del
tratamiento blanqueador con su pH, asi Sun et al. (2011) evaluaron el
efecto sobre el esmalte del blanqueamiento en clinica, de acuerdo a
si su pH era acido o neutro. Los resultados mostraron que la eficacia
del perdxido de hidrégeno al 30% tanto acido como neutro era la
misma, aunque el peréxido de hidrégeno al 30% acido causé efectos
deletéreos sobre el esmalte. Por tanto, la desmineralizacién del
esmalte estaria causada por el bajo pH y no por la capacidad
oxidativa de los perdxidos, siendo un proceso de desmineralizacion

debido a erosidn acida.

Cuando se produce desmineralizacion por erosidon se

disuelven los minerales de la superficie causando una estructura
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rugosa similar a la descrita tras grabar el esmalte. No se conoce bien
la profundidad de la lesién, pero va desde unas pocas micras hasta
100 pum. Si continda la pérdida mineral llegard a producirse el
desprendimiento de gran parte del esmalte, siempre ayudada por
otros procesos que se producen en boca como la abrasién o la

atriccion (Lussi y Gans, 2014).

En cuanto a la técnica de blanqueamiento domiciliario,
Perdigdo et al. (1998), verificaron que el blanqueamiento con
peroxido de carbamida al 10% disminuia las concentraciones relativas
de calcio y fésforo produciendo alteraciones morfolédgicas en la
mayor parte de los cristales superficiales del esmalte. Asimismo,
Efeoglu, Wood y Efeoglu (2005) estudiaron el efecto
desmineralizante del perdxido de carbamida al 10% sobre Ia
superficie y subsuperficie del esmalte mediante tomografia
microcomputarizada, un método no destructivo. Los resultados
revelaron una pérdida significativa de minerales en las 50 um mas
superficiales, sin afectacidn de las capas mas profundas del esmalte.
El mismo grupo de autores estudiaron este mismo efecto utilizando
perdxido de carbamida al 35% y observaron desmineralizacion hasta
250 um (Efeoglu, Wood y Efeoglu, 2007). Cabe destacar que en
estos dos articulos se utilizé saliva artificial como medio de

conservacion pero ningun agente remineralizador.

Por el contrario, Tezel et al. (2007) realizaron un estudio

sobre la pérdida de calcio del esmalte tras la aplicacidon de peréxido
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de carbamida al 10%, observando que esta fue similar a la del grupo
control. Del mismo modo, Servecan et al. (2008) estudiaron
mediante FTIR, los cambios en el contenido mineral y la matriz
orgdnica del esmalte y de la dentina humanas tratadas con perdxido
de carbamida al 17%, sin observar cambios cuantitativos ni

macromoleculares en la matriz ni en el contenido inorganico.

Otros autores han llegado a conclusiones similares en sus
trabajos. Estudios como el de McCracken y Haywood (1996)
midieron la cantidad de calcio perdido al exponer el esmalte a un
tratamiento con perdxido de carbamida al 10%, indicando que la
cantidad de calcio perdido no tiene relevancia clinica. Asimismo,
Unli et al. (2004), examinaron los cambios en la composicién de la
superficie del esmalte tras la exposicién a perdéxido de carbamida al
10% y al 15% durante 45 dias, concluyendo que no existia una
alteracion en su composicion. De la misma forma, Smidt, Feuerstein
y Topel (2011) observaron que tras la aplicaciéon de perdxido de
carbamida al 15% y 16% durante diez dias, in situ, no hubo cambios

quimicos pero tampoco mecanicos o morfoldgicos.

Con respecto a los productos de venta libre, la bibliografia
principalmente compila estudios en los que se ha analizado la
composicion microquimica del esmalte tras la aplicacion de tiras
adhesivas blanqueadoras. En estos estudios no se encuentra ningun
efecto sobre la composicidn, ya sea con perdxido de hidrégeno al 6%
(Duschner et al., 2006) e incluso con concentraciones del 11 al 16%
(Gotz et al., 2007a; Gotz et al., 2007b). En 2010, Araujo, Silva y de
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Araujo estudiaron la influencia de la aplicacion de dentifricos
blanqueadores sobre la pérdida de calcio del esmalte. Observaron
que los dentifricos con bajas concentraciones de peréxido de
carbamida eran los que menos cantidad de calcio extraian,
especialmente si el pH del medio oral se mantenia en niveles

cercanos al neutro.

Por tanto, estas alteraciones, como ya hemos mencionado
podrian ser proporcionales a la concentracidn. Es decir, se producira
una mayor pérdida mineral con la técnica de blanqueamiento en
clinica que con la domiciliaria (Bistey et al., 2007; Cakir et al., 2011a).
Aunque el caracter acido del producto de blanqueamiento, estando
el limite en un pH entre 5.2 y 5.8 es probablemente la principal causa
de la desmineralizacién del esmalte (Salomdo et al., 2014),
reportandose un amplio rango de pHs entre los diferentes agentes
blanqueadores (Shannon et al., 1993; Nathoo, Chmielewski y Kirkup,

1994; Araujo, Rodrigues y de Araujo, 2009; Azrak et al., 2010).

Ademads, la adicion de pequefias cantidades de calcio a las
soluciones acidas puede disminuir la pérdida de esmalte hasta en un
50% (Hughes et al., 2000). Asimismo, la presencia de flior puede
producir remineralizacion de la hidroxiapatita del esmalte,
convirtiéndose estos cristales en fluorapatita o fluorhidroxiapatita.
De esta manera, la capa mas superficial del esmalte podria ser mas

resistente al ataque acido tras la remineralizacién (Tredwin et al.,

2014).
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2.4.7. DISMINUCION DE LA RESISTENCIA ADHESIVA A
ESMALTE

El grabado con 4cido ortofosfdrico, entre el 30 y el 40% (Zhu
et al., 2014), realizado en los procedimientos adhesivos incrementa
la porosidad de la superficie expuesta a través de la disolucion
selectiva de los cristales de hidroxiapatita, permitiendo una mejor
superficie adherente para el adhesivo y el material restaurador

(Silverstone et al., 1975; Nanci, 2003).

El éxito y la longevidad de las restauraciones se deben a la
adhesién al esmalte (Zhu et al.,, 2014). En el caso del esmalte
blanqueado, el sustrato adhesivo esta alterado, lo que se traduce en
una adhesién menos eficiente y por tanto, en un sellado y retencidn
menores. Es por ello, que la disminucidn de la resistencia adhesiva al

esmalte tiene consecuencias importantes en nuestro trabajo diario.

Esta disminucidn se deberia a que los tags de resina que se
forman en un esmalte previamente blanqueado y grabado con acido
ortofosférico son menos definidos, mas fragmentados y menos

profundos que en un esmalte sin blanquear (Titley et al., 1991).

Diversos motivos podrian ser los responsables de Ia
alteracion de los tags de resina. Por un lado, el oxigeno residual
procedente de la descomposicion del perdxido de hidrégeno

presente en el esmalte y la dentina podria interferir con la

78



INTRODUCCION

infiltracién de la resina (Torneck et al., 1990; McGuckin, Thurmond y
Osovitz, 1992) o la polimerizacién de ésta (Rueggeberg y Margeson,
1990; Dishman, Covey y Baughan, 1994). Sin embargo, hay autores
que ponen en entredicho esto, ya que mediante microandlisis de
superficie se observé que el oxigeno residual no se acumula cerca

de la superficie del esmalte, sino en la dentina (Perdigdo et al.,

1998).

Por otro lado, la reduccidn en la resistencia adhesiva podria
estar ocasionada por los cambios en las proteinas y/o el contenido
mineral de la capa mas superficial del esmalte (Perdigdo et al., 1998).
Principalmente, la pérdida de calcio en el esmalte blanqueado, que
se veria agravada por el grabado acido, siendo mayor cuanto antes
se realice este procedimiento (De Medeiros et al, 2008). Los
cambios en la composicion quimica del esmalte blanqueado vy
grabado se manifestarian en un patrén de grabado mas agresivo y la
aparicion de zonas en las que se pierde el patrén prismatico
caracteristico (Josey et al., 1996; Yeh et al., 2005), formandose unos

tags mas irregulares (Josey et al., 1996).

Estos cambios en la composicion microquimica del esmalte
podrian deberse a la accién oxidante de los peréxidos (Perdigdo et
al., 1998) o al bajo pH de los agentes blanqueadores (Sa et al., 2012)
como anteriormente se ha descrito. Aunque en la cavidad oral se
produzcan continuamente fendmenos de desmineralizacién
(Potocnik, Kosec y Gaspersic, 2000) y remineralizaciéon (Efeoglu,
Wood y Efeoglu, 2007), ambos estan en equilibrio. Si este se rompe,
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por ejemplo, por una pérdida excesiva de iones calcio y fdsforo
debido a un tratamiento de blanqueamiento con agentes que
tengan un pH dcido, la desmineralizacién podria llevar a un
deterioro progresivo de la estructura dental por erosién (Barbour et

al., 2006).

La erosidn es una pérdida de estructura dental debido a un
proceso quimico de disolucién producido por acidos de origen no
bacteriano (Tantbiroj et al., 2008). Esta pérdida mineral mantiene

una relacién directa con el pH (Hemingway et al., 2006).

Hoy en dia, la incidencia de lesiones por erosidon ha
aumentado considerablemente en los paises industrializados. El
excesivo consumo de comidas y bebidas acidas es la principal causa
extrinseca de este tipo de lesiones (Tantbiroj et al., 2008). Por
ejemplo, una bebida tan consumida como la Coca-cola tiene un pH
inferior a 4 (Quartarone et al., 2008) y se ha observado que este tipo
de bebidas &acidas pueden tener un efecto adverso sobre la
resistencia adhesiva al esmalte (Casas-Apayco et al., 2014). Como
hemos mencionado anteriormente, algunos productos de
blanqueamiento dental incorporan en su formulacién acidos, como
el citrico (Titley, Torneck y Ruse, 1992; Price, Sedarous y Hiltz, 2000;
Zantner et al., 2007), pudiendo tener este mismo efecto deletéreo

sobre las propiedades adhesivas al esmalte.

Existen diversos mecanismos de resistencia y reparacion que

ocurren de manera dindmica ante el proceso de disolucién (Llena-
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Puy, 2006). Esto es consistente con los hallazgos clinicos, donde
ciertas lesiones en el esmalte no solamente se detienen, sino que

son reversibles a su estado original (Fried et al., 2013).

La remineralizacion se define como el proceso de
precipitacion de calcio, fosfatos y otros iones en el esmalte
parcialmente desmineralizado. Los iones pueden proceder de la
disolucidn del tejido desmineralizado, de una fuente externa o de la
combinaciéon de ambas. Se ha demostrado que el factor primario
que determina el desarrollo y la reversibilidad del proceso de
desmineralizacion es el nivel de saturacidon termodinamica del medio
en el que esta el diente (Tredwin et al., 2014). La remineralizacién de
la superficie y subsuperficie desmineralizada requiere calcio y

fosfato, los cuales son proporcionados inicialmente por la saliva.

La presencia de fltor en un medio de disolucién, reduce de
manera efectiva la solubilidad del esmalte, fomentando Ia
precipitacion de la fluorapatita y previniendo la formaciéon de
cristales de fosfato de calcio mds soluble (Efeoglu, Wood y Efeoglu,

2005).

Por tanto, la saliva (Basting, Rodrigues y Serra, 2005) y la
aplicacion tépica de fldor (Tirkin y Kaya, 2004; Bistey et al., 2007;
Faraoni-Romano et al., 2007) pueden revertir los efectos
desmineralizadores causados por los agentes blanqueadores sobre
el esmalte, restituyendo los valores de microdureza (Da Costa y

Mazur, 2005; Attin et. al., 2007) e inhibiendo la pérdida de minerales
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(Bizhang et al., 2006). Asimismo, el incremento del pH puede reducir
el efecto desmineralizante del peréxido de hidrégeno y facilitar el
procedimiento de blanqueamiento por la aceleracion en la

formacién de radicales libres (Jiang et al., 2008).

A pesar de que la alteracion de la resistencia adhesiva al
esmalte estd ampliamente estudiada, no hay consenso sobre si este
efecto adverso se produce realmente. En cuanto a la técnica de
blanqueamiento en clinica con perdxido de hidrégeno entre el 25% y
el 38% encontramos bibliografia que apoya la interaccién del
blanqueamiento con la resistencia adhesiva (Dishman, Covey vy
Baughan, 1994; Van der Vyver, Lewis y Marais, 1997; Titley et dl,,
1988; Nour El-din, Miller y Griggs, 2006; Mullins et al., 2009; Martins
et al., 2012; Bittencourt et al., 2013; Khamverdi et al., 2013; Tostes et
al., 2013), siendo escasa la que no observa este efecto (Amaral et al.,

2008; Gurgan et al., 2012; Bittencourt et al., 2013).

En cuanto al blanqueamiento domiciliario, algunos estudios
concluyen que la aplicacidon de perdxido de carbamida al 10% en el
esmalte no disminuye la resistencia adhesiva (Murchison, Charlton y
Moore, 1996; Josey et al., 1996; Homewood, Tyas y Woods, 2001,
Bishara et al., 2005; Cavalcante et al., 2009; Nascimento et al., 2013;
Cura, Fuentes y Ceballos, 2015) ni tampoco al aumentar la
concentracién al 16% (Barbosa et al., 2009; Gurgan et al., 2009;
Ustdal et al., 2009) o al 18% (Sasaki et al., 2007), o incluso con

peréxido de hidrégeno al 10% (Dietrich et al., 2010).
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Sin embargo, otros autores, si describen una reduccién de la
resistencia adhesiva al esmalte tras la aplicacion de perdxido de
carbamida al 10% (Titley, Torneck y Ruse, 1991; McGuckin, Thurmond
y Osovitz, 1992; Cavalli, Giannini y Carvalho, 2004; Bulut, Tiurk{n y
Kaya, 2006; Nour El-din, Miller y Griggs, 2006; Barcellos et al., 2010),
habiendo discrepancia sobre si este efecto adverso aumenta con la
concentracion del agente blanqueador. Para Cavalli, Giannini y
Carvalho (2004), los valores de resistencia adhesiva no se
correlacionan con el aumento de la concentracion, ya que los
efectos sobre la resistencia adhesiva del peréxido de carbamida al
20% son similares a los de peréxido de carbamida al 10%. Los mismos
resultados obtienen Dietrich et al. (2010) y Gungor et al. (2013)
comparando el blanqueamiento domiciliario con la técnica de
blanqueamiento en clinica. Sin embargo, para Barcellos et al. (2010)
si hay una correlacidn, ya que la disminucidon en los valores de
resistencia adhesiva es mayor para el perdxido de carbamida al 20%,
seguido del perdxido de carbamida al 15% y por ultimo al 10%.
Asimismo, el efecto sobre la resistencia adhesiva al esmalte seria

proporcional al tiempo de exposicidn del agente (Garcia-Godoy et

al., 1993).

En cuanto a los productos de venta libre, existe controversia
y escasa bibliografia si se considera la variedad y cantidad de
agentes disponible en el mercado. Wilson et al. (2009) obtienen
resultados de resistencia adhesiva similares con perdxido de
carbamida al 10% y con las tiras adhesivas blanqueadoras con

peréxido de hidrégeno al 6.5%, influyendo ambos negativamente
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sobre la resistencia adhesiva. De la misma forma, Briso et al. (2010)
observan una disminucién de la resistencia adhesiva al esmalte tras
la aplicacién de dentifricos blanqueadores, bien con perdxido de

carbamida o perdxido de hidrégeno.

En contraposicién, da Silva, Flério y Basting (2007)
empleando el mismo dentifrico con peréxido de carbamida
(Rembrandt Plus), no detectaron variacién sobre la resistencia
adhesiva. Como se ha descrito anteriormente, la discrepancia entre
estudios que emplean los mismos productos podrian deberse a

diferencias en la metodologia empleada.

Los estudios en los que la resistencia adhesiva al esmalte se
ha visto afectada coinciden en que este efecto es reversible si se
espera cierto tiempo entre el blanqueamiento y el procedimiento
adhesivo. Lo que varia entre los diferentes autores es el intervalo de
tiempo descrito. Para la técnica de blanqueamiento en clinica los
tiempos fluctdan entre un dia (Dishman, Covey y Baughan, 1994),
siete dias (Barbosa et al., 2008; Unlu, Cobankara y Ozer, 2008;
Bittencourt et al., 2010; Dietrich et al., 2010; Khamverdi et al., 2013;
Lago y Garone-Netto, 2013; Tostes et dl., 2013), dos semanas (Van
der Vyver, Lewis y Marais, 1997; Mullins et al., 2009; Bittencourt et

al., 2013) y tres semanas (Nascimento et al., 2013).

De igual forma, para la técnica de blanqueamiento
domiciliario se barajan diferentes tiempos de recuperacién. Para
Titley, Torneck y Ruse (1992), Unlu, Cobankara y Ozer (2008) y Oztas
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et al. (2012), un dia es suficiente, otros autores hablan de un
intervalo de entre tres y siete dias (McGuckin, 1992; Miles et al.,
1994; Bulut, Tiirkiin y Kaya, 2006; Mazaheri et al., 2011), otros de dos
semanas (Metz et al., 2007; Wilson et al., 2009; Khoroushi,
Ghazalgoo, 2013) y para Cavalli et al. (2001) y Nascimento et al.
(2013), el tiempo necesario para restablecer la resistencia adhesiva

previa al blanqueamiento es de tres semanas.

Solo se ha encontrado un articulo que estudie el intervalo de
tiempo necesario para revertir el efecto del blanqueamiento con
productos de venta libre sobre la resistencia adhesiva al esmalte, en
el que se concluye que a las dos semanas no quedan secuelas de la
alteracion en la resistencia adhesiva a esmalte cuando se utiliza este

tipo de productos (Wilson et al., 2009).

85



INTRODUCCION

2.5. OTROS EFECTOS DEL BLANQUEAMIENTO

2.5.3. SENSIBILIDAD DENTARIA

El aumento de la sensibilidad dental es el efecto adverso mas
frecuente del blanqueamiento externo y es mds frecuente en los
tratamientos realizados en clinica ya que utilizan concentraciones
elevadas de perdxido de hidrégeno, aumentando si se combina con

calor (Nathanson y Parra, 1987; Sulieman, 2000; Hewlett, 2007).

La hipersensibilidad dental se produce cuando el perdxido
penetra a través del esmalte y la dentina, y alcanza la camara
pulpar, provocando una respuesta inflamatoria que conlleva una
disminucion del umbral del dolor, por lo que las fibras son activadas
con mayor facilidad por el movimiento del fluido dentinario
(Thitinanthapan, Satamanont y Vongsavan, 1999; Sulieman, 2000;
Camargo et al., 2007). La entrada de perdxido en la cdmara pulpar es
mayor cuanto mayor es la concentracion del agente, especialmente

en dientes restaurados (Benetti et al., 2004).

Este efecto adverso puede manifestarse como una molestia
generalizada al frio, pero también como un dolor punzante limitado
a unos pocos dientes y se produce en aproximadamente dos tercios
de los pacientes, prolongandose entre uno y cuatro dias (Hewlett,

2007).
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Los pacientes con una historia previa de hipersensibilidad
dental tendrdn un mayor riesgo de sufrir este efecto adverso, por
tanto, deberd ser tenido en cuenta antes de realizarse el

tratamiento (Dahl y Pallesen, 2003).

Hay que puntualizar que la hipersensibilidad dental
postblanqueamiento es un efecto transitorio (Ziebolz et al., 2007) y
en general de baja intensidad (Berga-Caballero, Forner-Navarro y

Amengual-Lorenzo, 2006).

2.5.4. EFECTO SOBRE LAS RESTAURACIONES DE RESINA
COMPUESTA

Diversos estudios han evaluado el efecto de los agentes
blanqueadores en las propiedades fisicas y mecanicas de los
materiales restauradores sin llegar a un consenso (Garcia-Godoy,
Garcia-Godoy y Garcia-Godoy, 2002; Yap y Wattanapayungkul 2003;

Polidorou et al., 2007).

Turker y Biskin (2003) mostraron que la rugosidad de los
composites aumentaba o disminuia dependiendo del producto
blanqueador que usasen. Esto se deberia a las diferencias en el pH
de los diferentes productos, siendo de especial importancia en los
ionémeros de vidrio. Sin embargo, para Mijdeci y Gokay (2005) los
efectos del agente blanqueador son dependientes de Ia

concentracion, siendo menores con perdxido de carbamida al 10% y
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peroxido de hidrégeno al 5.3% y mayores con perdxido de hidrégeno

al14 %.

Son varios los estudios in vitro que no encuentran efectos
negativos al aplicar diferentes concentraciones de perdxido de
carbamida empleadas en la técnica de blanqueamiento domiciliario
(Bailey y Swift et al., 1992; Garcia-Godoy, Garcia-Godoy y Garcia-
Godoy, 2002; Langsten et al., 2002; Turker y Biskin, 2003) vy
diferentes concentraciones de perdxido de hidrégeno empleadas en
la técnica de blanqueamiento en clinica (Langsten et al., 2002; Yap y

Wattanapayungkul, 2002).

Por ultimo, en cuanto a los OTC, se observd aumento de
rugosidad y disminuciéon de la microdureza de los composites
evaluados al emplear un colutorio blanqueador con perdxido de
carbamida (Gurgan y Cakir, 2008). Sin embargo, no se encontraron
efectos negativos al utilizar dentifricos blanqueadores con peréxido

de hidrégeno y carbamida (Amaral et al., 2006).

Autores como Yap y Wattanapanyungkul (2002) y Polydorou
et al. (2007) sugieren que los cambios en cuanto a la microdureza y
la rugosidad son material-dependiente. Por tanto, es muy dificil
obtener conclusiones debido a la diferencia en la composicién de los
materiales y en las concentraciones de los agentes blanqueadores
empleados (Garcia-Godoy, Garcia-Godoy y Garcia-Godoy, 2002;

Polidorou et al., 2007).
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De acuerdo a lo anteriormente dicho, disponemos de escasa
bibliografia acerca del efecto de los productos de blanqueamiento
de venta libre sobre el esmalte y las propiedades adhesivas. En
concreto, no se ha encontrado referencia alguna de los dos

productos utilizados en el presente trabajo, Whitekin y Clysiden.
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HIPOTESIS

Conforme a lo expuesto anteriormente, las hipdtesis nulas

evaluadas en el presente trabajo fueron las siguientes:

1. La topografia superficial del esmalte, asi como Ia
composicion del esmalte blanqueado con dos productos de
blanqueamiento utilizados en la técnica domiciliaria, uno con
peroxido de carbamida al 10% y otro con perdxido de
hidrégeno al 10%, y con dos de venta libre, uno con perdxido
de carbamida al 3% y lactoperoxidasa y otro con perdxido de
carbamida al 3% y perdxido de carbamida al 2.7% es similar a

la del esmalte no tratado.
2. La ultraestructura de subsuperficie y la microrrugosidad del
esmalte no se modifica tras la aplicacion de los productos de

blanqueamiento anteriormente citados.

3. Los productos de blanqueamiento evaluados no alteran la

resistencia adhesiva al esmalte, y este efecto no depende del
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momento en el que se realice el procedimiento adhesivo

desde la finalizacién del blanqueamiento.

4. La topografia superficial y la composicion del esmalte
blanqueado con los productos estudiados y, posteriormente,
grabado con dcido ortofosfdrico al 36%, son similares a las del

esmalte sin tratar.
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OBJETIVOS

Los objetivos del presente estudio de investigacion fueron

los enumerados a continuacion:

1. Determinar los cambios que producen en la topografia
superficial y en la composicidon del esmalte dos productos de
blanqueamiento que se utilizan en la técnica domiciliaria, uno
con perdxido de carbamida al 10% y otro con perdxido de
hidrégeno al 10%, y dos de venta libre, uno con peréxido de
carbamida al 3% vy lactoperoxidasa y otro con perdxido de
carbamida 3% y perdxido de carbamida 2.7%, mediante
microscopia electrénica de barrido, espectroscopia de

energia dispersiva (EDS) y espectrofotometria Raman.

2. Caracterizar la ultraestructura de subsuperficie y Ia
microrrugosidad del esmalte, en concreto los parametros de
rugosidad media cuadratica (Rq), rugosidad media (Ra) y la
rugosidad total (Rt) mediante microscopia laser de barrido

confocal utilizando los mismos agentes blanqueadores.
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3. Verificar mediante el ensayo de microtraccion el efecto de los
productos citados anteriormente en la resistencia adhesiva al
esmalte y comparar si varia de acuerdo al momento en que
se realice el procedimiento adhesivo, una vez finalizado el
blanqueamiento (inmediatamente, uno, tres, siete y catorce

dias después).

4. Comprobar los cambios que se producen en la topografia
superficial y en la composicidon del esmalte tratado con los
productos de blanqueamiento estudiados y, posteriormente,
grabado con dcido ortofosférico al 36% mediante
microscopia electrénica de barrido y espectroscopia de

energia dispersiva.
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MATERIAL'Y METODOS

5.1. MATERIAL

En el presente trabajo se realizd un estudio experimental in
vitro, descriptivo, de tipo transversal y procesado estadisticamente,
acerca de la influencia de los productos de blanqueamiento con
perdéxido de carbamida a baja concentracidn sobre la topografia
superficial, la composicidn, la ultraestructura de la subsuperficie, la
microrrugosidad y la resistencia adhesiva al esmalte bovino.
Asimismo se evalué la influencia de estos productos de
blanqueamiento sobre la topografia superficial y la composicién del

esmalte tras el grabado con acido ortofosfdrico.

Las técnicas y el equipamiento empleados fueron las
siguientes: microscopia electrénica de barrido (MEB) con el
microscopio  Philips XL30 ESEM (Hillsboro, OR, EE.UU.),
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) con el equipamiento
New XL-30 (Edax, Mahwah, EE.UU.), espectrometria RAMAN con el

espectrometro LabRAM 800HR (Horiba, Jobin Yvon, Francia),
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microscopia ldser de barrido confocal (CLSM) con el microscopio
TCS SP5 (Leica, Berlin, Alemania), y el ensayo de microtraccién con
la maquina de ensayos universales Instron 3345 (Instron Corp.,

Canton, Massachusetts, EE.UU.).

Las diferentes técnicas experimentales se llevaron a cabo en
el laboratorio de investigacion del Departamento de Estomatologia
y Enfermeria, en el Centro de Apoyo Tecnoldgico y en el laboratorio
de técnicas espectroscopicas, todos ellos de la Universidad Rey Juan
Carlos, asi como en la Unidad de Microscopia Confocal Idiphim del
Hospital Puerta de Hierro y en la Faculdad de Farmacia, Odontologia

y Enfermeria de la Universidad Federal de Ceara.

En el presente estudio de investigacion se utilizaron un total
de 230 incisivos bovinos conservados en una solucidn acuosa de
timol a 4°C por un periodo no superior a 6 meses desde su
extraccion. Antes de realizar el procedimiento experimental, los
dientes se limpiaron minuciosamente de restos de cdlculo y de
ligamento periodontal y se examinaron con un estereomicroscopio
(Olympus SZX7, Hamburgo, Alemania) para descartar aquellos que

presentaban fisuras o hipoplasias en el esmalte.

Tras esto se procedid a la eliminacion de la raiz mediante un
corte con turbina a nivel de la unién amelocementaria. Una vez
realizado este paso, se elimind el contenido pulpar de cada corona

con una cucharilla, y las coronas se almacenaron en saliva artificial a
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temperatura ambiente. La composicion de la saliva artificial

(Salivart, Fineman®, Madrid) se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién de la saliva artificial utilizada (Salivart ®).

Composicion saliva artificial g/100g de solucién
Carboximetilcelulosa sédica 18
Sorbitol 3g
Cloruro de sodio 0.084g
Fosfato de potasio 0.120¢g
Cloruro de calcio dihidrato 0.015¢
Cloruro de magnesio hexahidrato 0.005g
Fosfato de potasio dibasico 0.034g
Agua purificada c.s.p. 1008

5.1.1. GRUPOS EXPERIMENTALES

Los incisivos bovinos se distribuyeron aleatoriamente en los
siguientes grupos experimentales, de acuerdo al producto de
blanqueamiento aplicado. La composicion de dichos productos se
muestra en la Tabla 2. El tiempo, modo de aplicacién, el agente

activo y pH de los mismos, se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 2. Composicion de los productos de blanqueamiento utilizados.

Producto

Composicién

Opalescence 10%(Ultradent
products)

Opalescence Treswhite Supreme
(Ultradent products)

WhiteKin
(Kin)

Clysiden Kit Express
(Laboratorios Ern)

Peréxido de carbamida e hidréxido de sodio.

Peréxido de hidrégeno, hidréxido de sodio y glicerina.

Gel: glicerina, agua, goma de celulosa, PEG-60 hidrogenada (aceite de castor), perdxido
de carbamida (3%), saborizante, anetol, dcido etildiaminotetraacetico (EDTA) y
trometamina.

Pasta: agua, sorbitol, silice hidratada, glicerina, lactoperoxidasa, cocamidopropilbetaina,
diéxido de titanio, saborizante, xilitol, goma de xantano, fluoruro de sodio (1450 ppm),
metilparabeno de sodio, etilparabeno de sodio, sacarina de sodio y eugenol.

Colutorio: agua, sorbitol, glicerina, PEG-40 hidrogenada, polivinilpirrolidina (PVP), xilitol,
pantenol, metilparabeno, saborizante, fluoruro de sodio (1000 ppm), acido citrico,
glicirrizato de amonio, cloruro de cetilpiridinio, EDTA, propilparabeno de sodio, sacarina
de sodio, sulfito sédico, limoneno, alcohol bencilico y eugenol.

Pasta: agua, sorbitol, silice hidratado, glicerina, PEG-12, lauril sulfato de sodio, limoneno,
saborizante , goma de celulosa, metil vinil éter y anhidrido maleico (pvm/Ma),
copolimero, diéxido de titanio, fluoruro de sodio (1463 ppm), papaina, sacarina de
sodio, triclosan, metilparabeno de sodio, fosfato trisddico y propilparabeno de sodio.
Solucién: peréxido de carbamida (3%) y excipientes c.s.p.

Gel: alcohol, agua, PEG-12 (dimeticona), glicerina, carbémero, acido fosfdrico, butil
hidroxitolueno (BHT), saborizante y peréxido de carbamida (2,7%).




Tabla 3. Tiempo, modo de aplicacién, agente activo y pH de los productos de blanqueamiento utilizados.

Producto Presentacion Agente blanqueador Aplicacién pH
Opalescence 10% Gel Peréxido de carbamida 10% Utilizacion de la férula 6-6.5
(Ultradent products) individualizada con el

producto durante 8 horas
al dia.
Opalescence Treswhite Gel-férula Peréxido de hidrégeno 10% Utilizacién de la férula 6-6.5
Supreme preformada durante 45
(Ultradent products) minutos al dia.
WhiteKin Pasta dentifrica Peréxido de carbamida 3% Cepillado 3 veces al dia Pasta: 6
(Kin) (gel+pasta) seguido + lactoperoxidasa durante 3 minutos. Gel: 5-5.5
del colutorio Colutorio: 1 minuto 15 ml Colutorio:5-5.5

Clysiden Kit Express
(Laboratorios Ern)

Pasta dentifrica
(pasta+solucién)
seguido del pincel

(gel)

Peréxido de carbamida 3%y
perdxido de carbamida 2.7%

del producto, una vez al
dia.

Cepillado 3 veces al dia
durante 3 minutos.
Aplicacién del gel con el
pincel durante 30 s tras el
cepillado.

Pasta: 5.5-6
Solucidn: 4.5
Gel:2.5
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Grupo 1. Los dientes fueron blanqueados con peréxido de
carbamida al 10% de uso domiciliario, Opalescence 10% (en adelante
Opalescence) (Ultradent products, Inc, So Jordan, UT, EE.UU.). Se

aplicd gel fresco sobre los especimenes durante 8 horas al dia

(Figura 5).

Figura 5: Opalescence 10%, Ultradent Products.

Grupo 2. Los dientes de este grupo fueron blanqueados con
peréxido de hidrégeno al 10% de uso domiciliario, Opalescence
Treswhite Supreme (en adelante Opalescence Treswhite) (Ultradent
products). La ferula se adaptd a cada uno de los dientes y se aplicé

diariamente durante 45 minutos (Figura 6).

Figura 6: Opalescence Treswhite Supreme, Ultradent Products.
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Grupo 3. Este grupo fue blanqueado con el producto OTC
WhiteKin (Kin, Barcelona, Espafia). Para ello, los dientes se
cepillaron con el producto tres veces al dia durante 3 minutos cada

vez y, posteriormente, se aplicd el colutorio durante un minuto

(Figura 7).

Figura 7: WhiteKin , Kin.

Grupo 4. El producto OTC utilizado en este grupo de dientes
fue Clysiden kit Express (en adelante Clysiden) (Laboratorios Ern SA,
Barcelona, Espafa). Los incisivos se cepillaron 3 veces al dia durante
durante 3 minutos con la mezcla de la solucién y la pasta vy,
posteriormente, se aplicé el gel con el pincel incluido en el kit

durante 30 segundos (Figura 8).

Figura 8: Clysiden kit Express, Laboratorios Ern SA.

107



MATERIAL'Y METODOS

La aplicacién de los productos de blanqueamiento se realizd
durante cuatro semanas siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. Durante este tiempo, los dientes se conservaron
sumergidos en saliva artificial a 37° C y se cepillaron 2 veces al dia
con un cepillo de dureza media (Colgate 360°, Colgate-Palmolive
Espafia SA, Madrid, Espafa) y pasta dentifrica que contenia 1450
ppm de fldor (Dermocosmética Korott, Alicante, Espafa) durante 2
minutos, excepto los dientes pertenecientes a los grupos en que el
tratamiento blanqueador se aplicd por medio del cepillado,

Whitekin y Clysiden.

5.2. METODOS EXPERIMENTALES

5.2.1. DETERMINACION DEL PH

Se llevé a cabo la medicion del pH de cada uno de los
productos evaluados por medio de tiras reactivas (Tiras Panpeha,
Sigma-Aldrich Laborchemikalie GmbH, Seelze, Alemania). Para ello
se colocd el producto sobre la tira y se dejé actuar durante 2
minutos. Tras este periodo de tiempo, se observd el cambio de color
de la tira dependiendo del pH de la sustancia. A continuacién, se
compard con una leyenda de colores que contiene el producto y de
esa manera se determind el pH de la sustancia depositada. Este

procedimiento se repiti6 tres veces por cada producto.
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5.2.2. CARACTERIZACION DE LA TOPOGRAFIA SUPERFICIAL Y DE LA
COMPOSICION DEL ESMALTE BLANQUEADO

* Caracterizacion de la topografia superficial del esmalte
blanqueado mediante microscopia electrénica de barrido y de la
composicion del esmalte blanqueado mediante espectroscopia

de energia dispersiva

Mediante MEB se analizaron cualitativamente los cambios
producidos en la morfologia de superficie del esmalte (Joiner, 2007),
y con EDS se determiné de forma especifica la concentracion de
determinados elementos quimicos en el esmalte (Cakir et al., 2011),
tras la aplicacion de los diferentes productos de blanqueamiento

sometidos a estudio.

Para realizar este ensayo, la superficie vestibular de los incisivos
(n=20) se seccionaron en dos partes con la mdquina de corte
Isomet 5000 (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EE.UU.), obteniendo dos
superficies de esmalte de 3 mm de ancho x 4 mm de alto, con el fin

de obtener una muestra control de cada diente (Figura 9).
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Figura 9: Corte de la superficie de esmalte.

A continuacién, se elimind la convexidad vestibular de los
incisivos mediante su pulido utilizando una pulidora mecdnica con
irrigacion (Beta, Buehler) (Figura 10). Para ello se emplearon discos
de carburo de silicio de 600, 1200 y 4000 grit y pastas de diamante
de 6, 3, 1y 0.25 um (Buehler) utilizando un pafio de pulido. Los
especimenes se limpiaron en un bafio de ultrasonidos (J.P. Selecta,
S.S., Barcelona, Espafia) durante 10 minutos entre cada secuencia de

pulido.

Figura 10: Pulido de la superficie de esmalte.
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Sobre las superficies experimentales se aplicaron los
productos de blanqueamiento anteriormente descritos y siguiendo
el modo de aplicacién indicado. Una vez finalizado el periodo de
cuatro semanas, las muestras fueron introducidas en un bafo de
ultrasonidos con agua destilada durante 10 minutos para garantizar

que no quedaran restos del gel blanqueador.

Las muestras se observaron en el microscopio electrénico de
barrido Philips XL30 ESEM en modo ambiental tomandose
microfotografias desde 500 a 5000 aumentos para comparar la
topografia de la superficie del mismo especimen blanqueada o no.
La distancia de trabajo utilizada estuvo entre los 14 y 26 mm y se

observaron a 15 Kv (Figura 11).

Figura 11: Microscopio electrénico de barrido (Philips XL30 ESEM).
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Posteriormente, para determinar el porcentaje en peso del
calcio, fosfato y oxigeno presentes en el esmalte blanqueado y sin
blanquear se realizé su andlisis con EDS en dos areas de 0.5 mm’
seleccionadas en cada muestra. La distancia de trabajo utilizada fue

de 15 mm y se observaron a 15 Kv con una magnificacién de 5000X.

* Caracterizacidon de la composicion del esmalte blanqueado

mediante espectroscopia Raman

La composicion del esmalte blanqueado y sin blanquear se

analizé también mediante espectroscopia Raman.

El fendmeno conocido como efecto Raman fue descrito por
el fisico indio Chandrasekhara Venkata Raman en 1928, lo que le

supuso la obtencidn del premio Nobel de Fisica en 1930.

La espectroscopia Raman es un método no destructivo, muy
sensible, con el que se pueden observar cambios moleculares de la
estructura dental (Jiang et al., 2007; Jiang et al., 2008; Wang et al.,
2008). Se trata de una técnica fotdnica de alta resolucién que
proporciona en pocos segundos informacién quimica y estructural
de casi cualquier material o compuesto organico o inorganico,
permitiendo asi su identificacion. El analisis mediante
espectroscopia Raman se basa en el examen de la luz dispersada
por un material al incidir sobre él un haz de luz monocromatico. Una

pequefa porcion de la luz se dispersa inelasticamente
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experimentando ligeros cambios de frecuencia que son
caracteristicos del material analizado e independientes de la
frecuencia de la luz incidente. Esta porcidn es conocida como
dispersion Raman. La luz que mantiene la misma frecuencia que la
luz incidente se conoce como dispersiéon Rayleigh y no aporta
ninguna informacién sobre la composicion de la muestra analizada

(Olsen, 1990).

Las variaciones de frecuencia observadas en el fendmeno de
dispersion Raman son equivalentes a variaciones de energia. Los
iones y atomos enlazados quimicamente para formar moléculas y
redes cristalinas estan sometidos a constantes movimientos
vibracionales y rotacionales. Estas oscilaciones se realizan a
frecuencias bien relacionadas en funcién de la masa de las particulas
que intervienen y del comportamiento dindmico de los enlaces
existentes. A cada uno de los movimientos vibracionales y
rotacionales de la molécula le correspondera un valor determinado

de la energia molecular (Olsen, 1990).

La espectroscopia Raman es una técnica que se realiza
directamente sobre el material a analizar, y que tiene la ventaja,
frente a otras técnicas de caracterizacion de compuestos, de que no
conlleva ninguna alteracién en la superficie sobre la que se realiza el
andlisis. Es, por tanto, una de las técnicas mas potentes de las
existentes en la actualidad que, sin lugar a dudas, se adapta a las
exigencias de los estudios en los que se examina la composicién del

esmalte (Gilchrist et al., 2007).
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La preparacién de las muestras (n=20) se realizé de la misma
manera explicada anteriormente, obteniendo de cada diente dos
superficies planas de esmalte perfectamente pulidas a espejo. Sobre
la mitad de ellas se aplicaron los distintos tratamientos de
blanqueamiento, y al finalizar el periodo de cuatro semanas, las
muestras fueron introducidas en un bafio de ultrasonidos con agua
destilada durante 10 minutos para garantizar que no quedaran

restos de blanqueamiento.

Se obtuvieron dos espectros Raman de cada superficie con el
espectrometro Raman LabRAM 800HR (Horiba) (Figura 12)
equipado con un laser semiconductor de diodo (633 nm de longitud
de onda). Los datos se registraron en un rango entre 0-3200 cm’
con una resolucién de 4 cm™. Los espectros se obtuvieron como
resultado de 4 acumulaciones, cada una con 15 segundos de tiempo

de exposicion.
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Figura 12: Espectrofotometro Raman (LabRAM 800HR, Horiba)

Para el andlisis de las muestras se utilizé el método de
deconvolucién, tomando como referencia la Tabla 4, publicada en el

articulo de Mohanty et al., 2013.

Tabla 4. Parametros del ajuste de los picos y sus asignaciones.

Region cm” Grupos funcionales
961 v1PO,*>

1045 v3PO,>

1070 v1CO;” tipo B

591 v4PO,>

431 v2PO,*>

Los espectros fueron visualizados con el programa Labspec 5

(Horiba Jobin Yvon, Francia) y procesados usando el programa
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Origin 6.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EE.UU.). Para
ello se realizd un ajuste multiple que abarcd los picos de fosfato v1
(961 cm™), v2 (432 cm™), v3 (593 cm”) and v4 (1043 cm™) y también
de carbonato tipo B (1070 ¢cm”). Con el fin de determinar la
cristalinidad de las muestras analizadas se determinaron los valores
del drea bajo el pico para la banda de absorcién correspondiente al
pico de fosfato v1 (961 cm”) y carbonato tipo B (1070 cm™), y se
calculd el ratio carbonato/fosfato (C/P). La cristalinidad del material
disminuye, tamafio cristalino y/o ordenacidn atémica, en relacion al
ancho de banda v1 PO,> (Penel et al., 1998; Akkus et al., 2003). Por
tanto, se selecciond el pico v1 del fosfato (961 cm™) como estandar

interno para normalizar el ajuste.

5.2.3. CARACTERIZACION DE LA ULTRAESTRUCTURA DE LA
SUBSUPERFICIE Y DE LA MICRORRUGOSIDAD DEL ESMALTE
BLANQUEADO MEDIANTE MICROSCOPIA LASER DE BARRIDO
CONFOCAL

Se analizd la variacion en la estructura de subsuperficie y en
los distintos parametros de rugosidad por el efecto de la aplicacion
de los productos blanqueadores a baja concentracién sometidos a

estudio, empledndose un microscopio laser de barrido confocal.

Desde su desarrollo en 1957 por Marvin Minski, el
microscopio laser de barrido confocal ha sido una de las técnicas de
eleccion para analizar la estructura de los materiales bioldgicos,

siendo muy util en investigacion biomédica. Es un método no
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destructivo y esta a medio camino entre los microscopios dpticos y
los electrénicos. Es capaz de evaluar la superficie a lo largo de los
ejes “x”, “y” y “z” y posibilita hacer reconstrucciones en 3D
(Watson y Boyde, 1991). Ademas, con este método no es necesario
deshidratar las muestras, lo que es indispensable en microscopia

electrénica de barrido convencional, produciendo un menor riesgo

de artefactos producidos por la deshidratacién (Pioch et al., 1997).

Esta técnica puede ser considerada como microscopia de
"reflexiéon" en lugar de microscopia de fluorescencia. Como el
nombre indica, se obtiene la imagen topografica Unicamente a partir
de la reflexién del haz incidente sobre la muestra; para esto, si la
superficie de la muestra no es naturalmente reflectante, puede ser
revestida con oro para asegurar una reflexion homogénea que en el
caso del esmalte no es necesario. Esencialmente, la topografia de la
superficie se secciona dpticamente y se reconstruye una imagen
topografica a partir de una serie de cortes (Wend et al., 2002). Por
medio de estas imagenes se puede obtener una variedad de
pardmetros de rugosidad usando los algoritmos apropiados (Al-

Shammery et al., 2007).

Existe un gran nimero de parametros que cuantifican la
topografia y la textura superficial basdandose en la rugosidad del
valle (Rv), que se define como la zona mas profunda del valle mas
profundo, y la rugosidad del pico (Rp), que se define como la zona
mas alta del perfil. Los pardametros mdas conocidos en

caracterizacion morfoldgica superficial son la rugosidad cuadrdtica
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media (Rq), que representa el promedio de la diferencia de altura
entre los picos y los valles, la rugosidad media (Ra) (1S04287), que
representa la distancia media entre picos y valles de la superficie, y
la rugosidad total (Rt) (1ISO4287), que expresa la suma de Rv y Rp

(Al-Shammery et al., 2007; Marcovik et al., 2007).

La preparacién de las muestras (n=40) y aplicacién de los
productos de blanqueamiento se realizé de la misma manera
explicada anteriormente. Al finalizar el periodo de cuatro semanas,
las muestras fueron introducidas en un bafio de ultrasonidos con

agua destilada durante 10 minutos.

Las muestras fueron colocadas en la plataforma del
microscopio laser de barrido confocal TCS SP5 (Leica) (Figura 13) con
la superficie tratada hacia arriba para ser escaneada. Se obtuvieron
imagenes de reflexidn de la superficie, generadas usando un laser
de argdén con una emision de 488 nm azul, 543 nm verde, 633 nm
rojo, y a un aumento de 63x y apertura numérica fijada en 0.4
(x10/0.4 AN). El formato de exploracién fue de 1024 x 1024 pixeles y
la velocidad de barrido de 400 Hz. La plataforma presenta un
movimiento vertical (direccién z) a través de 20 um entre el primery
el dltimo reflejo de luz detectable y se generd una serie z de 10

secciones dpticas.
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Figura 13: Microscopio laser de barrido confocal (TCS SP5, Leica)

La serie z fue convertida en una imagen topografica en escala
de grises de las regiones de interés de 600 pm x 600 pm. Esta
imagen topografica obtenida con el programa de analisis de imagen
(Fiji, ImageJ, National Institutes of Health, EE.UU.) es un
prerrequisito para la generacion de una medicidn de rugosidad. Se
obtuvieron 2 imagenes por muestra y se extrajeron los valores de

los parametros caracteristicos antes detallados.

5.2.4. RESISTENCIA ADHESIVA DEL ESMALTE BLANQUEADO A LA
MICROTRACCION

Se evalud el efecto sobre la resistencia adhesiva al esmalte
de la aplicacidn de los productos de blanqueamiento evaluados y del
tiempo transcurrido desde que acaba el tratamiento blanqueador
hasta que se realiza el procedimiento adhesivo mediante el ensayo

de resistencia adhesiva a la microtraccion.
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Para el ensayo se utilizé un grupo control, en el que los
dientes no recibieron tratamiento blanqueador. A diferencia de las
otras técnicas, en esta prueba, el blanqueamiento se realizé previo
al pulido de la superficie, ya que la identificaciéon de la superficie
experimental previa al pulido es complicada. Los dientes de cada
grupo experimental se distribuyeron aleatoriamente en 5 subgrupos
(n=6), dependiendo del momento en el que se realizé el
procedimiento adhesivo desde la finalizacion del tratamiento
blanqueador: inmediatamente, uno, tres, siete o catorce dias
después. Mientras, los dientes se siguieron cepillando 2 veces al dia
y continuaron sumergidos en saliva artificial a 37°C hasta el
momento de la realizacidon del tratamiento restaurador y el ensayo

de microtraccion.

*  Preparacion de los especimenes

Previamente a la realizacion del procedimiento adhesivo
sobre la superficie vestibular, se procedid a rellenar la cdmara pulpar
con la resina compuesta para mufones de modo dual Paracore
automix (Colténe-Whaledent, Altstdtten, Suiza) y restaurar la
superficie palatina de los dientes bovinos con la resina compuesta
Filtek Z250 (3M ESPE, St Paul, MN, EE.UU.) para conseguir asi un
bloque de resina que permitiera obtener especimenes con Ia

longitud suficiente para ser fijados en las mordazas de microtraccion

(Figura14y 15).

120



MATERIAL'Y METODOS

Delrey”
N
LU

Figura 14: Aplicacion de la técnica adhesiva y obturacion de la camara pulpar con

resina compuesta.

Figura 15: Preparacion y restauracion palatina del incisivo.
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La superficie vestibular de los incisivos fue pulida con discos
de carburo de silicio de 600 grit en la pulidora mecanica para
obtener una superficie plana en el esmalte sobre la que adherir la
resina compuesta y simular la rugosidad producida por una fresa

empleada en clinica (Garcia-Godoy et al., 1993) (Figura 16).

Figura 16: Superficie vestibular de un incisivo bovino pulida.

El sistema adhesivo utilizado fue el Adper Scotchbond 1 XT
(3M ESPE). Previamente, la superficie de esmalte se grabéd con 4cido
ortofosfdrico al 36% (Conditioner 36, Dentsply, Ballaigues, Suiza)
durante 30 segundos. Transcurrido ese tiempo, el acido se elimind
mediante lavado con espray de aire y agua durante otros 30
segundos y se secd con papel absorbente. El adhesivo se aplicé
friccionando con un microcepillo durante 10 segundos. A
continuacién se administré un chorro suave de aire para evaporar
los solventes y se fotopolimerizé con la unidad de curado LED
Bluephase utilizando el programa HIGH de 1200 mW / c¢cm® de
densidad de potencia (Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechenstein)

durante 20 segundos (Figura 17).
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Figura 17: Aplicacion del procedimiento adhesivo sobre la superficie

vestibular de un incisivo bovino pulida.

Después de la aplicacidn del sistema adhesivo, se restaurd la
superficie vestibular utilizando la resina compuesta Filtek Z250 (3M
ESPE) de color A3, aplicando incrementos de 2 mm vy
fotopolimerizandolos durante 40 segundos con la misma unidad de
curado (Figura 18). Los especimenes preparados se conservaron en
agua destilada a 37°C durante 24 horas. Tanto el adhesivo como la
resina compuesta se aplicaron siguiendo las instrucciones del

fabricante que se muestran en la Tabla 5.
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IM ESPE

T4 .1, ™ '71?{

Universal Restorative
A3 Shade

Figura 18: Preparacion del bloque de resina vestibular.

=  Ensayo de microtraccién

Los especimenes se seccionaron perpendicularmente a la
interfase adhesiva de forma seriada en dos direcciones diferentes
formando un angulo de 90° entre si para obtener barritas con un

area aproximada de 1 mm?(Figura 19).

Figura 19: Corte de una muestra utilizando la mdquina de corte Isomet 5000.
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Tabla 5. Materiales utilizados, composicion y técnica de aplicacion.

Material Composicién Técnica de aplicacion
Adper Scotchbond 1 XT (3M ESPE)  Bis-GMA, HEMA, resinas de dimetacrilato, Aplicar y friccionar durante 20 segundos,
etanol, agua, fotoiniciador, particulas aplicar aire suave durante 5 segundos y
esféricas de silice de 5 nm, copolimero fotopolimerizar durante 20 segundos.

metacrilato de acidos poliacrilico y dcido
poliitacénico.

Filtek Z250, Color A3 (3M ESPE) Matriz organica bis-GMA, UDMA, bis-EMA 'y Aplicar capas de 2 mm maximo y
TEGDMA. Relleno: 60% en volumen (rango de  fotopolimerizar durante 40 segundos.
0.19-3.3 m) de circonio y silice.

Abreviaturas: Bis-GMA: bisfenol-A-diglicidiléterdimetacrilato; HEMA: 2-Hidroxietil metacrilato; UDMA: uretano de metacrilato; bis-
EMA: metacriloxietoxifenilpropano; TEDGMA: polimero trietilen glicol dimetacrilato.




MATERIAL'Y METODOS

Para realizar los cortes se utilizé la maquina de corte Isomet
5000 utilizando abundante irrigacion. Las dimensiones exactas de
cada barrita se midieron usando un calibre digital (Mitutoyo, Tokio,

Japodn).

Los especimenes se fijaron con adhesivo de cianoacrilato
(Loctite Gel, Henkel, Disseldorf, Alemania) a unas mordazas de
microtraccién (Figura 20) y se sometieron a traccidon hasta su
fractura aplicando una velocidad de travesafio de 1 mm/min en una
mdquina de ensayo universal (Instron 3345). La resistencia adhesiva
se calculé como el cociente de la carga en la fractura (N) y el drea de

la interfase (mm?) y se expresé en MPa.

."/-'.

FeemmERN
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Figura 20: Fijacion de la muestra en la mordaza para realizar el ensayo de

microtraccion.
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*  Andlisis del tipo de fallo

Las superficies fracturadas se examinaron en el
estereomicroscopio Olympus SZX7 con una magnificacion de 30x
para clasificar el tipo de fallo en 3 categorias: cohesivo (en el
esmalte o en la resina compuesta), adhesivo o mixto (fallo cohesivo

y adhesivo en el mismo especimen).

Del mismo modo, se seleccionaron especimenes representativos
de cada uno de los grupos experimentales que se metalizaron
(Sputter coater, 168 Baltec, SCDo05, Balzers, Liechtenstein) y se
observaron en el microscopio electrénico de barrido con las mismas

condiciones anteriormente explicadas (Figura 21).

Figura 21: Muestras del tipo de fallo.
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5.2.5. CARACTERIZACION DE LA TOPOGRAFIA SUPERFICIAL DEL
ESMALTE BLANQUEADO Y GRABADO CON AcCIDO
ORTOFOSFORICO MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
BARRIDO Y COMPOSICION DEL ESMALTE BLANQUEADO Y
GRABADO CON AcCIDO ORTOFOSFORICO MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA

Con esta técnica se analizé la topografia superficial y la
composicion del esmalte grabado con 3acido ortofosfdérico vy
previamente blanqueado con los diferentes productos evaluados,

en comparacion con el esmalte no tratado.

Tras las cuatro semanas de blanqueamiento, las muestras
(n=20) fueron introducidas en un bafo de ultrasonidos con agua
destilada. A continuacion, se realiz6 el grabado con 4acido
ortofosférico al 36% (Conditioner 36, Dentsply) durante 30
segundos, lavado durante 30 segundos y secado con papel
absorbente. Se realizaron anadlisis de EDS bajo las mismas

condiciones experimentales explicadas anteriormente.

Posteriormente las muestras se introdujeron en
concentraciones ascendentes de etanol siguiendo el protocolo que
se detalla: 25% durante 20 minutos, 50% durante 20 minutos, 75%
durante 20 minutos, 95% durante 30 minutos y 100% durante 60
minutos y se almacenaron en un desecador (Perdigdo et al., 1996)
con el fin de eliminar todo el agua para su correcta observacidn. Tras
esto, se metalizaron con 15 nm de oro en la unidad de cobertura
mencionada anteriormente, y se observaron en el microscopio

electréonico de barrido anteriormente indicado. Las muestras se
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deshidrataron 'y metalizaron a diferencia del protocolo
anteriormente descrito ya que se observaron al microscopio
electrdnico de barrido en condiciones de vacio y esta preparacion

fue necesaria para ver con el detalle requerido la superficie grabada.

5.3. ANALISIS ESTADISTICO

5.3.1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Las variables cuantitativas estudiadas fueron el porcentaje en
peso de calcio, fosfato, oxigeno y ratio Ca/P, las dreas de los picos
fosfato y carbonato tipo B y ratio C/P, los pardmetros de rugosidad
Ra, Rq y Rt, la resistencia adhesiva al esmalte y el porcentaje en

peso de calcio y fosfato tras grabar con acido ortofosférico.

Todas las variables cuantitativas sometidas a estudio fueron
analizadas de forma descriptiva. Como medida de tendencia central
se utilizé la media aritmética y como medida de dispersion la
desviacidn estandar. La distribucion normal de los datos se explord

con el test Kolmogorov-Smirnov.

5.3.2. ESTADISTICA ANALITICA
Los valores medios del porcentaje en peso de calcio, fosfato,

oxigeno y ratio Ca/P, del porcentaje en peso de calcio y fosfato tras

grabar con acido ortofosfdrico, de las areas de los picos fosfato y
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carbonato tipo B y ratio C/P, y de los parametros de rugosidad Ra,
Rg y Rt de los especimenes blanqueados con los diferentes
tratamientos se compararon mediante el test de la t de Student
para muestras apareadas con los registrados en sus respectivos

controles.

En cuanto al ensayo de microtraccidn, para estudiar si la
variable independiente tratamiento blanqueador evaluado influia
sobre la variable cuantitativa dependiente resistencia adhesiva para
los distintos periodos de tiempo estudiados desde la finalizacion del
blanqueamiento y la realizacion del procedimiento restaurador, uno,
tres, siete y catorce dias se aplicd una ANOVA univariada. Las

comparaciones posteriores se realizaron con el test de Tukey.
En todos los casos se establecid previamente un valor de

error a de 0.05. El paquete estadistico empleado fue el IBM SPSS 19

(IBM Corporation, Armonk, NY, EE.UU.).
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos serdn expuestos siguiendo el
mismo orden que en el capitulo de material y métodos: topografia
superficial y composicion, ultraestructura de la subsuperficie y
microrrugosidad del esmalte blanqueado, resistencia adhesiva al
esmalte blanqueado vy, finalmente, topografia de la subsuperficie y

composicion del esmalte blanqueado tras su grabado acido.

6.1. DETERMINACION DEL PH

Los resultados obtenidos para cada producto blanqueador se
promediaron y fueron los expresados en la Tabla 3. Como se puede
apreciar, los valores obtenidos muestran que Clysiden tiene un valor
de pH de 2.5 en el gel y de entre 4 y 5 en la solucién, asimismo.
Whitekin, tiene un pH entre 5 y 5.5 en el gel y en el colutorio, a
diferencia de los otros dos productos de blanqueamiento utilizados,

Opalescence y Treswhite.
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6.2. CARACTERIZACION DE LA TOPOGRAFIA SUPERFICIAL
Y COMPOSICION DEL ESMALTE

6.2.1. TOPOGRAFIA SUPERFICIAL DEL ESMALTE BLANQUEADO
MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO Y
COMPOSICION DEL ESMALTE MEDIANTE ESPECTROSCOPIA DE
ENERGIA DISPERSIVA

En las siguientes figuras se muestran imagenes de
microscopia electrénica de barrido de superficies adamantinas
blanqueadas con los distintos productos evaluados y sus respectivos
controles (Figura 22, 23, 24 y 25). De acuerdo a las imagenes
obtenidas, dichos productos no produjeron alteraciones relevantes
en la superficie del esmalte. Tanto en los especimenes tratados
como en sus controles, se observaron zonas en las que se
insinuaban los prismas esmalte (a y ¢) y otras zonas en las que el

esmalte aparecié pulido (b y d) y sin ninguna irregularidad.

La Tabla 6 muestra los valores medios y desviacion estandar
del porcentaje en peso de calcio, fosfato, oxigeno y la ratio Ca/P de
las superficies de esmalte blanqueadas con los diferentes productos
analizados y sus respectivos controles. En este caso, tampoco se
encontraron cambios estadisticamente significativos entre dichos
porcentajes en las superficies blanqueadas y sus controles en
cuanto al contenido de calcio, fosfato, oxigeno ni en la ratio Ca/P en

ninguno de los grupos experimentales.
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Figura 22: Imagenes representativas de MEB a 5000x de un especimen

blanqueado con Opalescence (ay b) y su control (cy d).

V¥ SpotMagn Det WD pb——— 10m
200KV50 5000x SE 102 200KV 60 S000x SE 106

Figura 23: Imadgenes representativas de MEB a 5000x de un especimen blanqueado

con Opalescence Treswhite (ay b) y su control (cy d).

Det WD p———x—— 10;m
SE 102

WD p————— 10m AccV S
103 200kV60 5
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Figura 24: Imdgenes representativas de MEB a 5000x de un especimen blanqueado

con Whitekin (ay b) y su control (cy d).

B AccY SpotMagn Det WD —————{ 10m
200kV50 S000x SE 105

Figura 25: Imdgenes representativa de MEB a 5000x de un especimen blanqueado

con Clysiden (ay b) y su control (cy d).

AccV SpotMagn Det WD p—————— 104
200KV 60 5000x SE 107
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Tabla 6. Comparacion de los valores medios del porcentaje en peso de calcio (Ca), fosfato (F), oxigeno (0) y la ratio Ca/P (desviacion

estdndar) en los especimenes control y los blanqueados correspondientes a cada grupo experimental (n = tamano de la muestra).

Tratamiento Ca Ca P P o o Ca/P Ca/P
blanqueador control blanqueado  control blanqueado  control blanqueado control blanqueado

% en peso % en peso % en peso % en peso % en peso % en peso Ratio Ratio n
Opalescence 35 (1.1) 35 (1) 17.7 (0.4) 17.6 (0.3) 35.1(1.4) 35.3(1.3) 2(0.1) 2(0.1) 10
0. Treswhite 37.5(1.4) 37.5(1.6) 17.7 (0.4) 7.9(0.6) 33.3(1.9) 33.3(1.5) 2.1(0.1) 2.1(0.1) 10
WhiteKin 37.5(1.4) 37.5(1.6) 17.7 (0.4) 17.9 (0.6) 33.3(1.9) 33.3(1.5) 2.1(0.1) 2.1(0.1) 10

Clysiden 33.4(2.2) 32.4(2.3) 17 (0.7) 16.5 (0.8) 35.6 (1.7) 35.6 (1.7) 2(0.7) 2(0.6) 10




RESULTADOS

6.2.2. COMPOSICION DEL ESMALTE BLANQUEADO MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA RAMAN

La Tabla 7 muestra los resultados del anadlisis de espectroscopia
Raman. No se encontraron cambios estadisticamente significativos
entre las superficies blanqueadas y sus controles en cuanto al area
bajo la curva del pico 960 cm”, perteneciente al fosfato, ni en el pico
1070 cm’, perteneciente al carbonato tipo B. Tampoco en la ratio
fosfato/carbonato tipo B en ninguno de los grupos experimentales.

La Figura 26 muestra un espectro caracteristico de esmalte del

grupo control.

Figura 26: Ajuste de un espectro de esmalte del grupo control.
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Tabla 7. Area bajo la curva (Area) de los picos de fosfato (960 cm”) y carbonato tipo B (1070 cm™) y ratio C/P para el esmalte
blanqueado con los diferentes agentes blanqueadores y sus controles (n = tamano de la muestra).

Tratamiento 960 cm™ 960 cm'1 1070 cm1 1070 cm1 Ratio C/P Ratio C/P
blanqueador control blanqueado control blanqueado control blanqueado

Area Area Area Area Area Area n
Opalescence 19 (0.5) 19.3(0.3) 3.6 (0.3) 3.4 (0.3) 0.19 (0.02) 0.18 (0.02) 10
0. Treswhite 20.1(1.1) 20.3(0.9) 3.7(0.7) 3.6 (0.3) 0.18 (0.02) 0.18 (0.02) 10
WhiteKin 20.3(0.4) 20.1(0.4) 4(0.4) 3.9 (0.6) 0.20 (0.02) 0.19 (0.02) 10

Clysiden 20.3(0.4) 20.4(0.5) 4.4 (0.5) 4.6 (0.7) 0.22 (0.03) 0.23(0.03) 10




RESULTADOS

6.3. CARACTERIZACION DE LA ULTRAESTRUCTURA DE LA
SUBSUPERFICIE Y DE LA MICRORRUGOSIDAD DEL
ESMALTE BLANQUEADO

6.3.1. ULTRAESTRUCTURA DE LA SUBSUPERFICIE Y
MICRORRUGOSIDAD DEL ESMALTE BLANQUEADO MEDIANTE
MICROSCOPIA LASER DE BARRIDO CONFOCAL

En las siguientes figuras se muestran imdagenes de
microscopia laser de barrido confocal de superficies de esmalte
blanqueadas y de sus respectivos controles. Las imdagenes
corresponden a una superposicion de lo escaneado a través de las

20 primeras pm.

En los especimenes tratados con Opalescence y Opalescence
Treswhite el esmalte aparecia pulido, insinuandose algunas lineas
ocasionadas durante el pulido pero sin ninguna diferencia evidente

entre los especimenes tratados y sus controles (Figura 26 y 27).

Sin embargo, los especimenes blanqueados con Clysiden y
Whitekin mostraron alteraciones en la subsuperficie, pues se
detectaron zonas de mayor irregularidad donde se observaron
prismas con aparente desmineralizacion, siendo mas evidente en los
especimenes blanqueados con Clysiden que en los tratados con

Whitekin (Figura 28 y 29).
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Figura 26: Proyeccion mdxima y reconstruccién 3D de las imdgenes obtenidas

mediante CLSM del grupo experimental Opalescence. Especimen control (a) y

especimen tratado (b).

Figura 27: Proyeccion madxima y reconstruccion 3D de las imdgenes obtenidas
mediante CLSM del grupo experimental Opalescence Treswhite. Especimen control

(a) y especimen tratado (b).
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Figura 28: Proyeccion mdxima y reconstruccién 3D de las imdgenes obtenidas
mediante CLSM del grupo experimental Whitekin. Especimen control (a) y

especimen tratado (b).

Figura 29: Proyeccion mdxima y reconstruccion 3D de las imdgenes obtenidas
mediante CLSM del grupo experimental Clysiden. Especimen control (a) y

espécimen tratado (b).
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Los valores medios y desviaciones estandar de los
pardmetros de microrrugosidad (Ra, Rq y Rt) obtenidos para los
especimenes tratados con cada agente blanqueador evaluado
quedan reflejados en la Tabla 8. El test de la t de Student para
muestras apareadas mostré valores medios de Ra, Rq y Rt
significativamente mds elevados para el esmalte tratado con
Clysiden (p<0.001). También, los valores medios de Ra para el
esmalte tratado con WhiteKin (p<0.001) fueron significativamente
mas elevados con respecto a sus controles. Por el contrario, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en Ia
rugosidad de los especimenes blanqueados con Opalescence
Treswhite y Opalescence (p>0.05) para ninguno de los parametros

determinados.
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Tabla 8. Valores medios de rugosidad en um (desviacion estdndar) para el esmalte blanqueado con los diferentes tratamientos y sus
controles (n = tamaio de la muestra).

Tratamiento Rq Rq Ra Ra Rt Rt

blanqueador/ control blanqueado control blanqueado control blanqueado
Rugosidad um um um um um um n
Opalescence 0.41(0.08) 0.41(0.07) 0.35(0.07) 0.34 (0.06) 1.86 (0.43) 1.95 (0.36) 10
O.Treswhite 0.42 (0.08) 0.44 (0.11) 0.35(0.07) 0.36 (0.09) 1.85(0.37) 1.93(0.37) 10
WhiteKin 0.39 (0.08) 0.40 (0.08) 0.33 (0.08)* 0.40 (0.08)* 1.90 (0.36) 1.93 (0.45) 10
Clysiden 0.36 (0.07)* 0.45 (0.08)* 0.29 (0.06)* 0.38 (0.07)* 1.85 (0.34)* 2.12(0.34)* 10

* Diferencias estadisticamente significativas entre especimenes control y blanqueados.



RESULTADOS

6.4. RESISTENCIA ADHESIVA AL ESMALTE BLANQUEADO

6.4.1. RESISTENCIA ADHESIVA A LA MICROTRACCION DEL ESMALTE
BLANQUEADO

Los valores medios y desviaciones estandar de Ila resistencia
adhesiva al esmalte determinada para cada condicién experimental
quedan reflejados en la Tabla 9. El test de ANOVA mostré una
influencia del tratamiento blanqueador en la resistencia adhesiva al
esmalte para los diferentes intervalos de tiempo de realizacién del

procedimiento adhesivo tras el blanqueamiento.

Al dia, a los tres y a los siete dias los especimenes tratados
con Clysiden presentaron los valores estadisticamente mas bajos de
resistencia adhesiva, seguidos por los blanqueados con Whitekin
(p<0.05). Sin embargo, los especimenes tratados con Opalescence y
con Opalescence Treswhite mostraron valores similares a los del
grupo control (p>0.05). A los catorce dias todos los grupos

experimentales mostraron valores similares de resistencia adhesiva

(p>0.05).
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= Distribucién del modo de fallo

La distribucion del tipo de fallo queda reflejada en la Tabla 10.
Como se observa en la misma, el tipo de fallo mds comun para el
esmalte tratado con los diferentes productos de blanqueamiento en
los tiempos experimentales analizados es el adhesivo entre el
esmalte y el adhesivo. Cabe destacar que los especimenes
blanqueados con Clysiden mostraron un mayor porcentaje de fallos
cohesivos en el esmalte en comparacidon con el resto de los grupos

experimentales

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido
muestran los fallos mds representativos para cada tratamiento

blanqueador evaluado (Fig. 30 a 34).

Figura 30: Imdgenes representativas de MEB de un fallo adhesivo a 100x (a) y

1000x (b) del grupo control.

DTM 15.0kV 31.3mm x100 SE
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Tabla 9. Valores medios de resistencia adhesiva (uTBS) al esmalte en MPa (desviacion estandar) obtenidos para cada grupo

experimental en los diferentes periodos de tiempo tras el tratamiento blanqueador (n = tamafio de la muestra).

Tratamiento blanqueador/
Tiempo transcurrido hasta el

procedimiento adhesivo

Control

Opalescence

O. Treswhite

WhiteKin

Clysiden

Inmediato

uTBS

26.0(8.7)a

27.1(8.0)a

27.7(8.3)a

23.6(7.5)b

19.9 (5.6) ¢

n

35

40

38

33

38

1dia

uTBS

24.4(5.5)a

26.3(9.8)a

26.3(7.7)a

23.0(7.4)b

18.9(6.4) ¢

35

30

39

33

31

3 dias

uTBS

26.7(6.9)a

25.2(7.8)a

26.0(9.3)a

22.6 (9.5) b

18.7(6.2) ¢

n

32

37

32

31

31

7 dias

uTBS

25.8(8.4) a

25.2(5.6)a

26.6 (8.1)a

22.3(5.5)b

19.6 (6.1) €

n

31

38

27

30

14 dias

uTBS

26.8(6.1)a

26.4(8.6)a

26.1(9.0) a

25.8(9.9)a

25.6(4.2) a

n

28

33

35

31

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos para cada

intervalo de tiempo (p<0.05).



Tabla 10. Distribucién del modo de fallo (%). Abreviaturas: C, cohesivo; A, adhesivo; M, mixto.

Tratamiento
blanqueador/
Tiempo tras el
tratamiento
blanqueador

Control

Opalescence

0. Treswhite

WhiteKin

Clysiden

Inmediato

82.8

80.0

78.9

71.8

68.4

2.9

2.5

77

211

14.3

17.5

211

20.5

10.5

80.0

80.0

84.6

75.0

67.7

5.0

16.1

20.0

20.0

15.4

20.0

12.9

3 dias
A C
78.1 -
78.4 2.7
81.3 6.3
84.4 -
774  16.1

20.7

18.9

12.4

15.6

6.5

70.4

71.0

79

71.8

70.0

7 dias

3.7

6.5

10.5

25.9

22.6

10.5

28.2

20.0

80.0

90.3

80

80

80.6

14 dias

3.3

14.4

20.0

9.7

20.0

16.7

20.0




RESULTADOS

En los especimenes del grupo control, las imagenes mostraron
predominantemente fallos adhesivos donde se pueden observar

prismas del esmalte cubiertos por restos del adhesivo.

Figura 31: Imdgenes representativas de MEB de un fallo adhesivo a 100x (a) y 1000x

(b) grupo Opalescence.

DTM 15.0kV 31.8mm x100 SE

Figura 32: Imdgenes representativas de MEB de un fallo adhesivo a 100x (a) y 1000x

(b) del grupo Opalescence Treswhite.

0KV 26.8mm x100 SE 500! DTM 15.0kV 26.9mm x1.00k SE
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De la misma forma, las imagenes de microscopia de los
especimenes de los grupos Opalescence y Opalescence Treswhite
(figuras 31y 32) mostraron fallos adhesivos mayoritariamente, en los

que se observa el esmalte parcialmente cubierto por adhesivo.

Figura 33: Imdgenes representativas de MEB de un fallo adhesivo a 100x (a) y 1000x

(b) del grupo Whitekin.

[YTM 15.0kV 33.6mm x100 SE Ui DTM 15.0kV 33.8mm x1.00k €

Figura 34: Imdagenes representativas de MEB de un fallo adhesivo a 100x (A) y

1000x (B) del grupo Clysiden.

DTM 15.0kV 18.6mm x100 SE
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Finalmente, en las imagenes de microscopia electrdnica de
los especimenes tratados con Whitekin y Clysiden (Figura 33y 34) se
observaba trayecto sinuoso de los prismas del esmalte que estaban

cubiertos parcialmente por el adhesivo.

6.4.2. CARACTERIZACION DE LA TOPOGRAFiA SUPERFICIAL Y
COMPOSICION DEL ESMALTE BLANQUEADO TRAS EL GRABADO
ACIDO

= Topografia superficial del esmalte blanqueado y grabado

mediante microscopia electrénica de barrido

Los especimenes blanqueados y grabados no mostraron
alteraciones superficiales en comparacién con sus controles a
excepcion de los tratados con Clysiden (Figura 35). Estos
especimenes exhibieron zonas con un patrén de grabado mas
marcado y con espacios interprismaticos mds anchos. A su vez,
mostraron otras zonas en las que el patrén de grabado desaparecia,

acumuldndose minerales en la superficie (Figura 36).
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Figura 35: Imdgenes representativas de MEB a 5000x. Las imdgenes de la
izquierda muestran los controles y las de la derecha pertenecen a las mismas
superficies grabadas pero previamente blanqueadas con los diferentes productos
de blanqueamiento (a y b: Opalescence, ¢ y d: Opalescence Treswhite, e y f:

Whitekiny g y h: Clysiden

!

Ao SpotMagn - Det WB ———— T8t % ) n{Mdgn Det WD p—| 10 gm
200kV'50, 5000x SE. 10 i : : 50 5000x SE 95

AceV SpotMagn§ Det/WD |f—————— 10%m Ace.\ #SpatMagn  Det WD s 10 gm
200KV 50 45000 SE™ 103 200RV'6.0° 5000x SE, 10.0

AccV SpotMagn Det WD ————— 10um Acc\ SpotMagn  Det WD |—| 10 zm
200KV 60 5000x SE 102 200KVi6.0 upnox SE 103 »
.

¥

F A..«:v SpmMagn Det, WO }—I—q 117;11" Y. 7, L1 : Spot Magn ~ Det WD, |—| 10 pam
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Figura 36: Imdgenes representativas de MEB a 20000x, 25000x y 50000x de superficies de esmalte grabadas y previamente

blanqueadas con Clysiden. La fila superior corresponde a las superficies control y la inferior a las tratadas.
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RESULTADOS

= Composiciéon del esmalte mediante espectroscopia de energia

dispersiva

La Tabla 11 muestra los valores medios del porcentaje en
peso de calcio y fosfato del andlisis con EDS. Unicamente se
encontraron cambios significativamente estadisticos en el
contenido de calcio y fosfato en el grupo experimental tratado con

Clysiden con respecto al control.

Tabla 11. Comparacion de los valores medios del porcentaje en peso de Ca 'y P
(desviacién estdndar) en los especimenes control y los blanqueados

correspondientes a cada grupo experimental.

Tratamiento Ca Ca P P
Blanqueador  control blanqueado control blanqueado

% en peso % en peso % en peso %enpeso n
Opalescence  38.9(1.7) 37.9 (0.7) 17.6 (1.5) 17.7 (1.4) 10
0. Treswhite  39.0(0.5) 39.6 (0.9) 17.6 (0.8) 17.6 (1.1) 10
WhiteKin 37.5(0.5) 38.1(0.3) 17.6 (0.3) 17.4(0.2) 10
Clysiden 38.5(0.3)* 36.2 (0.3)* 17.5 (0.3)* 17.1(0.3)* 10

* Diferencias estadisticas entre especimenes control y blanqueados.

Los resultados correspondientes a los ensayos de resistencia

adhesiva al esmalte, topografia superficial y composicion del
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esmalte blanqueado y grabado han sido publicados en Ila revista
Dental Materials Journal tal y como queda reflejado en el capitulo

referente a produccién cientifica:

Cura M, Fuentes MV, Ceballos L. Effect of low-concentration
bleaching products on enamel bond strength at different elapsed
times after bleaching treatment. Dent Mater J. 2015; 34: 203-10. doi:

10.4012/dmj.2014-248.
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DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, la primera hipodtesis
nula ha de ser aceptada, ya que la topografia superficial y Ila
composicion del esmalte tratado con dos productos de
blanqueamiento utilizados en la técnica domiciliaria, Opalescence y
Opalescence Treswhite, y dos de venta libre, Whitekin y Clysiden,

fue similar a la del esmalte no tratado.

Por el contrario, la segunda hipdtesis nula debe ser
parcialmente rechazada. La ultraestructura de subsuperficie y la
microrrugosidad del esmalte se modificaron tras la aplicacién de los

dos productos de blanqueamiento de venta libre.

Asimismo, la tercera hipdtesis nula formulada debe ser
parcialmente rechazada ya que sdlo los dos productos de venta libre
evaluados produjeron una reduccidn de la resistencia adhesiva. Este
efecto dependié del momento en el que se realizé el procedimiento
adhesivo desde la finalizacién del blanqueamiento, ya que a los
catorce dias la resistencia adhesiva al esmalte blanqueado con los

diferentes productos fue igual que al no blanqueado.
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Por dltimo, la cuarta hipdtesis nula debe ser también
parcialmente rechazada ya que la topografia superficial y Ila
composicion del esmalte blanqueado y grabado con 4cido

ortofosfdrico se modificaron en el caso de algunos productos.

Centrandonos en la metodologia empleada en el presente
trabajo, debemos indicar que para la realizacion del mismo se
utilizaron dientes bovinos. Esta decision se basd en la facilidad en Ia
preparacion y obtencién de las muestras, asi como en el nimero de
especimenes viables que se pueden obtener a partir de cada tipo de
diente. Conseguir en dientes humanos una superficie plana, de un
area similar y exclusivamente limitada al espesor del esmalte, es
complicado. La necesidad de trabajar con areas de mayor tamafio y
la facilidad de obtencidén fueron los motivos por los que elegimos los

incisivos bovinos.

Los dientes bovinos se utilizan como sustitutos de los
humanos, ya que los estudios revelan que estos dientes son
similares a ellos, tanto histoldgicamente (Saleh y Taymour, 2003),
como en composicion quimica. Y, por tanto, pertinentes para ser
utilizados en ensayos de adhesién (Nakamichi, Iwaku y Fusayama,
1983; Saleh y Taymour, 2003) y composicion quimica (Esser,
Tinschert y Marx, 1998). Por ultimo, las vacas presentan una dieta
ambiental similar, pudiendo mostrar mayor homogeneidad en su
composicion mineral que los dientes humanos que se obtienen de
donantes distintos con una dieta o suplementos de fluoruro

distintos (Feagin, Koulourides y Pigman, 1969). Por estos motivos
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muchos trabajos de investigacion emplean este tipo de dientes
(Titley et al., 1991; Titley, Torneck y Ruse, 1992; Miyazaki et al., 2004;
Pinto et al., 2004; Tam, Lim y Khanna, 2005; Lee et al., 2006; Bizhang

et al., 2006; Briso et al., 2010; Barcellos et al. 2010).

Con el fin de reproducir lo mas fidedignamente posible las
condiciones orales, los dientes se conservaron a 37°C en saliva
artificial. Es fundamental aproximar al maximo las condiciones in
vitro a las in vivo, ya que en gran parte de las ocasiones los efectos
adversos que se ocasionan sobre el esmalte son debidos a que no
extrapolamos las condiciones orales. Por ejemplo, no utilizar saliva
artificial impidiendo asi, que ésta ejerza su capacidad
remineralizadora (Joiner, 2007). Aunque, por otro lado, es bien
sabido que reproducir exactamente las propiedades de la saliva
humana es imposible debido a su inconstante e inestable naturaleza
(Mandel, 1974). Esta inestabilidad es lo que hace inapropiado el
empleo de saliva humana en un estudio in vitro estandarizado ya

que presentaria variabilidad de composicién y pH (Leung y Darvell,

1997).

La duracidn del tratamiento de blanqueamiento seleccionada
fue de cuatro semanas. No hay un periodo de duracién establecido
para un blanqueamiento ya que dependera de las necesidades y
requerimientos del paciente, del tono de base y de la rapidez con
que se blanqueen los dientes en ese paciente determinado. También
dependera de la concentracién del agente empleado y del tiempo

de aplicacién por sesién (Auschill et al., 2005). En los estudios in
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vitro en los que realizan blanqueamientos domiciliarios o emplean
productos de venta libre, los tiempos de tratamiento varian entre
siete dias (Perdigdo et al., 1998; Bulut, Turkun y Kaya, 2006), dos
semanas (Joiner, Thakker y Cooper, 2004; Efeoglu, Wood y Efeoglu,
2005; Gurgan et al., 2009; Cavalli et al., 2010), tres semanas (Faraoni-
Romano, Turssi y Serra, 2007; Briso et al., 2010; D'Arce et al., 2013) y
cuatro semanas (McGugin, Babin y Meyer, 1992; Ozkan et dl., 2013).
Se decidié6 emplear el tiempo mdaximo ya que es un periodo
habitualmente empleado para este tipo de tratamiento y nos
permitia maximizar la posibilidad de encontrar efectos adversos.
Ademas, los pacientes que emplean productos de venta libre

pueden hacerlo por un periodo superior.

Por otro lado, para la evaluacién de la topografia y la
morfologia superficial del esmalte se empleéd como técnica la
microscopia electrénica de barrido. Es un método rapido vy
conveniente para el andlisis cualitativo de la morfologia superficial
del esmalte tras realizar un blanqueamiento (Joiner, 2007) y son
diversos los trabajos que han empleado esta técnica (Shannon et al.,
1993; Sulieman et al., 2004; Adebayo, Burrow y Tyas, 2009; Cakir et
al., 20113; Gjorgievska et al., 2011; Smidt, Feuerstein y Topel, 2011). Sin
embargo, una de las desventajas es que las muestras pueden ser
dafiadas, ya que se necesita someterlas a vacio y tienen que estar
recubiertas para su correcta observacion. Esto se minimiza en gran
medida con la utilizacién del microscopio electréonico de barrido

ambiental, aunque también empeora la calidad de las imagenes,
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especialmente a grandes aumentos (De Lozano, Yafiez y Morales,

2014).

En cuanto a la determinacion de la composicidon quimica del
esmalte se emplearon dos técnicas, la primera, EDS, es un método
analitico especifico para determinar la concentracion de elementos
quimicos en un sustrato. Cada elemento tiene una respuesta
especifica al haz de electrones que emite el microscopio electrdnico
de barrido, generandose rayos X que el receptor identifica con cada
elemento caracteristico. Por tanto, se realizdé de manera
complementaria con la técnica de microscopia electrénica de
barrido, anteriormente descrita. Diversos estudios han empleado
previamente EDS para analizar los cambios producidos en la
composicion del esmalte blanqueado (Souza et al., 2011; Cakir et al.,
20113; Gjorgievska et al., 2011; Smidt et al., 2011). La otra técnica es la
espectroscopia Raman, un método no destructivo muy sensible, con
el que se pueden observar cambios moleculares de la estructura
dental (Jiang et al., 2007; Jiang et al., 2008; Wang et al., 2008), por
tanto, se puede obtener tanto la composicion quimica, como Ia

estructura orgénica y mineral (Steiner-Oliveira et al., 2006).

Se han utilizado varias técnicas analiticas basadas en
espectroscopia vibracional para analizar las variaciones en la
composicion del esmalte, entre ellas los mas utilizados son la
espectroscopia infrarroja (IR) (Bertacci et al., 2014), FTIR (Servecan

et al., 2008) y la espectroscopia Raman (Gilchrist et al., 2007; Zavala-

163



DISCUSION

Alonso et al., 2012; Bertacci et al., 2014; Taube, Marczewski y Norén,

2015).

FTIR posee una excelente selectividad molecular y una fuerte
absortividad, aunque esa sensibilidad extremadamente alta obliga a
utilizar cantidades infimas de muestra y a que, en general, se
requiera una elevada preparacion de ésta. IR ofrece un volumen de
muestreo muy conveniente y relativamente grande pero las bandas,
especialmente las relativas al contenido orgdnico, sufren un
ensanchamiento muy grande. Las diferencias entre los espectros IR
de diferentes compuestos suelen ser muy sutiles, resultando en una
menor selectividad molecular que FTIR. Esto, a su vez, obliga a
utilizar métodos quimiométricos complejos para lograr buenos
resultados tanto en el analisis cualitativo como en el cuantitativo

(Servecan et al., 2008; Jung et al., 2014).

Al igual que FTIR, la espectroscopia Raman es altamente
selectiva y, por ende, muy util para la identificacién de compuestos,
resultando en una excelente selectividad molecular. Sin embargo, la
espectroscopia Raman es una técnica mucho mas atractiva en
términos de conveniencia del muestreo, ya que puede utilizarse
facilmente sin necesidad de entrar en contacto con el material y sin
ningun tratamiento de éste. Asimismo, esta libre de la interferencia
debida a las bandas de agua, que en cambio dominan los espectros
FTIR e influencian los IR (Jung et al., 2014; Toledano et al., 2014; Yang

etal., 2014).
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La ultraestructura de subsuperficie se analizd mediante
microscopia laser de barrido confocal por ser una técnica
conservadora y estar ampliamente aceptada en Odontologia para
este fin (Duschner et al., 2007; Gotz et al., 2007a; Gotz et al., 2007b;
Marcovik et al., 2007; Berger et al., 2012). Este método permite el
andlisis ultraestructural sin destruccion de la muestra (Gotz et al.,
2007a), por lo que se caracterizé la subsuperficie a lo largo del eje z
en torno a unas 20 um y se analizé la rugosidad en este espesor. A
diferencia de otras técnicas, como la perfilometria de contacto o la
microscopia de fuerzas atdmicas, CLSM nos permite analizar la
rugosidad no solo de la superficie, sino en la totalidad de la
profundidad de escaneo. Por tanto, nos da una vision mds completa
de los cambios que se puedan producir (White et al., 2000; White et

al., 2002; Gotz et al., 2007a).

La descripcion de la rugosidad mediante el parametro Ra
estd ampliamente establecida en Odontologia, especialmente
utilizando perfilometria de contacto (Glavina et al., 2004; Abouassi,
Wolkewitz y Hahn, 2010; Borges et al., 2012). Los valores de Ra
varian dependiendo de las técnicas empleadas, incluyendo CLSM, lo
que hace dificil las comparaciones (Al-Nawas, 2001). Los estudios
que analizan la rugosidad de superficie, en general, Unicamente
emplean la rugosidad media (Ra) que no describe totalmente la
superficie. La critica mas importante al parametro Ra es que no es
capaz de distinguir entre picos y valles, ni de distinguir la rugosidad
en una superficie ondulada. Por ello, es importante calcular otros

pardmetros como son la rugosidad media cuadrdtica (Rq) o la
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rugosidad total (Rt) que sean capaces de medir picos y valles, el

espacio entre estos y la forma del perfil (Al-Shammery, 2007).

Por ultimo, con la finalidad de evaluar la resistencia adhesiva
se empled la técnica de microtraccidn, éste método se aplicéd por
primera vez en Odontologia en 1994 (Sano et al., 1994). Aunque es
una técnica laboriosa y precisa de un instrumental caro y especifico,
ofrece una versatilidad que no logran los métodos de tensién o

cizalla convencionales.

Son numerosas las ventajas que las pruebas con muestras de
reducido tamafio, y especialmente la de microtraccién, ofrecen
respecto a las pruebas macro, entre las que destacan el mejor
aprovechamiento de los dientes con los que se trabaja, al originarse
numerosas muestras de cada uno de ellos, y una mejor distribucion
del estrés sobre la interfase adhesiva, reduciendo, en parte, la
aparicion de fallos cohesivos en ambos sustratos. Ademas, este tipo
de andlisis ofrece la posibilidad de evaluar la adhesién en distintas
areas, de tamafo muy reducido en ocasiones, como es el caso de
dentina afectada por caries, y de comparar los valores inter e
intradiente, asi como de facilitar el analisis del tipo de fallo a partir
de Ila observacion de las superficies fracturadas mediante
microscopia electrénica de barrido (Sano et al., 1994; Pashley et al.,
1999; Gamborgi et al., 2007) o microscopia electrénica de

transmision (Pashley et al., 1995).
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Es cierto que el método tiene sus limitaciones, como que la
preparacion de los especimenes es laboriosa y dificultosa (Pashley
et al., 1999; Armstrong et al., 2010; Heintze, 2013), que suele registrar
un numero elevado de fallos pretest (Mallmann et al, 2005;
Kremeier et al.,2008; Wu et al., 2009) y una altisima variabilidad de
sus resultados (Scherrer, Cesar y Swain, 2010), lo que hace que los
estudios que los originan sean practicamente incomparables
(Leloup et al., 2001; Armstrong et al., 2010; De Munck et al., 2012).
Esta variacion potencial entre distintos grupos de investigacion
puede alcanzar el 50% (coeficiente de variacién), y resulta también
muy llamativo que incluso entre los resultados obtenidos dentro del
mismo grupo o centro se haya detectado una variabilidad en

ocasiones cercana al 40% (Scherrer, Cesar y Swain, 2010).

Pese a sus limitaciones, se trata de la forma mas real y directa
que tenemos hoy en dia de estudiar la adhesion in vitro sobre
dientes (Armstrong et al., 2010), ya que se ha indicado que es mucho
mas efectiva para valorar la resistencia adhesiva al esmalte que la
técnica de microcizalla (El Zohairy et al., 2010). Es el procedimiento
mas versatil y extendido, ya que mas del 60% de los estudios
actuales enfocados a la resistencia adhesiva se realizan con técnicas

de microtraccion (Van Meerbeek et al., 2010).

A continuacion, entraremos a profundizar en la discusion de

los resultados obtenidos en el presente trabajo.
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La evaluacién de la topografia de superficie del esmalte
blanqueado con MEB mostré un patrén superficial similar en los
especimenes control y los blanqueados con los distintos productos.
La mayoria de los estudios en los que se emplea esta técnica obtiene
resultados similares a los del presente trabajo. Con blanqueamiento
domiciliario, ya sea con peréxido de carbamida al 10% (Haywood et
al., 1990; Scherer et al., 1991; Leonar et al., 2001; Lopes et al., 2002;
Worschech et al., 2006; Uthappa et al., 2012; Cobankara et al., 2004;
Cakir et al., 20113; Cakir et al., 2011b; Nam et al., 2015), perdéxido de
carbamida al 15% (Nam et al., 2015), peréxido de carbamida 20%, o,
incluso, al 35% (Cakir et al., 2011a; Cakir et al., 2011b), los autores
describen que no se observa ningun efecto deletéreo en las

superficies adamantinas previamente blanqueadas.

Del mismo modo, Smidt, Feuerstein y Topel (2011) tampoco
encontraron diferencias entre las superficies adamantinas control y
blanqueadas con perdxido de carbamida al 15% y al 16%, coincidiendo
con el presente estudio en que observaban prismas expuestos tanto
en las superficies blanqueadas como en las control en ciertas
muestras y, en otras, superficies lisas donde unicamente se

apreciaban lineas correspondientes al pulido.

En cuanto a los productos de venta libre, McGucking, Babin y
Meyer (1992) utilizando Proxigel (Reed e Carnrick, piscataway, NJ,
EE.UU.), un producto con peréxido de carbamida aproximadamente
al 10% y carbopol, y Lopes et al. (2002) utilizando perdxido de

hidrégeno al 3% con carbopol, observaron que las superficies
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tratadas eran similares a las control, salvo que presentaban algunas
depresiones tipicas de un proceso de erosién. En referencia al
carbopol, hemos de comentar que en el estudio de Rodrigues et al.
(2004) se detectd que este componente incorporado en el placebo
disminuia ligeramente la dureza del esmalte. Por tanto, los efectos
encontrados por McGucking, Babin y Meyer (1992) y Lopes et al.
(2002) podrian deberse simplemente a la accién de este aglutinante.
Aunque este efecto sobre el esmalte también podrian estar
relacionados con el pH del producto y no con la concentracién del
agente blanqueador, ya que Slezak et al. (2002) utilizando Colgate
Simply White Clear Whitening Gel (Colgate Palmolive, New York, NY,
EE.UU) con perdxido de carbamida al 18%, concentracién superior a
los anteriores estudios, no encontraron ninguna alteracién sobre la
superficie del esmalte. Tampoco, Nucci et al. (2004) utilizando tiras
adhesivas con perdéxido de hidrégeno al 6% (Crest Whitestrips,
Procter & Gamble, Cleveland, TN, EE.UU) y Platinum TWS (Colgate
Palmolive) con peréxido de carbamida al 10%. Es mas, estos Gltimos
observaron remineralizacion del esmalte al aplicar los productos

tras un proceso de desmineralizacidn.

Cabe destacar que, incluso con las concentraciones mas altas
utilizadas en la técnica de blanqueamiento en clinica, Sulieman et al.
(2004) no observaron cambios en la superficie del esmalte al que se
le aplicé perdxido de hidrégeno al 35%, afadiendo que, por tanto,
los cambios no se deberian al efecto de los peréxidos, sino al pH del
producto blanqueador. Esta relevancia del pH, también fue puesta

en evidencia en el estudio de Zheng et al. (2014) en el que se
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encontraron ligeros cambios en el esmalte tras la aplicacion de
peréxido de hidrégeno al 30% pero estos cambios fueron mas
acusados con la exposicién al vinagre, indicando, igualmente, que
las alteraciones de la superficie del esmalte son dependientes del pH

de la sustancia a la que se expone.

Por tanto, si como recoge Joiner en su articulo de 2007, las
variaciones en las propiedades del esmalte se deberian a que los
productos con un pH excesivamente acido causan erosién (Joiner,
2007), estas alteraciones se producirian principalmente en los
especimenes blanqueados con Clysiden y con Whitekin, ya que la
erosion esta en relacion directa con el pH de la sustancia que entra

en contacto con la superficie del diente (Hemingway et al., 2006).

Conforme a las determinaciones del pH de los diferentes
productos utilizados en este estudio, uno de los productos que
integran Clysiden obtuvo un pH de 2.5. En cuanto a Whitekin el pH
obtenido no fue tan bajo, ya que el colutorio era el componente con
menor pH y su valor Unicamente fue de 5, pero presenta en su
formulacién EDTA y acido citrico, ambos quelantes del calcio que
podrian producir desmineralizacion del esmalte (Cehreli y Altay,
2000). Pese al pH o a incorporar en su formulacién agentes
potencialmente desmineralizantes, no se encontraron alteraciones
en cuanto a la composicion quimica del esmalte con estos

productos.
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Lussi y Jaeggi (2001) observaron resultados similares con un
colutorio fluorado que aun teniendo un pH inferior a 5 no disminuyd
la dureza superficial del esmalte. Los autores achacaron este efecto
a que pese a que se produjera una ligera desmineralizacion inicial, el
pH del biofilm aumentaria al liberarse calcio y fosfato,

produciéndose asi remineralizacidn.

Por el contrario, encontramos estudios en los que si se ha
visto alterada la composicion del esmalte tras un blanqueamiento
domiciliario (Perdigao et al., 1998; Efeoglu et al. 2005), pero este
efecto se ha descrito con mas frecuencia para el blanqueamiento en
clinica (Efeoglu, Wood y Efeoglu, 2007; Bistey et al., 2007). Por ello,
las alteraciones de la composicion quimica del esmalte tras un
blanqueamiento podrian ser dependientes de la concentracion del
agente blanqueador (Bistey et al., 2007; Servecan et al., 2008; Cakir

et al., 2011a).

Como hemos explicado en la introduccidon, los perdxidos
actdan principalmente por oxidacién (Joiner, 2006), modificando el
tipo, nimero y la posicion relativa de los atomos que componen los
pigmentos dentales, hasta llegar al punto de saturacidon, en que los
perdxidos comenzarian a actuar sobre otros compuestos que
presentan cadenas de carbono, como las proteinas de la matriz del
esmalte (Rodrigues, Oliveira y Amaral, 2007; de Medeiros et al.,
2008). Asimismo, el perdéxido de hidrégeno puede cambiar la
estructura de la apatita, por ejemplo por sustitucion de fosfato o

pérdida de carbonato al ser reemplazado por el OH- liberado del
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peroxido de hidrégeno, aunque se cree que estas sustituciones son
débiles (Josey et al, 1996). La relacién entre el aumento en la
concentracion de los productos de blanqueamiento y el aumento de
la incidencia o gravedad de los efectos adversos podria deberse a
que al aumentar la concentracién de estos agentes las reacciones
aumentarian en un corto periodo de tiempo, pudiendo producirse
tanto oxidacion de la matriz como sustitucion del contenido mineral

ala vez que se produce el efecto blanqueador.

Servecan et al. (2008) observaron cambios a nivel de las
proteinas y los polisacdridos utilizando perdxido de hidrégeno al
35%, y también en la estructura cristalina y el componente mineral.
Sin embargo, no observaron cambios a ningun nivel con perdxido de
carbamida al 17%. Pese a que el fabricante denomina los productos
blanqueadores empleados por Servecan et al. (2008) como de pH
“neutro”, en estudios como el de Khosravanifard et al. (2012)
observan que el producto con perdxido de hidrégeno al 35%
utilizado en el estudio anterior, tiene un pH de 5.5, pH critico a partir
del cual comienza a desmineralizarse la hidroxiapatita (Llena-Puy,
2006). Sin embargo, el producto blanqueador de uso domiciliario
empleado por el mismo autor, tiene un pH de 6, por tanto, los
cambios hallados por Servecan et al. (2008) podrian deberse en
parte al pH del producto. A esto hay que sumar que los autores dan
vital importancia a que no se utilizd saliva artificial durante los
tratamientos, pudiendo afectar negativamente (Servecan et dl.,

2008).
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A pesar de lo anteriormente expuesto, la relacion entre las
alteraciones de la composicion quimica del esmalte y Ila
concentracion del agente blanqueador no se cumple en el presente
estudio. Tanto Opalescence Treswhite, como Opalescence
presentaron un pH superior a 5.5 pero una concentraciéon de
peroxidos mas elevada que los de venta libre. El hecho de tener una
mayor concentracién no fue significativo en cuanto a la alteracion
de la topografia, como se ha mencionado anteriormente, y tampoco
lo fue en cuanto a la composicidn, ya que las superficies tratadas
con estos productos mostraron una composicion quimica similar a la

de sus controles.

Estos datos coinciden con otros estudios en los que no se
observaron cambios quimicos con perdxido de carbamida al 10%
(Rotstein et al., 1996; Goo et al., 2004; Unli et al., 2004; Oltu y
Glrgan et al., 2005; Pugh et al., 2005) o incluso al 15% (Unli et al.,
2004; Smidt, Feuerstein y Topel, 2011) y al 16% (Oltu y Girgan et al.,
2005; Smidt, Feuerstein y Topel, 2011). Tampoco se encontraron
alteraciones en la composicion microquimica con perdxido de

hidrégeno al 7% y al 12% (Pugh et al., 2005).

En los trabajos en que se han encontrado alteraciones, la
mayoria de las veces son ligeras y no significativas clinicamente
(McCracken y Haywood, 1996). Por ejemplo, Cavalli et al. (2010)
observaron que la pérdida de calcio con el placebo y el producto con
peréxido de carbamida al 10% fue similar y esta pérdida se vio

reducida al incorporar fldor o calcio en los blanqueamientos.
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En cuanto a los productos de venta libre, en la bibliografia
hay estudios en los que se ha analizado la composicion
microquimica del esmalte tras la aplicacidon de las tiras adhesivas
Crest Whitestrips. En estos estudios no se encuentra ningun efecto
deletéreo, ya sea con perdxido de hidrégeno al 6% (Duschner et al.,
2006) e incluso con concentraciones del 11 al 16% (Go6tz et al., 20073;
Go6tz et al., 2007b). De la misma forma, en lo referente a la influencia
de la aplicaciéon de dentifricos blanqueadores sobre la pérdida de
calcio del esmalte, se ha observado que los dentifricos con bajas
concentraciones de perdxido de carbamida son los que menos
cantidad de calcio extraen, especialmente si el pH del medio oral se
mantiene a niveles cercanos al neutro (Araujo, Silva y de Araujo,

2010).

Al aumentar la concentracion de los perdxidos, con
blanqueamientos en clinica, Ruse et al. (1990) y Park et al. (2004)
observaron que no se producian cambios en la composicion del
esmalte. Asimismo, Kemaloglu, Tezel y Ergiicii (2014) observaron
que la pérdida de calcio en el esmalte era superior en los
especimenes control que en los que se aplicé fldor tras el producto

blanqueador.

Hacemos especial hincapié en que muchos de los geles de
blanqueamiento con perdxido de hidrégeno a alta concentracion
estan formulados a un pH inferior a 5.5, por lo que la relacion

concentracién-pH estaria bastante ligada (Shannon et al., 1993;
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Nathoo, Chmielewski y Kirkup, 1994; Araujo, Rodrigues y de Araujo,
2009; Azrak et al.,, 2010). Por ello, se podria asociar la incidencia
efectos adversos sobre el esmalte con la concentracidon de los
agentes blanqueadores, cuando en realidad esta relacion podria

estar ligada al pH de los productos y no a la concentracidn.

Es bien sabido, que en la cavidad oral suceden
constantemente fendmenos de desmineralizacion produciéndose
cambios en la composicion microquimica del esmalte. La
hidroxiapatita se disuelve en iones calcio y fésforo y esto se traduce
en cambios en la topografia del esmalte (Efeoglu, Wood y Efeoglu,

2007; Potocnik, Kosec y Gaspersic, 2000).

Que una sustancia sea erosiva no solo depende del pH de la
misma, tiene que tener una saturacion de iones inferior al esmalte.
Esto sucede en la mayoria de refrescos y zumos, sin embargo, si los
productos estan ligeramente supersaturados en comparacion con el
esmalte puede que tengan un pH acidico pero no produciran
erosion. Por ejemplo, los yogures cuyo contenido en calcio y fésforo
libre es ligeramente superior al del esmalte (Lussi y Gans, 2014). Este

mismo principio lo podemos aplicar a los productos blanqueadores.

Alternandose con los procesos de desmineralizacion se
produce remineralizacion. Cuando la hidroxiapatita comienza a
disolverse, el biofilm tratard de restablecer el equilibrio perdido, lo
que dependera en ultimo término del contenido de iones de fosfato

y calcio del medio circundante, del tampdn fosfato, del efecto
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buffer del bicarbonato, de ciertas proteinas y péptidos y de la urea
presentes en la saliva (Llena-Puy, 2006) que crearan un medio
supersaturado propicio para el crecimiento cristalino (Lussi y Gans,
2014). Por tanto, los agentes remineralizadores y la saliva juegan un

papel fundamental cuando el pH del biofilm se acidifica.

Hemos de destacar que durante los tratamientos
blanqueadores las muestras fueron conservadas en saliva artificial,
como se ha comentado anteriormente, y cepilladas con pasta
fluorada lo que ha podido permitir que se produzca un proceso de
remineralizacién similar al que ocurriria in vivo ya que la utilizacion
de saliva artificial (Basting et al., 2005; Joiner, 2007) o la adicién de
pequenas cantidades de fltor (Lewinstein et al., 2004; Attin et al.,
2007; Cavalli et al., 2010; Tredwin et al., 2013) pueden producir
remineralizacion del esmalte. La remineralizacion de Ia
hidroxiapatita ocurrird principalmente en la capa mds superficial,
convirtiéndose los cristales de hidroxiapatita en cristales de
fluorapatita o fluorhidroxiapatita mas resistentes al ataque acido

(Tredwin et al., 2013).

Por tanto, se minimizarian las modificaciones de Ia
composicion micro-quimica de la superficie del esmalte como
consecuencia del blanqueamiento (G6tz et al., 2007), especialmente
importante en los grupos blanqueados con los productos con un pH
acido o que incorporan agentes desmineralizantes en su

formulacidn, Clysiden y Whitekin.
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Asimismo, se ha observado que ciertas sustancias con un pH
acido y ligeramente menos saturadas que el esmalte no producen
erosion. Esto podria deberse a que la desmineralizacion fuese
indetectable, incluso con los métodos mas modernos, ya que una
minima disolucién del esmalte aumentaria el pH y la concentracidon
de iones calcio y fosfato en la capa subsuperficial de difusidn,
haciendo que la remineralizacidn se iniciase. Aunque también podria
deberse a que la superficie del esmalte con una alta concentracién
de fldor no se desmineralizase y los acidos difundiesen a capas mas
profundas por los canales de difusion, produciendo disolucién de la

hidroxiapatita mas subsuperficial (Lussi y Gans, 2014).

Al ser los peréxidos moléculas de bajo peso molecular que
difunden a través de los tejidos con extremada rapidez (Fuhrer,
Churaru y Cardash, 2004; Joiner, Thakker y Cooper, 2004; Lewistein
et al., 2004; Sun et al., 2011) y ante la posibilidad de que la capa mas
superficial del esmalte pueda camuflar el efecto los productos
blanqueadores al remineralizarse (Naumova et al., 2012) recurrimos
a la microscopia laser de barrido confocal con el fin de analizar
posibles cambios estructurales mads alld de la superficie. Con esta
técnica pudimos comprobar que los dientes blanqueados con
Clysiden y Whitekin mostraban alteraciones en la subsuperficie,
encontrando zonas donde se podrian identificar prismas de esmalte
con claros signos de desmineralizaciéon. Estas zonas eran mas
evidentes en los especimenes blanqueados con Clysiden que en los
tratados con Whitekin, lo que podria ser debido al menor pH de

éste. Por el contrario, los especimenes tratados con Opalescence
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Treswhite 'y Opalescence no presentaron alteraciones en

comparacion con sus controles.

Diversos estudios han empleado la microscopia laser de
barrido confocal para analizar los efectos del blanqueamiento en la
subsuperficie del esmalte. La mayoria de ellos no ha encontrado
alteraciones, ya sea con peréxido de carbamida al 10% (White et al.,
2000; White et al., 2002), al 20% (White et al., 2002) o con productos
de venta libre como las tiras adhesivas Crest Whitestrip a base de
perdxido de hidrégeno al 5.3% (White et al., 2002), 6% (Duschner et
al., 2006), 6.5% (White et al., 2002; Duschner et al., 2006) e incluso
con concentraciones del 11% al 16% (Gotz et al., 2007a; Gtz et al.,

2007b).

Sin embargo, Markovic et al. (2012) tras emplear dos
productos que contenian perdéxido de carbamida al 10% y al 16%
encontraron cambios en la subsuperficie que se traducian en un
aumento de la rugosidad. Del mismo modo, Berger et al. (2013),
aplicando un producto con perdxido de hidrégeno al 4% y al 7.5%,
observaron desmineralizacion del esmalte entre 30 y 50 um de

profundidad.

En el presente estudio se analizé la rugosidad a lo largo de las
20 um superficiales del esmalte, encontrdndose aumentada tanto
para los especimenes blanqueados con Whitekin como con Clysiden.
Este aumento en los pardmetros de rugosidad se observd de forma

mas evidente en los especimenes blanqueados con Clysiden, ya que
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en los tratados con Whitekin Unicamente se vio aumentado el

parametro Ra.

Por tanto, nuestros resultados podrian indicar que se produjo
desmineralizacion en los especimenes en los que se aplicaron los
blanqueamientos con un pH &cido, Whitekin pero sobre todo
Clysiden. Aunque gracias al aporte de fldor la capa mas superficial
del esmalte pudo remineralizarse, y por ello, la composicion
postblanqueamiento permanecid estable al igual que la topografia
superficial del esmalte. Esto se sustenta en investigaciones
anteriores en las que se ha observado que tras procesos repetidos
de desmineralizacidn, bajas concentraciones de fluoruros son
eficaces remineralizando la superficie del esmalte (Naumova et dl.,
2012). Los fluoruros remineralizarian la capa mas superficial aunque
permitirian la difusidon de acidos a través de ella sin ser afectada,
haciendo posible la desmineralizacién de la capa mas subsuperficial

(Naumova et al., 2012).

Los trabajos que miden la rugosidad del esmalte tras un
blanqueamiento lo hacen normalmente en su superficie, mediante
perfilometria de contacto (Giirgan, Bolay y Alacam, 1997; Moraes et
al., 2006; Worschech et al., 2006) o microscopia de fuerzas atémicas
(Sun et al., 2011; Sa et al., 2012). Al medir la rugosidad del esmalte en
profundidad y no solo superficialmente se puede eludir la
remineralizacién superficial que los enmascararia (White et al., 2000;

White et al., 2002; Gotz et al., 20073).
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En el presente estudio los especimenes blanqueados con los
productos de blanqueamiento domiciliario, Opalescence 'y
Opalescence Treswhite, con un pH cercano al neutro, obtuvieron
valores medios de los pardmetros de rugosidad estudiados similares
a los controles. Diversos estudios coinciden con estos resultados
(Gurgan, Bolay y Alacam ,1997; Moraes et al., 2006; Worschech et al.,
2006) al no encontrar cambios en la rugosidad del esmalte tras el
blanqueamiento con perdxido de carbamida al 10%. Sin embargo,
Markovic et al. (2006) empleando peréxido de carbamida al 10% y al
16% y Moraes et al. (2006) con perdxido de carbamida al 35% si

encontraron aumentada la rugosidad del esmalte.

En cuanto al pH de los productos de blanqueamiento, Sun et
al. (2011) compararon la influencia de dos productos con peréxidos
de hidrégeno al 30% con pH distintos (3.6 y 7.0) sobre la superficie
del esmalte. Los resultados mostraron que la superficie del esmalte
aumento su rugosidad en los especimenes a los que se les aplicé el
blanqueamiento mas acidico. Similares resultados obtuvieron Sa et
al. (2012) con dos geles de blanqueamiento de perdxido de
hidrégeno al 35% y 38% con un pH de 4.03 y 7.52 respectivamente.
Observaron que el producto acido indujo cambios en el esmalte con
aumento de la porosidad superficial y que estos cambios se

redujeron o desaparecieron con la utilizacion de saliva humana.

Viendo las conclusiones dadas en muchos de los trabajos
respecto a la acidez de determinados geles de blanqueamiento, se

deberia tener en cuenta la aplicacién del acido ortofosférico sobre
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los dientes blanqueados, ya que el efecto descalcificante podria ser
exponencial (De Madeiros et al., 2008) y ocasionar una disminucién

en la resistencia adhesiva (Titley et al., 1991).

En concordancia con lo anterior, al analizar los resultados del
ensayo de microtraccion se observa que los el tratamiento con los
productos blanqueadores de venta libre Whitekin y Clysiden afecta
negativamente a los valores de resistencia adhesiva, siendo
estadisticamente inferiores a los determinados en los especimenes

sometidos al resto de los tratamientos evaluados.

Si revisamos la informacidon disponible en Ila literatura
respecto a los productos de venta libre los resultados son
contradictorios. Wilson et al. (2009) obtuvieron valores de
resistencia adhesiva similares con perdxido de carbamida al 10% y
con las tiras adhesivas blanqueadoras con perdxido de hidrégeno al
6.5%, influyendo negativamente ambos tratamientos sobre Ia
resistencia adhesiva al esmalte. Asimismo, Briso et al. (2010)
compararon el efecto de la aplicacidn de dentifricos blanqueadores,
bien con perdxido de carbamida o perdxido de hidrégeno, y
observaron una disminucion de la resistencia adhesiva al esmalte
independientemente del agente empleado. En contraposicion da
Silva, Fldrio y Basting (2007), que emplearon el mismo dentifrico con
peréxido de carbamida (Rembrandt Plus, Oral-B), no detectaron

variacidon sobre la resistencia adhesiva.
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Tanto en los especimenes tratados con Opalescence
Treswhite, como con Opalescence, o en el grupo control, se
obtuvieron valores de resistencia adhesiva similares para los
distintos tiempos de evaluaciéon. Otros estudios han obtenido
también valores estables de resistencia adhesiva post-
blanqueamiento cuando se ha utilizado perdxido de carbamida al
10% (Murchison, Charlton y Moore, 1996; Josey et al., 1996;
Homewood, Tyas y Woods, 2001; Bishara et al., 2005; Cavalcante et
al., 2009). Cabria destacar, que a pesar de la mayor concentracion
de perdxido de hidrégeno que contiene el producto Opalescence
Treswhite en comparacion con Opalescence, no se han visto
reducidos los valores de resistencia adhesiva. Estos resultados
coinciden con los del trabajo de Gurgan et al. (2009), en el que la
aplicacion de perdxido de carbamida al 16 o al 30% no alterd la
resistencia adhesiva inmediatamente tras el tratamiento o tras
quince dias, y con los de Dietrich et al., (2010) que utilizando el
mismo producto blanqueador, Opalescence Treswhite, no

encontraron alteracion de la resistencia adhesiva a esmalte.

En relacion a la influencia del tiempo transcurrido tras el
blanqueamiento con los distintos productos evaluados en los
valores de resistencia adhesiva al esmalte, los especimenes
blanqueados con Whitekin, pero sobre todo con Clysiden
presentaron una reduccion en la resistencia adhesiva
inmediatamente, uno, tres y siete dias tras finalizar el tratamiento.
Sin embargo, este efecto fue reversible, equiparandose Ia

resistencia adhesiva al esmalte a la del grupo control y a Ia de los
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grupos de blanqueamiento domiciliario a los catorce dias tras

finalizar el tratamiento.

Seria fundamental, por tanto, conocer si los pacientes
utilizan este producto habitualmente si hemos de realizar cualquier
procedimiento adhesivo, ya sean «carillas, obturaciones, o
tratamientos de ortodoncia, requiriendo del paciente la suspensién
del mismo durante dos semanas, tal y como recomiendan Metz et al.
(2007), Wilson et al. (2009), Khoroushi y Ghazalgoo (2013). De
acuerdo a la literatura, cuando se han evaluado productos a base de
peréxidos a baja concentracién, como los empleados en la técnica
de blanqueamiento domiciliaria, los autores proponen distintos
tiempos para la reversion de la disminucion de la resistencia
adhesiva al esmalte. Autores como Titley, Torneck y Ruse (1992),
Unlu, Cobankara y Ozer (2008) y Oztas et al. (2012) informan que un
dia es suficiente; otros autores proponen un intervalo de entre tres
y siete dias (McGuckin, 1992; Miles et al., 1994; Bulut, Tirkiin y Kaya,
2006; Mazaheri et dl., 2011), y otros como Cavalli et al. (2003) y

Nascimento et al. (2013) de tres semanas.

En lo referente a los productos de venta libre, solo se ha
encontrado un articulo que estudie el intervalo de tiempo necesario
para revertir el efecto del blanqueamiento sobre la resistencia
adhesiva al esmalte. Wilson et al. (2009) nos hablan de que a las dos
semanas no quedan secuelas de la alteracidon en la resistencia

adhesiva a esmalte cuando se utiliza este tipo de productos.
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Hay trabajos que demuestran la importancia de la
incorporacion de fldor en el agente blanqueador para preservar la
fuerza de adhesién al esmalte blanqueado (Lugo, 2007). Asimismo,
la remineralizacion del esmalte es mas rapida si el producto
blanqueador incorpora flior en su formulacién (Attin et al., 2007) o
si se suministra en férulas (Lewinstein et at., 2004). Un efecto similar
cabria esperar de la presencia de fldor en el biofilm gracias al
cepillado diario de los especimenes y, por tanto, una recuperacion
mads rdpida en los especimenes en los que se vio afectada la

resistencia adhesiva.

En lo que respecta al andlisis del tipo de fallo se determind
que el mas frecuente en todos los grupos de estudio fue el
adhesivo. Esto coincide con otros estudios en los que se analiza la
resistencia adhesiva al esmalte blanqueado (Da Silva, Florio y
Basting, 2007; Barbosa et al., 2009). Hay que destacar que el grupo
blanqueado con Clysiden sufrié un porcentaje mas elevado de fallos
cohesivos en el esmalte, esto coincide con los resultados obtenidos
por Briso et al. (2010) que encuentran un aumento de fallos
cohesivos en el esmalte en relacién a la disminucidn de la resistencia
adhesiva. El aumento de fallos cohesivos podria estar relacionado
con las alteraciones en la subsuperficie del esmalte halladas en este

grupo experimental.

En este estudio, cuando se evalla la topografia de superficie
tras el grabado con acido ortofosférico con MEB se observa un

patrén superficial similar en los especimenes control y los
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blanqueados con los distintos productos a excepcion de los
especimenes tratados con Clysiden, el producto mas acidico. El tipo
de alteracion observada en la superficie del esmalte coincide con
estudios como el de Josey et al. (1996) y Adebayo, Burrow, Tyas
(2009) viéndose zonas con pérdida del patrén de grabado y otras
con un patrén mas agresivo. Estas observaciones coinciden con lo
reportado en estudios de adhesidn al esmalte al que previamente se
le han provocado lesiones de erosion con bebidas carbonatadas

(Casas-Apayco et dal., 2014).

Las alteraciones topograficas se corresponden con los
cambios microquimicos encontrados en el grupo blanqueado con
Clysiden. En el resto de grupos experimentales las superficies
grabadas tras el blanqueamiento mostraron niveles similares de
calcio y fosfato a los de las superficies control. Aunque Whitekin
presenta en su formulacién EDTA y acido citrico, el pH no es tan
acidico, por lo que pese a presentar alteraciones en la subsuperficie
de esmalte con microscopia laser de barrido confocal, el grabado
con acido ortofosfdrico al 36% pudo eliminar casi por completo el
esmalte afectado. Al grabar la superficie del esmalte con &cido
ortofosfdrico al 37% se eliminan unas 10 pm de esmalte (Retief, 1973;
Silverstone et al., 1975), pudiendo ser mayor la profundidad de
grabado en un esmalte previamente desmineralizado. De esta
manera, el esmalte afectado tras el grabado &acido, podria ser
minimo y no se observaria mediante microscopia electrénica de
barrido ni seria detectable en el analisis microquimico con EDS pero

serfa suficiente para que la resistencia adhesiva se viera afectada.
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Gonzalez-Lépez et al. (2009) observaron una pérdida de
calcio mayor tras el grabado acido en especimenes tratados con
perdxido de hidrégeno al 30% que en los especimenes control. Sin
embargo, Torres-Rodriguez et al. (2011) observaron una pérdida de
calcio similar tras el grabado 3acido utilizando la misma
concentracion de perdxido de hidrégeno. La diferencia entre estos
estudios y el presente es que nuestras mediciones se realizaron en la
superficie del esmalte grabado y los autores anteriormente
nombrados midieron la pérdida de calcio en solucién durante el

grabado, por lo que los resultados no son extrapolables.

Se debe tener en cuenta que el presente trabajo, aunque se
ha procurado imitar las condiciones orales lo mas fidedignamente
posible, es un estudio in vitro. Por este motivo, este estudio deberia
ser completado con pruebas in situ para ver la respuesta del esmalte
en presencia de saliva natural, alimentos y bebidas acidas que

pudieran aumentar la erosion.

A su vez, seria interesante realizar mas estudios que
complementaran el presente trabajo. En primer lugar, ampliar el
analisis de los tags de resina formados que nos ayudaria a entender
mejor la alteracion en la resistencia adhesiva al esmalte. Por otro
lado, comparar otros productos ya que se ha constatado que estas
alteraciones son dependientes del producto evaluado, y por ultimo,
analizar mediante otro tipo de técnicas, el mecanismo de

desmineralizacion y remineralizacidn del esmalte.
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CONCLUSIONES/CONCLUSOES

Considerando las limitaciones del presente estudio y de
acuerdo a los resultados previamente expuestos se derivan las

siguientes conclusiones:

1. La topografia superficial y la composicién del esmalte tras la
aplicacidn de los productos de blanqueamiento evaluados no

se vio alterada.

2. La ultraestructura de subsuperficie del esmalte sufrié
cambios en los especimenes blanqueados con Whitekin y
Clysiden. La microrrugosidad del esmalte, en concreto los
pardmetros de rugosidad media cuadratica (Rq), rugosidad
media (Ra) y la rugosidad total (Rt) aumentaron para los
especimenes blanqueados con Clysiden. En el caso de los
especimenes blanqueados con Whitekin, sélo incrementd la

rugosidad media (Ra).
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3. El efecto de los agentes blanqueadores evaluados sobre la
resistencia adhesiva al esmalte dependié del producto
aplicado. El tratamiento domiciliario con Opalescence y
Opalescence Treswhite no alterd la resistencia adhesiva al
esmalte, mientras que la aplicacién de los productos de
venta libre Whitekin y Clysiden si supuso una reduccidn
significativa de la misma. Sin embargo, tras catorce dias de
espera tras el procedimiento blanqueador con cualquiera de
los productos evaluados, la resistencia adhesiva fue similar a

la del esmalte sin blanquear.

4. La topografia superficial y composicion del esmalte tratado
con los productos de blanqueamiento estudiados v,
posteriormente, grabado con &acido ortofosférico al 36%,
Unicamente mostré alteraciones en los especimenes

blanqueados con Clysiden.
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Considerando as limitacdes do presente estudo e de acordo
aos resultados previamente expotos, retiramos as seguintes

conclusoes:

1. A topografia superficial e a composicao do esmalte apds a
aplicacao dos produtos de branqueamento avaliados ndo se

viu alterada.

2. A ultra-estrutura de sub-superficie do esmalte sofreu
modificacdes nos especimens branqueados com Whitekin y
Clysiden. La micro-rugosidade do esmalte, em concreto os
parametros de rugosidade média quadrada (Rq), rugosidade
média (Ra) e a rugosidade total (Rt) aumentaram para os
especimens branqueados con Clysiden. No caso dos
especimens branqueados com Whitekin, sé incrementou a

rugosidade média (Ra).
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3.

4.

O efeito dos agentes branqueadores avaliados sobre a
resistencia adesiva ao esmalte dependeu do produto
aplicado. O tratamento domicilidrio com Opalescence vy
Opalescence Treswhite nao alterou a resisténcia adesiva ao
esmalte, enquanto que a aplicagao dos produtos de venda
livre Whitekin y Clysiden sim sup6s uma reducao significativa
da mesma. No entanto, pasados catorze dias de espera apds
o procedimento branqueador com qualquer dos produtos
avaliados, a resisténcia adesiva foi similar a do esmalte sem

branquear.

A topografia superficial e composicdao do esmalte tratado
com os produtos de branqueamento estudados e,
posteriormente, gravado com dcido ortofosférico a 36%,
unicamente  mostrou  alteragbes nos  especimens

branqueados com Clysiden.
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Effect of low-concentration bleaching products on enamel bond strength at
different elapsed times after bleaching treatment
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This study evaluated the effects of several low-concentration bleaching products on microtensile bond strength (uTBS) to enamel
at different elapsed times after the bleaching treatment. One hundred and fifty bovine incisors were divided into five groups: No
treatment, 10% carbamide peroxide (Opalescence), 10% hydrogen peroxide (Opalescence Treswhite Supreme), 3% carbamide peroxide
plus lactoperoxidase (WhiteKin), or 3% carbamide peroxide plus 2.7% carbamide peroxide (Clysiden Kit Express). All treatments
lasted 4 weeks. After bleaching treatment or non-treatment, teeth were restored immediately, at 1, 3, 7, or 14 days after bleaching
and submitted to xTBS test. Data were analyzed by ANOVA and Tukey’s test (p<0.05). For WhiteKin and Clysiden, 4TBS to enamel
was significantly reduced immediately, at 1, 3 and 7 days after bleaching. At 14 days after bleaching, similar xTBS values were
obtained regardless of bleaching product. Therefore, while over-the-counter (OTC) products might affect bond strength to enamel,

this effect was no longer observed after 14 days.

Keywords: Tooth bleaching agents, Enamel bond strength, Over-the-counter bleaching products

INTRODUCTION

Presently, dental bleaching is a cosmetic treatment that
has aroused great interest in our patients. There are
three main approaches to vital tooth bleaching: dentist-
supervised nightguard bleaching, in-office or power
bleaching, and use of over-the counter (OTC) bleaching
products?.

Since the publications of Haywood and Heymann in
1989, nightguard vital bleaching has become the most
commonly used method highly preferred by dentists?.
According to published literature, the standard bleaching
agent used is 10% carbamide peroxide as it demonstrates
excellent and stable results with a very low incidence of
side effects™*?.

To address patients’ desire for a more attractive
smile with whiter teeth, the industry has since offered an
increasing number of OTC bleaching products. Although
they are a lower-cost alternative to dentist-supervised
bleaching, OTC bleaching products enhance or maintain
the whitening effect which is otherwise achieved with
professional treatment®. These products come in the
form of gels, rinses, gums, dentifrices, whitening strips,
preloaded trays, or paint-on-films. They contain low-
concentration hydrogen peroxide or carbamide peroxide
as the active bleaching agent*®1?. The growing number
and great variability in composition and presentation
of these self-applied whitening products increases the
difficulty for dentists to be intimately acquainted with
them. Many OTC products were not submitted to long-
term independent clinical testing, and are consequently
of questionable efficacy and/or safety®®'". Moreover,
while having free access to OTC products, many people
are not suitably warned by clinicians about the possible
harmful effects of these products?.

Numerous studies have reported on reduced bond

Received Sep 4, 2014: Accepted Oct 29, 2014
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strength of resin composites to bleached enamel!*!®,
Although hydrogen or carbamide peroxide is present in
a low concentration in OTC products, their continuous
use and interaction with enamel may alter the latter’s
adhesiveness!?. Resin tags formed in bleached and etched
enamel were described as less defined, more fragmented,
and shallower than in unbleached enamel™. Various
reasons may account for this deleterious effect: erosive
potential of OTC products because of their acidic pH??,
presence of residual oxygen in bleached enamel', or that
peroxide-containing bleaching agents affect the organic
phase of enamel'”. Therefore, whenever a treatment
involving an adhesive procedure to enamel needs to be
performed (such as composite restorations, porcelain
veneers luting, or orthodontic brackets bonding), it is of
paramount importance that dentists ask their patients
if they use OTC bleaching products —since adhesives
are applied with prior acid etching?"??.

On the other hand, the negative effect of peroxides on
enamel adhesive capacity is reportedly reversible. Thus,
waiting periods ranging from 24 h to 4 weeks have been
recommended before performing adhesive procedures on
bleached enamel!®16:25:29,

The aim of the present study was to determine the
effects of four low-concentration bleaching products, two
dentist-supervised and two OTC, on xTBS to enamel,
and the influence of elapsed time between the end of
bleaching treatment and the adhesive procedure on
bond strength. Changes in chemical composition and
microstructure of enamel surfaces treated with bleaching
products and etched with phosphoric acid were also
analyzed. We hypothesized that 4TBS to enamel would
not be affected by the bleaching product used nor by the
time elapsed between the end of bleaching treatment and
the adhesive procedure. In addition, it was hypothesized
that calcium (Ca) and phosphorus (P) content and
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superficial morphology of acid-etched enamel would not
be affected by the bleaching product used.

MATERIALS AND METHODS

One hundred and fifty bovine incisors without enamel
cracks or hypoplasia were selected for this study. Bovine
teeth have been used as human enamel substitutes in
studies that evaluated the bond strengths of restorative
materials after bleaching®!31821:2326  Human and bovine
teeth not only yielded comparable values in a microtensile
bond strength test?”, they also have a similar chemical
composition?®.

Crowns were separated from the roots and stored in
a thymol solution at 4°C for a duration no longer than 6
months since their extraction.

Experimental groups
Bovine incisors were randomly divided among the
following experimental groups (rn=30 per group)
according to the bleaching treatment performed.
Compositions and application modes of the bleaching
products tested are shown in Tables 1 and 2. All
bleaching treatments were performed in accordance
with manufacturers’ instructions.
Group 1. No bleaching product was applied (control).
Group 2. Teeth were bleached with a 10%
carbamide peroxide gel (Opalescence 10%,
Ultradent Products, South Jordan, UT,
USA). Gel was applied in individual trays
8 h per day.

Group 3. Teeth were bleached with a 10% hydrogen
peroxide gel (Opalescence Treswhite
Supreme, Ultradent Products). Proprietary
trays included in the product kit were
adapted to each tooth, and gel was applied
for 45 min per day.

Group 4. Teeth were brushed for 3 min, three times
per day, using a medium toothbrush
(Colgate 360°, Colgate Palmolive, Madrid,
Spain) and a toothpaste-and-gel mixture.
Toothpaste and gel (WhiteKin, Kin,
Barcelona, Spain) contained 3% carbamide
peroxide and lactoperoxidase. After
toothbrushing, mouthwash was applied
for 1 min.

Group 5. Teeth were treated with a 3% carbamide
peroxide toothpaste and a 2.7% carbamide
peroxide solution and gel (Clysiden Kit
Express, Ern, Barcelona, Spain). Teeth
were brushed for 3 min, three times per
day, using a medium toothbrush (Colgate
360°) and with the toothpaste and solution
mixed together. After toothbrushing, gel
was applied for 30 s.

For teeth in Groups 1 to 3, they were brushed for 2 min
—twice per day— using a medium toothbrush (Colgate
360° and with an approximate quantity of 1.5 mL of
a 1,450-ppm fluoride paste (Dermocosmetic Korott,
Alicante, Spain).

All bleaching treatments were performed for 4

weeks. During this time, teeth were stored in artificial

Table 1 Compositions of bleaching products tested in this study
Product Composition
Opalescence Carbamide peroxide, sodium hydroxide
(Ultradent) P ’ Y

Opalescence Treswhite
Supreme (Ultradent)

Carbamide peroxide, sodium hydroxide, glycerin

Gel: glycerin, water, cellulose gum, PEG-60 (hydrogenated castor oil), carbamide peroxide (3%),
flavor, anethole, disodium EDTA (etildiaminotetraacetic acid), tromethamine
Paste: water, sorbitol, hydrated silica, glycerin, lactoperoxidase, cocamidopropyl betaine,
titanium dioxide, flavor, xylitol, xanthan gum, sodium fluoride (1450 ppm), sodium

WhiteKin

methylparaben, sodium ethylparaben, sodium saccharin, eugenol

(Kin) Mouthwash: water, sorbitol, glycerin, PEG-40 (hydrogenated castor oil), PVP
(polyvinylpyrrolidone), xylitol, panthenol, methylparaben, flavor, sodium fluoride (1000
ppm), citric acid, ammonium glycyrrhizate, cetylpyridinium chloride, disodium EDTA
(etildiaminotetraacetic acid), sodium propylparaben, sodium saccharin, sodium sulfite,
limonene, benzyl alcohol, eugenol

Paste: water, sorbitol, hidrated silica, glycerin, PEG-12 (dimethicone), sodium lauryl sulfate,
limonene flavor, cellulose gum, pvm/Ma copolymer, titanium dioxide, sodium fluoride

Clysiden Kit Express
(Ern)

(1463 ppm), papain, sodium saccharin, triclosan, sodium methilparaben,
trisodium phosphate, sodium propylparaben
Solution: carbamide peroxide (3%), excipients c.s.p.

Gel: alcohol, water, PEG-12 (dimethicone), glycerin, carbomer, phosphoric acid,
BHT (butylated hydroxytoluene), flavor, carbamide peroxide (2.7%)
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Table 2 Application modes and characteristics of bleaching products used in this study

Product Presentation Bleaching agent Application pH
Opalescence 0 Wear customized tray with the
(Ultradent) Gel CP10% product for 8 h a day 6-6.5
Opalescence Treswhite . Wear preloaded tray for 45
Supreme (Ultradent) Gel-tray HP 10% min a day 6-6.5
Toothbrush: Brush 3 times/day
for 3 min. Paste: 6
WhiteKin TOOt}}ETIES}LégEHQ)%m) CP 3% + Mouthwash: Rinse for one min Gel: 5-5.5
(Kin) MotKhwaZh lactoperoxidase with 15 mL of the product, once Mouthwash:
a day, after brushing teeth with 5-5.5
Whitekin gel+toothpaste
Toothbrush Toothbrush: Brush 3 times/day Paste: 5.5-6
Clysiden Kit Express (paste+solution) CP 3% and for 3 min Sjlz ti;)n.' 45
(Ern) followed by a CP2.7% Applied 30 s of Gel after each Gel2 '5 ’
Paintbrush (gel) toothbrush. ehe

saliva (Salivart, Fineman, Madrid, Spain) at 37°C. It was
composed of carboxymethylcellulose, sorbitol, sodium
chloride, potassium phosphate, calcium dihydrogen
chloride, magnesium hexahydrogen chloride, and
potassium dihydrogen phosphate!®.

Determination of the pH values of all bleaching
products tested was done using pH indicator strips
(Panpeha, Sigma-Aldrich, Seelze, Germany), and three
pH measurements were performed for each product.

Microtensile bond strength test

To determine the influence of elapsed time from end of
bleaching treatment to the adhesive procedure on uTBS
to enamel, six teeth were randomly selected from each
experimental group. They were assigned to different
subgroups depending on when the adhesive procedure
was carried out: immediately, at 1, 3, 7 or 14 days after
the bleaching treatment ended. All teeth were brushed
twice per day and kept in artificial saliva at 37°C until
the adhesive procedure was performed.

1. Adhesive procedure
To obtain specimens which were sufficiently long for
attachment to the uTBS measurement device, pulp
chambers were filled with a resin composite and lingual
surfaces were also restored with the same material.
Labial surfaces were mechanically ground with
#600 silicon carbide papers (Beta, Buehler, Lake Bluff,
IL, USA) under running water to obtain flat enamel
surfaces of 6 mmx8 mm. They were etched with 36%
phosphoric acid (Conditioner 36, Dentsply DeTrey,
Konstanz, Germany) for 30 s and washed with an air-
water spray. Excess water was removed. An adhesive,
Adper Scotchbond 1 XT (3M ESPE, St Paul, MN, USA,;
also named as Adper Single Bond Plus Adhesive in USA
and Adper Single Bond in Latin America), was applied
according to manufacturer’s instructions and light-
cured for 20 s with a LED unit using the HIGH mode
of 1,200 mW/cm? (Bluephase, Ivoclar Vivadent, Schaan,

Liechtenstein).

After light-curing, a microhybrid resin composite
(Filtek 7250, 3M ESPE) was placed on the treated
surface in two increments of 2 mm each. Each increment
was light-cured with the same LED unit using the HIGH
mode of 1,200 mW/cm?.

2. u'TBS measurement

After 24 h of water storage following the adhesive
procedure, all specimens were sectioned in both x
and y directions perpendicularly to the adhesive
interface, using a water-cooled diamond saw (IsoMet
5000), to obtain beams with a cross-sectional area of
approximately 1 mm? (5 to 8 beams per tooth). Exact
dimensions of the beams were measured using a digital
caliper (Mitutoyo Corp., Kanagawa, Japan). Each beam
was attached to a device for microtensile testing with
a cyanocrylate adhesive (Loctite Super Glue-3, Henkel,
Diisseldorf, Germany) and subject to the microtensile
test in a universal testing machine (Instron 3345,
Instron Corp, Canton, MA, USA) at a crosshead speed of
1 mm/min. Bond strengths were calculated in MPa, and
specimens which failed prior to testing were included in
the statistical analysis.

3. Statistical analysis

The influence of bleaching treatment on enamel bond
strength at different elapsed times between end of
bleaching treatment and the adhesive procedure was
analyzed by one-way ANOVA and Tukey’s test. All
statistical analyses were performed at a pre-set alpha
of 0.05 using SPSS 19 for Windows software (IBM Corp.,
Armonk, New York, USA).

Failure mode analysis

After uTBS test, fractured surfaces were analyzed by
a single operator under a stereomicroscope (Olympus
SZX17, Olympus Co., Tokyo, Japan) at X30 magnification.
Failure modes were classified as cohesive (in enamel or
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composite), adhesive (between adhesive and enamel),
or mixed (adhesive and cohesive fractures occurred
simultaneously).

SEM and EDS analyses
Representative  specimens  selected from each
experimental group were visualized by gold

sputtering (Bal-Tec SCD 005 Sputter Coater, Balzers,
Liechtenstein) and analyzed under a scanning electron
microscope (SEM; S3400N, Hitachi, Tokyo, Japan).

In addition, 20 bovine teeth were selected. Enamel
specimens of 6 mmX8 mmx1 mm were obtained from
central buccal surfaces and sectioned into two halves.
They were ground with 600-, 1,200-, and 4,000-grit
silicon carbide discs (BuehlerMet II, Buehler) and
polished with diamond abrasives (9-, 3-, and 1-pum;
MetaDi, Buehler). Between each polishing step,
specimens were ultrasonically cleaned for 10 min with
distilled water. One of the halves was used as control
and the other was treated with a bleaching product
following the same procedures described above.

After bleaching treatment or non-treatment
(control), all specimens were etched with 36%
phosphoric acid for 30 s and ultrasonically cleaned for
10 min. Specimens were dehydrated using increasing
concentrations of ethanol of 25% for 20 min, 50% for

20 min, 75% for 20 min, 95% for 30 min, and 100% for
60 min??, and then stored in a desiccator. Quantitative
elemental analysis of Ca and P by energy dispersive
X-ray spectroscopy (EDS) was carried out in two
randomly selected areas of each specimen at x5,000
magnification. An EDS probe (XL30, Edax, Mahwah,
NdJ, USA) coupled to the SEM (Phillips XL.30 ESEM, FEI
Company, Hillsboro, OR, USA) in environmental mode
was used. Average percentage of both elements was
recorded for control and treated surfaces and compared
by Student’s ¢-test for paired samples (p<0.05). Finally,
specimens were gold-sputtered and observed under
SEM. Representative images were obtained at
magnifications of 5,000, x20,000, and x50,000 and an
accelerating voltage of 20-25 kV.

RESULTS

pH values

Table 2 shows the pH values determined for all the
bleaching products tested in this study. All products
showed pH values higher than 5, except for Clysiden gel
with a pH value of 2.5.

Microtensile bond strength
Table 3 shows the mean uTBS and standard deviation

Table 3 Mean and standard deviation values of microtensile bond strength to enamel (MPa) obtained with the bleaching
products tested at different elapsed times after bleaching treatment (n=number of beams tested)

Group/Time elapsed Immediately 1 day 3 days 7 days 14 days
after bleaching 4TBS  n 4TBS  n 4TBS n 4TBS n 4TBS n
No treatment 26.0(8.7)a 35 24.4(5.5a 35 26.7(6.9a 32 258(84)a 27 268(@6.1a 28
Opalescence 27.1 (8.0)a 40 26.3 (9.8)a 30 25.2 (7.8)a 37 25.2 (5.6)a 31 26.4 (8.6)a 33
Opalescence Treswhite 27.7 (8.3)a 38 26.3 (7.7)a 39 26.0 (9.3)a 32 26.6 (8.1)a 38 26.1 (9.0)a 35
WhiteKin 23.6 (7.5)b 33 23.0 (7.4)b 33 22.6 (9.5b 31 22.3 (5.5)b 27 25.8(9.9)a 31
Clysiden 19.9 (5.6)c 38 18.9 (6.4)c 31 18.7 (6.2)c 31 19.6 (6.1)c 30 25.6(4.2)a* 31

Different letters in the same column indicate statistically different microtensile bond strength values among bleaching

products (p<0.05).

* Means statistically different microtensile bond strength for specimens treated with the same bleaching product at different

elapsed times (p<0.05).

Table 4 Failure mode distribution (%), where C: cohesive failure; A: adhesive failure; M: mixed failure

Group/Time elapsed Immediately 1 day 3 days 7 days 14 days
after bleaching A C M A C M A C M A C M A C M
No treatment 82.8 29 143 800 — 200 781 — 207 704 3.7 259 800 — 20.0
Opalescence 80.0 25 175 80.0 — 200 784 2.7 189 71.0 6.5 226 903 — 97
Opalescence Treswhite 789 — 21.1 846 — 154 81.3 6.3 124 79 10.5 10.5 80 — 20.0
WhiteKin 71.8 7.7 205 750 5.0 200 844 — 156 71.8 — 282 80 3.3 16.7
Clysiden 68.4 21.1 105 67.7 16.1 129 774 161 6.5 70.0 10 20.0 80.6 14.4 20.0
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(sd) values expressed in MPa. Significant differences
were detected among the bleaching products for several
periods of elapsed time evaluated (p<0.05). When the
adhesive procedure was performed immediately, at 1, 3,
or 7 days after the bleaching treatment, Clysiden-treated
specimens showed the lowest uTBS values followed by
the WhiteKin group (p<0.05). However, Opalescence-
and Treswhite-treated specimens showed values similar
to those obtained by the control group (p>0.05).

When the adhesive procedure was performed at 14
days after the bleaching treatment, similar x#TBS values
were obtained regardless of the bleaching product
applied (p>0.05).
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Failure mode

On the overall, predominant failure mode among all
the bleaching products and elapsed times was adhesive
failure between enamel and the adhesive. However,
Clysiden-treated specimens exhibited a higher
percentage of cohesive failures in enamel compared with
the other groups (Table 4).

Surface morphology by SEM

When compared with their controls, bleached
specimens showed no obvious alterations in their
surface morphology, except when treated with Clysiden
(Fig. 1). Clysiden-treated specimens exhibited a more
extensive and irregular etching pattern, showing wider
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Representative SEM micrographs of enamel surfaces.

Left images correspond to the control group, and right images show the same acid-etched specimens
after bleaching with the different products tested at x5,000 magnification and 20 kV accelerating
voltage. (a, b):Opalescence; (c, d): Opalescence Treswhite; (e, f): WhiteKin; and (g, h): Clysiden.
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Fig. 2 Representative images of enamel surfaces from the Clysiden experimental group.
Upper-row images correspond to the control group, and lower-row images show the Clysiden-bleached specimens at
%x20,000, X25,000, or X50,000 magnification and 20-25 kV accelerating voltage. Etching pattern is more extensive in
the bleached specimens. Some areas show wider interprismatic spaces and others show higher mineral loss (e, g). In
contrast, the etching pattern disappeared due to accumulation of crystals (f, h).

Table 5 Comparison of mean and standard deviation values of Ca and P (weight%) between control and bleached specimens

according to the bleaching product tested

Ca control Ca bleached P control P bleached
Group
Wt % n Wt % n Wt % n Wt % n
Opalescence 38.9 (1.7) 10 37.9 (0.7) 10 17.6 (1.5) 10 17.7 (1.4) 10

Opalescence Treswhite

WhiteKin

39.0 (0.5) 10
37.5 (0.5) 10
38.5(0.3)* 10

39.6 (0.9) 10
38.1(0.3) 10
36.2(0.3)* 10

17.6 (0.8) 10 17.6 (1.1) 10

17.6 (0.3) 10 17.4 (0.2) 10

Clysiden 17.5 (0.3)* 10 17.1 (0.3)* 10

* Means statistical differences in weight % of Ca or P between control and bleached specimens

interprismatic spaces and higher mineral loss (Fig. 2).

Ca and P content

Table 5 shows the EDS analysis results. Only specimens
bleached with Clysiden exhibited a significantly lower
content of Ca and P in comparison with their control.

DISCUSSION

When enamel was bleached with 10% carbamide
peroxide gel (Opalescence) or 10% hydrogen peroxide
gel (Treswhite Supreme) in the present study, bond
strength with resin composite was not affected regardless
of the time elapsed between the end of bleaching
treatment and the adhesive procedure. These results
agreed with those obtained by Patusco et al.*® with
10% carbamide peroxide, by Barbosa et al.?» with 16%
carbamide peroxide in an in situ study, and by Gurgan
et al. at 30% concentration®?. At the same time, it must
be pointed out that specimens were stored in artificial
saliva and brushed twice per day with a fluoride paste

to simulate realistic oral conditions. This could have
contributed to enamel remineralization®3%, and hence
the results.

When enamel was bleached with OTC bleaching
products WhiteKin and Clysiden, significantly lower
microtensile bond strengths than those of the control
group were obtained immediately, at 1, 3, and 7 days
after the bleaching treatment.

The authors have reported a decrease in bond
strength of resin composites to bleached enamel even
when low-concentration bleaching products were used,
such as 10% peroxide carbamide!'®'®?¥. One commonly
cited explanation was the presence of residual oxygen
in bleached enamel pores, which then hampered the
polymerization of resins'®?639. However, surface analysis
techniques showed that oxygen did not accumulate
within the near surface of bleached enamel.
Nonetheless, if decreased bond strength were indeed
caused by residual oxygen, this adverse effect could be
eliminated by roughening the surface®® or by applying
phosphoric acid used in total-etch adhesive technique to
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remove this layer®?.

Other factors that might alter enamel adhesiveness
must be considered. The authors have reported that
peroxide-containing bleaching agents affected the
organic phase of enamel, not only at the surface but
also in the inner structure, as their low molecular weight
allows them to rapidly penetrate the enamel'?. In
fact, demineralization of enamel surface to a depth of
50 um has been described even for a 10% peroxide
carbamide application®®. Morphology of enamel was
altered due to loss of calcium and phosphate, and
modifications in surface crystals were observed®.
Reduction in mineral content of enamel also led to
increased superficial enamel porosity, overetched
appearance, loss of prismatic structure, and decrease
in microhardness!#337404D  Thege effects remained
after phosphoric acid etching since resin tags formed in
bleached and etched enamel were less defined!®.

When compared with the control, specimens treated
with Clysiden in this study showed a significant decrease
in Ca and P content, loss of prismatic form, and a more
aggressive etching pattern (Figs. 1 and 2). Accordingly,
Clysiden-treated specimens had a higher percentage of
cohesive failures in enamel.

The demineralizing effect of bleaching agents is
attributed to their pH levels and is a determining factor
in enamel adhesiveness: a greater loss of calcium and
phosphorus is produced by phosphoric acid etching of
enamel after bleaching'¥. Enamel demineralization
occurs at a pH lower than the 5.2-5.8 range*®. In the
present study, Clysiden showed the lowest pH values
—pH of solution was 4.5 and that of gel (which included
carbamide peroxide together with phosphoric acid and
carbomer) was 2.5.

For the other OTC product, WhiteKin, no
information was found in published literature regarding
its possible effect on enamel properties. To the best of
the authors’ knowledge, only a clinical study was
published on this product’s efficiency for dental
whitening?®®. WhiteKin-treated specimens exhibited
lower microtensile bond strength when compared with
the control. This result could stem from its composition,
which included EDTA and citric acid, and that its pH
ranged between 5 and 5.5. However, no statistical
differences were found in microchemical composition
after etching.

Although bleaching products may have a deleterious
effect on resin composite bond strength to enamel, this
effect is transient and enamel adhesiveness recovers
after a waiting period. However, the amount of
time required to return bond strength to normal is
controversial, ranging from 24 h to 4 weeks, as reported
in published literature?264449 [n the present study,
bond strength to enamel was completely recovered
after 14 days of storage in artificial saliva in the case
of specimens bleached with WhiteKin and Clysiden Kit
Express.

Based on the results of the present study, dentists
should be aware of the possible negative effect of OTC
bleaching products on enamel adhesiveness. Therefore,

they should ask their patients whether they use any
OTC products to avoid performing an adhesive procedure
without a waiting period. In the case of WhiteKin and
Clysiden Kit Express, the waiting period should be a
minimum of 14 days.

CONCLUSION

Although resin composite bond strength to enamel
could be affected with the use of low-concentration
OTC bleaching products, it returned to normal after 14
days in artificial saliva storage. When compared with
the unbleached control, Clysiden-treated specimens
exhibited a significantly lower Ca and P content and
a more irregular etching pattern after etching with
phosphoric acid.
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