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I.RESUMEN 

 

Introducción: La caries es una de las enfermedades más prevalentes a nivel 

mundial. Se caracteriza por la pérdida de minerales a causa de subproductos ácidos 

liberados por bacterias presentes en la biopelícula adherida a las superficies de los 

dientes. Esta produce lesiones que pueden culminar en la pérdida de la estructura 

dentaria, junto con todas las repercusiones que esto genera en la calidad de vida y 

salud de las personas. Los agentes remineralizantes a base de flúor son productos 

utilizados para revertir la pérdida de minerales en las etapas iniciales de esta 

enfermedad. La finalidad de esta investigación radicó en evaluar la capacidad 

remineralizante de BlueRemin®, un nuevo agente remineralizante a base de flúor y 

grafeno, con el objetivo de iniciar una línea de investigación que permita evaluar sus 

propiedades y futuras aplicaciones clínicas. 

 

 

Objetivos: Establecer diferencias en la dureza superficial en especímenes de 

esmalte desmineralizados mediante un modelo de caries microbiológico y luego de 

ser sometidos a un protocolo de remineralización con BlueRemin®. 

 

 

Metodología: Se utilizó el modelo de caries descrito por Ccahuana y Cury (2010), 

que consiste en la simulación de un ambiente cariogénico mediante la exposición 

de bloques de esmalte a sacarosa, previa formación de una biopelícula 

monoespecie de Streptococcus mutans, lo cual permitió obtener una zona de 

desmineralización compatible con una lesión de caries no cavitada que luego fue 

remineralizada con el agente remineralizador experimental BlueRemin®. Los 

bloques de esmalte fueron evaluados por microdureza de Vickers antes de la 

exposición a sacarosa, después de la desmineralización y una vez aplicado el 

agente remineralizador. 
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Resultados: Las microdurezas de los especímenes de esmalte expuestos al 

modelo de caries experimentaron un aumento estadísticamente significativo (p < 

0.05) luego de ser tratados con el agente remineralizador BlueRemin®. 

 

 

Conclusiones: Debido a que la aplicación de BlueRemin® generó un aumento de 

la dureza superficial estadísticamente significativo (p < 0.05) de todas las muestras 

de esmalte, se sugiere que posee capacidad remineralizante. 

. 
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 II. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Introducción   

Las enfermedades bucodentales, como caries dental, periodontitis y cáncer de boca 

y faringe son un problema de salud de alcance mundial (OMS 2012). Dentro de 

estas enfermedades, la caries dental representa el mayor problema de salud oral 

que afecta a los países industrializados y, cada vez con mayor frecuencia, a los 

países en desarrollo, en especial a las comunidades más pobres. La Federación 

Dental Internacional (FDI) en su atlas de salud oral del 2012 informa que la caries 

dental es el mayor problema de salud pública a nivel mundial (FDI 2012). Estudios 

epidemiológicos revelan que entre un 60-90% de los escolares y casi un 100% de 

los adultos tiene caries dental en el mundo (OMS 2012). En Chile, la realidad no es 

diferente, los últimos estudios de prevalencia de caries realizados por el Ministerio 

de Salud indican que la prevalencia en la población chilena es del 70.3% a los 6 

años, del 62.5 % a los 12 años (MINSAL 2007, Soto y Tapia 2007) y en adultos llega 

casi a un 100% (Arteaga y cols. 2009).  

 

 

2.2 Enfermedad de caries 

La enfermedad de caries es un proceso patológico crónico que está caracterizado 

por la pérdida neta de minerales a causa de subproductos ácidos provenientes de 

la actividad metabólica de bacterias presentes en la biopelícula adherida a las 

superficies del diente (Selwitz y cols. 2007). En presencia de carbohidratos 

fermentables provenientes de los alimentos, estos microorganismos son capaces 

de producir ácidos orgánicos que difunden a la superficie dentaria, lo cual genera la 

desmineralización parcial de la estructura. En un periodo de tiempo, si la tasa de 

desmineralización es mayor que la tasa de remineralización existe una pérdida neta 

de minerales que produce cambios en la superficie del diente, definida como lesión 

de caries (Aoba 2004, Konig 2004). Las lesiones de caries pueden manifestarse 

desde pequeñas pérdidas de mineral en la subsuperficie del esmalte que producen 

solo cambios ópticos en el tejido (Selwitz y cols. 2007). Es decir, no existe evidencia 

visual de una cavidad, hasta la destrucción total del esmalte, la dentina o el 
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cemento, situación que repercute en la calidad de vida y salud de las personas (Filho 

y Lima 2008).  

 

 

2.3 Esmalte dental 

El esmalte es uno de los tejidos dentales sobre el cual se desarrolla la enfermedad 

de caries. Está compuesto por un 96% de matriz inorgánica, 3% de agua y 1% de 

materia orgánica (Simmer y Finchman 1995). Gracias a su alto contenido mineral, 

es el tejido más duro de nuestro organismo. Al ser un tejido acelular y avascular no 

posee la capacidad de remodelarse o repararse (Mihu y cols. 2008). 

 

Estructuralmente está constituido por unidades repetitivas básicas y altamente 

mineralizadas que lo recorren en todo su espesor, desde el limite amelodentinario 

a la superficie externa o libre en contacto con el medio bucal (Nanci 2003). Estas 

estructuras reciben el nombre de Prismas o Varillas del esmalte, y corresponden a 

agrupaciones en haces de hasta mil cristales de hidroxiapatita (HAp). La HAp es un 

fosfato de calcio cristalino que representa el principal componente inorgánico del 

esmalte (Elliott y cols. 1985). Está compuesta principalmente por iones calcio, 

fosfato e hidroxilos en una relación estequiométrica 10:6:2 (Robinson y cols. 1989). 

Estos iones permanecen unidos dentro la estructura del cristal mediante enlaces 

iónicos (Castellanos y cols. 2013). Entre los Prismas o Varillas del esmalte se 

encuentra el espacio interprismático, zona con gran contenido de agua que permite 

el flujo constante de iones desde el medio al cristal o viceversa, generando 

sustituciones iónicas que modifican las propiedades de la HAp (Eanes 1979). 

 

 

2.4 Biopelícula  

La biopelícula se define como un consorcio microbiano organizado, inmerso en una 

matriz de exopolisacáridos de origen mixto, adherido a una superficie dura viva o 

inerte. La organización de los microorganismos en biopelículas le otorga a la 

comunidad bacteriana características únicas que no son observables en cultivos 

líquidos ni en el microorganismo por sí solo.  Algunos estudios han revelado que 
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ciertas biopelículas pueden ser hasta 1000 veces más tolerantes a agentes 

antimicrobianos que las mismas células en crecimiento planctónico, así como 

también la asociación de comunidades de diferentes especies pueden otorgar 

mayor patogenicidad a la biopelícula, que cultivos puros de microorganismos (Marsh 

1995).  

 

Para la formación de la biopelícula sobre las estructuras dentales se deben dar tres 

pasos fundamentales. El primer paso es la formación de la película adquirida (PA) 

sobre las superficies de los dientes. Esta corresponde a una delgada capa de 

proteínas y glucoproteínas contenidas en la saliva y el líquido crevicular gingival, así 

como también en productos microbianos y celulares. La adsorción de dichas 

biomoléculas no ocurre exclusivamente sobre el tejido del esmalte, sino que existe 

PA en todas las superficies bucales (Melchora y cols. 2007). La formación de la PA 

es un fenómeno muy rápido que se produce por un mecanismo de adsorción 

selectiva de iones (Bennick y Cannon 1978). Dado que los cristales de HAp poseen 

carga negativa superficial por la presencia de grupos fosfatos en su estructura, para 

su neutralización son atraídas cantidades equivalentes de calcio iónico provenientes 

de la saliva, formando una capa de iones denominada capa de hidratación o de 

Stern. Ésta actúa de puente para la unión de las glicoproteínas a la superficie del 

esmalte (Poyato y cols. 2001). Por su parte, las proteínas catiónicas interactúan 

directamente con los grupos fosfato de la HAp a través de enlaces iónicos (Zhan y 

cols. 1999). Si bien esta película proteica desempeña importantes funciones 

protectoras, como regular el contacto de la superficie dental con ácidos de los 

alimentos y del metabolismo de las bacterias presentes en boca (Lissera y cols. 

1998, Hanning y Balz 2001), también otorga sitios para la adhesión de 

microorganismos, que corresponde al segundo estadío en la formación de la 

biopelícula. El segundo paso entonces corresponde a la colonización de la PA por 

diferentes especies bacterianas. Las primeras bacterias que logran retenerse lo 

hacen mediante interacciones fisicoquímicas no específicas entre moléculas 

cargadas provenientes de la célula bacteriana y la superficie de la PA (Busscher y 

Van der Mei 1997, Davey y O'toole 2000). Posteriormente, se establecen 

interacciones intermoleculares específicas entre las adhesinas bacterianas y los 
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receptores complementarios de la PA, dando como resultado una adherencia 

irreversible (Whittaker y cols. 1996, Jenkinson y cols. 1997). En las primeras uniones 

encontramos principalmente Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis y 

Actinomyces spp, que reciben el nombre de colonizadores primarios. El tercer paso 

corresponde a la agregación de microorganismos diferentes a los colonizadores 

primarios a través de relaciones célula célula en un fenómeno que recibe el nombre 

de coadhesión. Acá podemos encontrar Streptococcus mutans (S. mutans) 

(Kolenbrander 1993, Busscher y Van der Mei 1997). Con el paso del tiempo la 

biopelícula se va organizando y estructurando hasta alcanzar su estado de 

maduración (Bradshaw y Marsh 1999, Forssten y cols. 2010). 

 

 

2.5 Streptococcus mutans 

S. mutans es una bacteria cocácea Gram positivo que frecuentemente se encuentra 

asociada en cadenas largas o cortas dependiendo de la disponibilidad de nutrientes 

(Forssten y cols. 2010). Son anaerobias facultativas por lo que su crecimiento se ve 

favorecido por una concentración de CO2 cercana al 10% (Lemos 2013). Se puede 

encontrar en la cavidad oral, faringe e intestino. Su capacidad de adhesión a 

superficies dentales y a otras bacterias, así como la producción de metabolitos 

ácidos, su capacidad de generar reservas de glicógeno y su habilidad de sintetizar 

polisacáridos extracelulares en presencia de sacarosa, fructosa y glucosa hace que 

sea una de las principales especies bacterianas que se encuentran en la etiología 

de la caries dental (Forssten y cols. 2010). 

 

 

2.6 Química de la de caries dental 

El metabolismo de las bacterias presentes en la biopelícula adherida a las 

superficies del esmalte produce ácidos orgánicos capaces de liberar iones 

hidrógeno, provocado una disminución del pH de la cavidad oral (Marsh y Nyvad 

2008). En exceso de Hidrógeno, los iones fosfato e hidroxilos del medio reaccionan 

con estos para formar ácido fosfórico y agua respectivamente (Castellanos y cols. 

2013). Esto provoca una disminución abrupta de la concentración de iones fosfato 
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e hidroxilos, generando condiciones de subsaturación del medio, que favorece la 

salida de iones desde el complejo cristalino de la HAp del esmalte. A su vez, el 

calcio liberado del esmalte es capturado por las proteínas de la placa y saliva. Esto 

contribuye a la disminución total de todos los iones que hacen parte de la 

hidroxiapatita, manteniendo las condiciones de subsaturación y desmineralización 

del esmalte. Si esta condición se mantiene por un período de tiempo, confluye en la 

formación de una lesión de caries (Fejerskov 1997). 

Cuando el pH de la cavidad oral es superior a 5.5, se produce remineralización de 

manera natural, ya que la saliva se encuentra sobresaturada de iones calcio, fosfato 

y flúor respecto al cristal (Buzalaf y cols. 2011). Este se denomina pH crítico, ya que 

a valores menores el medio deja de estar sobresaturado respecto al cristal, y pasa 

a una solución subsaturada que determina la perdida de iones desde los cristales 

de HAp.  

 

 

2.7 Lesiones de caries 

Una vez establecido el proceso de pérdida de minerales, los primeros cambios 

estructurales sobre el esmalte comprenden el aumento del tamaño de los espacios 

intercristalinos. Esto contribuye al aumento de la porosidad de la superficie del 

esmalte, junto con la disminución de su dureza superficial (Balda y cols. 1999). 

Estos cambios en sus primeras etapas están a un nivel subclínico, es decir, las 

alteraciones son clínicamente invisibles. Conforme la lesión avanza, se comienzan 

a evidenciar las primeras manifestaciones clínicas de una lesión de caries. Estas 

corresponden a la aparición de una superficie opaca, de aspecto tizado y sin brillo 

denominada lesión inicial de caries o mancha blanca (Thylstryp y Fejerskov 1988). 

En un comienzo, estas lesiones solo se hacen visibles después de un secado prolijo 

de la superficie. Cuando ya somos capaces de ver lesiones de mancha blanca sin 

desecar, quiere decir que la desmineralización está más avanzada y ha 

comprometiendo todo el espesor del esmalte, alcanzando el limite amelodentinario, 

pudiendo incluso, afectar la dentina (Forssten y cols. 2010). Este fenómeno se 

produce por el índice de refracción del esmalte, su capacidad de dispersar la luz, el 

aumento de la porosidad de los cristales y la incorporación de agua y aire al interior 
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de su estructura. El esmalte dental tiene un índice de refracción de 1.66. Un 

aumento de su porosidad permite un aumento en su contenido de agua, que posee 

un índice de refracción 1.33. Estas diferencias en los índices de refracción afectan 

la dispersión de luz, lo que permite observar cambios en la opacidad del tejido 

afectado respecto al normal. Cuando el clínico seca la superficie del diente 

examinado, el aire, con un índice de refracción 1, remplaza al agua. Como estas 

diferencias de refracción son mayores, se genera una lesión mucho más obvia a la 

inspección visual, permitiendo realizar una detección más temprana de la caries 

dental (Kidd y Fejerskov 2004). 

 

Si la perdida de minerales de los tejidos dentarios continua, el esmalte colapsa y se 

fractura, generando la formación de una cavidad (Elderton 1990). Este proceso 

culmina con la destrucción total del esmalte, la dentina o el cemento, provocando la 

pérdida total de la estructura dentaria, con todas las repercusiones que esta 

situación genera en la salud y vida de las personas (Filho y Lima 2008). 

 

 

2.8 Control de la enfermedad de caries 

Es importante tener en cuenta que en el ser humano la biopelícula siempre se 

encuentra en formación, siempre está presente y metabólicamente activa, por lo 

que el proceso de caries es considerado actualmente un fenómeno natural, siempre 

presente que no puede ser prevenido sino más bien controlado de modo que una 

lesión de caries clínicamente visible nunca se desarrolle (Kidd y Fejerskov 2004).  

Los niveles sobre los cuales se puede actuar para controlar la caries como 

enfermedad son la evaluación de los factores de riesgo, instruir a una correcta 

técnica higiene dental y protección del hospedero susceptible. Dentro de las formas 

de brindar protección al hospedero susceptible encontramos, entre otros, la 

aplicación de diferentes tipos de agentes remineralizantes (Urzúa y Moncada 2008). 

 

2.9 Remineralizantes 

Los remineralizantes son agentes que apuntan a reforzar el estado del hospedero 

promoviendo la remineralización del tejido dental (Lynch y Smith 2012).  La saliva 
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es el agente remineralizante por excelencia, ya que aporta iones bicarbonato y 

fosfato capaces de capturar el exceso de hidrógeno evitando la caída del pH de la 

cavidad oral. La disminución de la concentración de hidrógeno permite que iones 

fosfato e hidroxilo estén en mayor disponibilidad para depositarse en el esmalte y 

generar remineralización. Además, la saliva es considerada un vehículo clave para 

fomentar la remineralización del esmalte a través de otros agentes remineralizantes 

(Bardow y cols. 2008). Entre otros agentes remineralizantes del esmalte, la 

evidencia es amplia en mostrar la efectividad del flúor (Marinho y cols. 2003, Walsh 

y cols. 2010), el cual podemos encontrar en barnices y geles como el Flúor Silano 

0.1% con 7000ppm de flúor y el fluoruro de sodio al 5% con 22500 ppm de flúor 

(Duraphat®).   

 

 

2.10 Flúor 

El principal mecanismo de acción del flúor en la prevención y control de caries es 

local o posteruptivo, disminuyendo la desmineralización y aumentando la 

remineralización (Hellwing y Lennon 2004, Ten Cate 2004, Fejerskov y Kidd 2005, 

Adair 2006). Esto, gracias a las características de micro porosidad del esmalte y su 

intensa cinética de intercambio de iones con el medio, que permiten a la HAp 

remplazar sus iones hidroxilo por iones flúor (Buzalaf y cols. 2011, Lussi y cols. 

2012). Es así como el flúor, por su condición de sobresaturación con respecto al 

esmalte favorecerá su flujo hacia los cristales, remplazando los iones hidroxilos y 

acelerando el proceso de remineralización (Catellano y cols. 2013). La sustitución 

de iones hidroxilos por iones fluoruros generara la formación de cristales de 

flourhidroxiapatita o flourapatita. Estos cristales tienen una mayor fuerza de 

atracción entre sus iones, lo que disminuyen el tamaño de su celda unitaria y el valor 

del producto de solubilidad (Kps), tornándola menos soluble y más resistente al 

ataque ácido (Whelton y cols. 2004). De esta forma, el pH necesario para producir 

un desequilibro químico e inestabilidad de la molécula debe ser menor a 4.5 (Ten 

Cate 1990, Whelton y cols. 2004, Zamora y cols. 2006).  Además, la presencia de 

flúor favorece la formación de moléculas de fluoruro de calcio en el medio ambiente 

oral. Estos son verdaderos reservorios de iones de flúor y calcio pH dependientes. 
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Esta molécula, estable a pH neutro, se disocia y se convierte en el más importante 

surtidor de iones para el esmalte en momentos que el pH desciende y se produce 

desmineralización (Beltrán y Goldstein 2000, Zamora y cols. 2006, Buzalaf y cols. 

2011). Los fluoruros también tienen efectos sobre el ciclo glicolítico de las bacterias 

orales, interfiriendo en la regulación enzimática del metabolismo de carbohidratos, 

reduciendo así la producción de ácidos por parte de los microorganismos (Ten Cate 

2004).  

 

 

2.11 Fluoruro Diamino de Plata 

El Fluoruro Diamino de Plata (FDP) es un agente remineralizante de acción 

cariostática, que además de estimular la remineralización de los tejidos duros del 

diente, presenta una actividad antibacteriana (Rosenblatt y cols. 2009). Su acción 

antibacteriana ocurre mediante la interacción de la plata con los grupos sulfhídricos 

de las proteínas y el ADN de las bacterias, alterando los enlaces hidrógenos e 

inhibiendo así los procesos de respiración, síntesis de pared y división celular 

(Garcia y cols. 2013). A un nivel macro estas interacciones eliminan las bacterias e 

inhiben la formación de la biopelícula. A pesar de su efectividad clínica este agente 

presenta dos grandes problemas: La aparición de una mancha negra sobre las 

zonas tratadas y una elevada toxicidad sobre algunas células orales debido la 

presencia de plata en su composición (Yamamoto 1998). 

 

 

2.12 Óxido de Grafeno   

El avance y la búsqueda de nuevos desafíos en el ámbito científico han impulsado 

el desarrollo y descubrimiento de nuevos materiales. Uno de estos es el grafeno, un 

material derivado del grafito, una de las formas alotrópicas del carbono, que posee 

gran cantidad de propiedades y potenciales usos. El grafeno corresponde a 

nanoláminas de carbono unidas mediante enlaces covalentes constituidas por un 

solo átomo de espesor que posee una estructura hexagonal plana que asemeja a 

un panel de abejas (Geim y Novoselov 2007). Su derivado, el óxido de grafeno, 

modificado por el número de oxígenos presentes en su estructura (Zhu y cols. 2010), 
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presenta propiedades muy beneficiosas para el ámbito odontológico. Se ha 

demostrado que el óxido de grafeno es muy eficaz en la inhibición del crecimiento 

de bacterias relacionadas con enfermedades orales tales como S. mutans, 

Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum (Jianliang 2015). A través de 

microscopia electrónica de trasmisión, se evidenció que al entrar en contacto con 

estas bacterias presenta actividad bactericida, ya que afecta la integridad de la 

pared y membrana celular de dichos microorganismos. 

 

 

2.13 Modelos bacterianos para el estudio de caries 

Para simular lesiones de caries, se han implementado diferentes modelos in vitro a 

modo de probar diferentes materiales y técnicas restauradoras (Deng y Ten Cate 

2004, Seemann y cols. 2005, Steiner y cols. 2007, Ccahuana y Cury 2010, 

Giacaman 2012). Estos permiten tener un mejor control de las variables 

experimentales (Shu y cols. 2000). En 2005, Seeman y cols. generaron un modelo 

bacteriano monoespecie de S. mutans sobre premolares, con una continua 

exposición a sacarosa al 10%, donde obtuvieron formación de una biopelícula, 

logrando lesiones similares a lesiones de caries. 

En 2010 Ccahuana y Cury, implementaron un modelo similar que les permitieron 

evaluar el efecto de sustancias antimicrobianas sobre esmalte desmineralizado 

mediante la formación de una biopelícula. Ambos trabajos concluyeron que el 

modelo monoespecie de S. mutans genera una biopelícula in vitro y permite la 

formación de lesiones de caries sobre superficies dentales. 

 

 

2.14 Medición de dureza  

La medición de dureza superficial es un procedimiento bastante utilizado para 

determinar los efectos remineralizantes del flúor sobre estructuras dentales en 

estudios in vitro (Salehzadeh 2015). En 1992, Kodaka y cols. informaron que existía 

una estrecha relación entre el contenido mineral y la microdureza del esmalte. 

Posteriormente, numerosos estudios han evaluado la dureza superficial después de 

tratar superficies con fluoruros en forma tópica. Esto ha permitido evidenciar que 
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materiales experimentales aumentan la microdureza superficial de lesiones iniciales 

de caries (Byeon y cols. 2016). 

La prueba de dureza mide la resistencia de la superficie de un material a la 

penetración de un objeto duro. La dureza, dependiendo del contexto, representa la 

resistencia a los rayones o a la indentación, y es una medida cualitativa de la 

resistencia de un material. Esta depende del grado de cohesión entre las partículas 

que componen una determinada sustancia (Bouschlicher y cols. 2004). Existen 

varios tipos de pruebas para determinar dureza. Estas se dividen en pruebas de 

macro y microdureza (Tsukuma y cols. 1985, Donald y cols. 2011). Las pruebas de 

microdureza son las más adecuadas para medir la dureza de la estructura del 

diente, ya que permiten medir la dureza de materiales finos y regiones pequeñas. 

Dentro de las pruebas de microdureza en esmalte, las más utilizadas son la de 

Knoop y de Vickers. Estas utilizan cargas menores a 2 Newton, ideales para 

muestras pequeñas y resilientes como el esmalte  

 

En un ensayo de Dureza Vickers, el procedimiento consiste en ubicar la muestra 

sobre una plataforma y ajustar el lente del microdurómetro hasta que la superficie 

se observe nítidamente. Posteriormente, se aplica una carga de 1.961 Newton (N) 

durante un tiempo de 15 segundos. El indentador posee una punta de diamante, la 

cual deja una huella sobre la muestra con forma de rombo. Al medir las diagonales 

de la huella, se obtiene la lectura de microdureza Vickers, que es calculada 

automáticamente por el microdurómetro a través de la siguiente fórmula: 

 

𝐻𝑉 = 𝐾 ∙
𝐹

𝑑2
 

 

Donde 

K: Constante que depende de la máquina (para este caso K= 0.1891)  

F: Carga aplicada (para este caso F= 1.961)  

d: Longitud promedio de las diagonales de indentación  

(Majithia y cols 2016). 
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2.13 Planteamiento del problema  

Entre las patologías orales, la enfermedad de caries resalta por su alta tasa de 

incidencia. Esta enfermedad, que se caracteriza por la pérdida de minerales por 

parte los dientes, afecta funciones vitales básicas como la alimentación y la 

nutrición, y altera otras más complejas que influyen en la vida de relación de las 

personas. Es decir, tanto la calidad de vida como la salud integral de las personas 

se ven comprometidas. Es por eso, que resulta fundamental el desarrollo de nuevas 

alternativas de tratamiento que nos permitan combatir esta enfermedad. 

 

Actualmente, en el tratamiento y prevención de esta patología, se utilizan técnicas 

de inhibición de la desmineralización de los tejidos dentarios, así como de control 

de los microorganismos y de remineralización de los tejidos afectados. Productos 

que reúnan estas propiedades representan una necesidad en la práctica clínica de 

la odontología. 

 

Un equipo multidisciplinario de nuestra Universidad, en búsqueda de una nueva 

alternativa de tratamiento para esta enfermedad, ha desarrollado BlueRemin®. Un 

producto a base de flúor y óxido de grafeno que busca ofrecer la posibilidad de 

inhibir el proceso de desmineralización, al mismo tiempo, generar eliminación de 

bacterias y otorgar una capacidad remineralizante sin toxicidad y aparición de una 

mancha negra en las zonas tratadas.  

 

Para lograr un completo desarrollo de BlueRemin®, con el fin de ser utilizado en la 

práctica clínica, aún son necesarios los estudios que nos permitan corroborar cada 

una de las características clínicas que se esperan de este producto. 

 

En este contexto, nos hemos propuesto resolver en primera instancia, la siguiente 

pregunta:  

¿Tiene BlueRemin® una acción remineralizante in vitro sobre zonas 

desmineralizadas de esmalte obtenidas en un modelo experimental de caries? 
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III. HIPÓTESIS 

 

BlueRemin® tiene una acción remineralizante in vitro sobre zonas desmineralizadas 

de esmalte obtenidas en un modelo experimental de caries. 

 

 

 

IV. OBJETIVO GENERAL 

 

Establecer diferencias en la dureza superficial en especímenes de esmalte 

desmineralizados mediante un modelo de caries microbiológico y luego de ser 

sometidos a un protocolo de remineralización con BlueRemin®. 

 

 

 

V. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar la dureza superficial de especímenes de esmalte antes y después 

de ser sometidos a un modelo experimental de caries microbiológico 

monoespecie.  

 

2. Determinar la dureza superficial de especímenes de esmalte remineralizados 

a través de un protocolo de remineralización con BlueRemin®, Fluoruro 

Diamino de Plata y Flúor Silano.  

 

3. Comparar las durezas entre especímenes de esmalte remineralizados con 

BlueRemin®, Fluoruro Diamino de Plata y Flúor Silano. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se utilizó el modelo de caries descrito por Ccahuana y Cury (2010), que permitió 

simular un ambiente cariogénico mediante la exposición de bloques de esmalte a 

sacarosa, previa formación de una biopelícula monoespecie de S. mutans. Esto 

generó una zona de desmineralización compatible con una lesión de caries no 

cavitada que luego fue remineralizada con el agente remineralizador experimental 

BlueRemin®. Los bloques de esmalte fueron evaluados por microdureza de Vickers 

antes de la exposición a sacarosa, después de la desmineralización y una vez 

aplicado el agente remineralizador. 

 

 

6.1 Obtención y almacenamiento de las muestras  

Las muestras se obtuvieron del corte en bloque de 12 terceros molares humanos 

incluidos (sin contacto con el medio oral) proporcionados voluntariamente por 5 

pacientes que fueron sometidos a exodoncias por indicación de ortodoncia. Los 

pacientes firmaron un consentimiento informado (Anexo 2) donando el material 

biológico para uso exclusivo de este estudio. Los dientes fueron almacenados en 

agua destilada para su conservación hasta el día de su utilización. 

 

 

6.1.1 Corte de las muestras  

Se cortaron los terceros molares con un disco de acero diamantado de 0.20 mm de 

grosor marca Horico (Alemania) (Figura 1). De los bloques de esmalte obtenidos se 

seleccionaron 24 muestras de un promedio de 5 mm x 8 mm x 3 mm cada una. La 

superficie escogida para el ensayo fue dividida en 3 zonas iguales, las cuales se 

denominaron A, B y C (Figura 2a). 
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Figura 1. Recortadora con disco de acero diamantado. Este instrumento se utilizó para recortar 

los terceros molares y obtener las 24 muestras (bloques esmalte) sobre las cuales se desarrollará 

una biopelícula de S. mutans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 2. Esquema de muestras de esmalte. a) Muestra la superficie escogida para el ensayo 

dividida en tres zonas iguales denominadas A, B y C.  b) Se observa ubicación de las indentaciones 

en la zona A. c) Bloque de esmalte pintado con esmalte de uñas a excepción de las zonas B y C. 
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6.1.2 Medición dureza inicial 

A los 24 bloques de esmalte se les realizó la medición de dureza superficial inicial 

mediante 6 indentaciones en la zona A, correspondiente al grupo control, 

obteniendo un tamaño muestral N:144 (Figura 2b). Este procedimiento se llevó 

acabo con el microindentador de Vickers Struers Duramin (USA) proporcionado por 

el Laboratorio de Ciencias de los Materiales de la Facultad de Ingeniería de la 

Universidad de Chile (Figura 3). Las indentaciones se distribuyeron de manera 

aleatoria. Se utilizó una carga de 1.961 Newton durante 10 segundos. 

Posteriormente, a cada uno de los bloques, se le calculó el promedio de las 6 

mediciones obtenidas y se le denominó DS1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Imagen del microindentador de Vickers Struers Duramin (USA). Instrumento utilizado 

para la medición de dureza superficial de las muestras de esmalte. 
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Figura 4. Imagen de una microindentación realizada en la zona A de una las muestras de 

esmalte. El rombo corresponde a la microindentación realizada por el microindentador de Vickers 

sobre la muestra de esmalte. Las líneas I y II determinan la medida de una de las diagonales del 

rombo, y permiten calcular el valor de dureza superficial tal como se describió en el Marco Teórico. 

 

 

6.1.3 Montaje de las muestras  

Los bloques, posteriormente fueron pintados con barniz de uñas en todas las 

superficies a excepción de las zonas B y C, seleccionadas como áreas blanco para 

la desmineralización (Figura 2c). 

 

En forma paralela se confeccionó una estructura metálica de alambre de ortodoncia 

de 0.8 mm para cada muestra de esmalte (Figura 5a). La adhesión del bloque de 

esmalte a la estructura metálica se realizó con resina flow en la superficie opuesta 

a la escogida para el ensayo (Figura 5b). No se realizó grabado ácido sobre la 

superficie.  
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Figura 5. Muestra de esmalte con armazón metálico. a) Vista frontal a) Vista trasera, donde fue 

adherida la escruta metálica a la muestra de esmalte. 

  

 

Los 24 bloques, junto con su armazón fueron distribuidos sobre placas de Petri y 

esterilizados durante 30 minutos por lado con luz ultravioleta en una campana de 

flujo laminar. 

 

Luego, con una pinza estéril, se montaron las 24 muestras sobre una placa de 

cultivo celular de polietileno estéril de 24 pocillos marca Trueline (USA). Estas 

placas presentan una distribución de los pocillos en filas (A, B, C y D) y columnas 

(1 al 6), lo que permitió asignarle un nombre a cada una de las muestras para su 

posterior identificación (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Placa de cultivo celular de polietileno con las muestras de esmalte suspendidas en los 

pocillos. 

a b 

A 

B 

C 

D 

1 2 3 4 5 6 
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6.2 Recolección de saliva e hidratación de los bloques de esmalte 

Se recolectaron 50 mL de saliva humana de un individuo libre de enfermedades 

virales, bacterianas y sistémicas en 2 tubos centrífuga estériles (25 mL en cada tubo 

centrifuga). Luego, la saliva fue traspasada a jeringas de 20 mL conectada a un filtro 

marca Biofil tipo Syringe Filter de 0.22 μm, dispuesto sobre un tubo centrifuga estéril. 

La filtración se llevó a cabo de manera manual aplicando una leve presión digital 

sobre la jeringa (Figura 7a y 7b). Esto permitió la eliminación de microorganismos 

de la suspensión de saliva recolectada.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 7. Recolección de saliva. a) Materiales utilizados para filtrar saliva: Filtro Biofil, Jeringa de 

20 mL y Tubos centrifuga. b) Proceso de filtración de saliva. 

 

 

Para corroborar que la saliva estaba estéril, se sembraron 20 μL de saliva filtrada 

en una placa agar Triptona extracto de levadura cisteína (TYCS) y agar sangre, que 

luego fueron incubadas en condiciones de microaerofilia a 37ºC durante 48 horas.  

 

Una vez obtenida saliva estéril, se depositaron 2 mL en cada uno de los 24 pocillos 

conteniendo las muestras de esmalte, previa hidratación con agua destilada estéril 

por 30 minutos. Luego, la placa fue agitada con un Tape shake ® durante 30 minutos 

a 37ºC. Esto le permitió a la saliva bañar todas las superficies de esmalte e inducir 

la formación de PA. Una vez trascurrido el tiempo, bajo campana de bioseguridad 

nivel II A y pinza estéril, las muestras de esmalte fueron trasladas a una nueva placa 

de cultivo estéril. 

a b 
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6.3 Obtención de cultivo de Streptococcus mutans  

Se utilizó S. mutans ATCC 33668 proporcionada por el área de microbiología de la 

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile.  

 

Se utilizaron medios de cultivo agar TYCS y caldo Infusión Cerebro Corazón (BHI). 

Cada medio de cultivo se preparó según protocolo y especificaciones del fabricante.  

La preparación de las placas de cultivo se realizó bajo campana de flujo laminar, 

con el objetivo de reducir el riesgo de contaminación. Se incubaron durante 12 horas 

a 37ºC como control de calidad y posteriormente se almacenaron a 4ºC hasta el día 

de su utilización. 

 

Luego de corroborar que los medios de cultivo estuviesen estériles, se procedió a 

inocular 100 μL de un cultivo liquido de S. mutans ATCC 33668. Esto se llevó a cabo 

en ambiente estéril, mediante la utilización de un mechero a gas. Las placas se 

incubaron en condiciones de microaerofilia a 37ºC durante 48 horas. 

 

Una vez obtenidas colonias de S. mutans, se realizó un análisis micro y 

macromorfológico para corroborar la pureza del cultivo y luego se resembraron en 

caldo BHI suplementado con glucosa 0.1 mM, y se incubaron en condiciones 

previamente descritas.  

 

 

6.4 Formación de biopelícula  

Posteriormente, sobre 22 de los 24 pocillos, se depositaron 2 mL de una suspensión 

de S. mutans crecida en caldo BHI, ajustada a una turbidez de McFarland 0.5, con 

sacarosa estéril al 10%. Esto permitió la formación de biopelícula sobre las muestras 

de esmalte. La suspensión bacteriana fue preparada en un tubo centrifuga estéril 

en las siguientes proporciones: 

- 41.2 mL de caldo BHI  

-   4.6 mL de sacarosa al 10%  

-   2.2 mL de caldo bacteriano ajustado a 0.5 McFarland  
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En los 2 pocillos restantes (C6 y D6) se depositó 2 mL de una solución de caldo BHI 

estéril y sacarosa al 10% estéril, con el objetivo de obtener dos muestras sin 

formación de biopelícula. Estas dos muestras sin desmineralizar fueron utilizadas 

como controles negativos de desmineralización. La solución se preparó en un tubo 

centrifuga estéril en las siguientes proporciones:                                                                                                                   

- 43.2 mL de caldo BHI                                                                                                                

-   5.8 mL de sacarosa al 10%  

 

 

Luego, la placa fue incubada en condiciones de microaerofilia a 37ºC durante 36 

horas. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 8. Preparación de suspensión bacteriana para la formación de biopelícula sobre las muestras 

de esmalte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Muestras de esmalte suspendidas en suspensión bacteria y solución estéril (pocillos C6 y 

D6).  
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6.5 Tratamiento de desmineralización 

Luego de formada la biopelícula, las muestras fueron introducidas en una solución 

de sacarosa estéril al 10% durante 5 minutos, 4 veces al día por 5 días con el 

objetivo de lograr una zona de desmineralización compatible con una lesión de 

caries dental no cavitada, como indica el protocolo de Ccahuana y Cury (2010). 

 

Para esto, al inicio de cada jornada, se prepararon 3 placas de cultivo celular con 

distintas soluciones (Figura 10). La primera placa (P1), contenía en sus 24 pocillos 

2 mL de una solución de caldo BHI y glucosa 0.1 mM. Esta solución fue preparada 

en un tubo centrifuga estéril en las siguientes proporciones: 

- 43.2 mL de caldo BHI 

-   5.8 mL de glucosa 0.1 mM 

 

La segunda placa (P2) contenía 2 mL de sacarosa estéril al 10% en todos sus 

pocillos, y la tercera placa (P3), suero fisiológico estéril. Esto, para poder realizar 

los pasos descritos a continuación. 

 

 

 

Figura 10. De izquierda a derecha:  Placa P1 con solución de BHI y glucosa 0.1 mM, Placa P2 con 

sacarosa estéril al 10%, Placa P3 con suero fisiológico estéril.  

 

 

 

Placa P1 Placa P2 Placa P3 
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Cada 24 horas los bloques de esmalte fueron traspasados con pinza estéril y bajo 

campana de bioseguridad a una placa P1 con caldo BHI y glucosa fresca, con el 

objetivo de mantener cepas bacterianas fisiológicamente activas. 

 

El tratamiento desmineralizador consistió en llevar los bloques de esmalte a 

sacarosa estéril al 10% durante 5 minutos. Cada muestra, antes de ser colocada 

nuevamente en su cultivo bacteriano fue lavada con suero fisiológico estéril para 

eliminar residuos de sacarosa. El procedimiento se repitió 4 veces al día, a 

intervalos de 3 horas, durante 5 días seguidos.  

 

Durante el desarrollo del experimento se incluyeron los siguientes controles: 

 

- Control de viabilidad y pureza: para corroborar viabilidad y pureza de los inóculos 

de cada pocillo, se sembró 20 µL del cultivo en una placa de agar TYCS rotulada y 

dividida en 24 secciones (una para cada pocillo).  Luego de 24 horas de incubación 

en condiciones microaerofilia a 37ºC, se confirmó la existencia de colonias en la 

placa agar de morfología compatible con la descrita para S. mutans. Posteriormente 

las células obtenidas fueron teñidas con tinción Gram y observadas al microscopio 

óptico. Además, una de las muestras (D2) fue retirada al tercer día de formación de 

biopelícula y observada al microscopio electrónico de barrido. 

 

- Control negativo de desmineralización: correspondió a las muestras sin 

desmineralizar (C6 y D6) en donde se depositó caldo estéril y, por ende, no hubo 

formación de biopelícula. 

 

- Control positivo de desmineralización: se llevó a cabo mediante la 

desmineralización con ácido ortofosfórico al 37%, según indicación del fabricante 

para esmalte, de la superficie C de una de las muestras sin desmineralizar (C6). 
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Figura 11. Esquema resumen de protocolo experimental para la formación de biopelícula y 

desmineralización de las muestras. 

 

 

6.6 Acidogenicidad de la biopelícula 

Para determinar la producción de ácidos por parte de la biopelícula, se midió el pH 

de los medios de cultivo de cada pocillo con un papel indicador pH. Las mediciones 

se realizaron aun vez al día, al iniciar la jornada, en la placa P1 desechada. 

 

6.7 Recolección de las muestras 

Luego de ser sometidas al proceso de desmineralización durante 5 días, las 

muestras se lavaron con suero fisiológico estéril y cepillo suave, para eliminar 

residuos de biopelícula (Figura 12a). Una vez limpias se procedió a retirar el esmalte 

de uñas de las muestras (Figura 12b). 
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Figura 12. Recolección de muestras de esmalte. a) Muestra de esmalte desmineralizado sin 

biopelícula. b) Muestra de esmalte desmineralizado una vez removido esmalte de uñas. 

 

 

 

 

6.8 Medición de dureza después de la exposición  

Posteriormente, se procedió a medir la dureza superficial desmineralizada en la 

zona B mediante 6 indentaciones con microdurómetro, realizando el mismo 

procedimiento aplicado para la obtención de los datos de DS1, obteniendo un 

tamaño muestral de N: 144. Se calculó el promedio de las 6 indentaciones y se 

denominó DS2. 

 

 

6.9 Tratamiento remineralizador 

Tras obtener los bloques de esmalte desmineralizados, las muestras se secaron 

con una motita de algodón estéril, con el objetivo de evitar interferencias entre la 

humedad y el producto. Se les aplicó BlueRemin® sobre la zona C dejando actuar 

durante 2 minutos, luego se retiró el agente remineralizante con agua destilada 

estéril. Las muestras se dejaron en saliva artificial por 16 horas a 37ºC, con el 

objetivo de simular las condiciones del medio oral y permitir la incorporación de 

minerales al interior del esmalte, gracias al rol de vehículo que ejerce la saliva en el 

proceso de remineralización (Figura 13).  

 

 

 

a b 
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Figura 13. Muestras de esmalte conservadas en saliva artificial luego de la aplicación del agente 

remineralizante BlueRemin®.  

 

 

Se incluyeron los siguientes controles: 

 

-Control positivo de remineralización: se aplicó, sobre dos muestras 

desmineralizadas elegidas al azar (A6 y B6), Fluoruro Diamino de Plata (FAgamin®, 

Tedequim S.R.L., Córdoba – Argentina) y Barniz de Flúor (Flúor protector Barniz 

Ivoclar Vivadent A.G., Madrid – España), siguiendo el mismo protocolo utilizado para 

la aplicación de BlueRemin®. 

 

-Control negativo de remineralización: se utilizó la zona C de la otra muestra sin 

desmineralizar (D6). A esta muestra no se le realizo ningún tratamiento, a la espera 

de que mantuviera sus niveles de dureza. 

 

 

6.10 Evaluación de remineralización  

Para evaluar el grado de remineralización se volvió a medir microdureza de las 24 

muestras, esta vez sobre la zona C en donde actuó el agente remineralizador, 

siguiendo el mismo protocolo de las dos mediciones de dureza anteriores. Se volvió 

a calcular el promedio de las 6 indentaciones y se denominó DS3. Tamaño muestral 

N: 144. 

 



33 
 

6.11 Evaluación de cambios estructurales  

Para evaluar los cambios sufridos en la estructura del esmalte, una vez finalizado el 

experimento, se observaron en microscopio electrónico de barrido, las tres zonas 

de trabajo: zona A control, zona B desmineralizada y zona C remineralizada con 

BlueRemin®.  

 

 

6.12 Análisis estadístico 

Mediante el análisis estadístico se determinaron las diferencias existentes entre las 

durezas de especímenes de esmalte desmineralizados y remineralizados con 

BlueRemin®. Para eso se utilizaron los siguientes test estadísticos:  

 

- Test de Shapiro-wilk: se utilizó para de determinar el tipo de distribución de las 

medidas de cada grupo (normal o no normal). 

  

- Test de Student: tras obtener medidas con distribución normal, se utilizó este test 

para comparar los promedios de DS1/DS2 y DS2/DS3 para establecer si existía 

diferencias significativas entre ellos. 

 

- Test de Bonferroni: se utilizó para comparar los promedios de datos entre los 

diferentes tratamientos remineralizantes (BlueRemin®, Fluoruro Diamino de Plata y 

Barniz de Flúor) y establecer si existían diferencias significativas entre ellos. 
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VII.RESULTADOS 

 

7.1 Generación de un modelo experimental de caries microbiológico 

monoespecie. 

 

7.1.1 Formación de biopelícula  

Mediante inspección visual se evidenció la formación de una biopelícula 

blanquecina sobre las superficies de las 22 muestras de esmalte expuestas a una 

suspensión de S. mutans crecida en caldo BHI, ajustada a McFarland 0.5 con 

sacarosa estéril al 10% (Figura 14a y 14b). Las muestras incubadas sin una 

suspensión bacterias (C6 y D6) mantuvieron sus superficies limpias sin formación 

de biopelícula, como se observa en la Figura 14c y 14d. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Imagen de bloques de esmalte al quinto día de exposición a sacarosa. a) Vista frontal 

de una muestra de esmalte con formación de biopelícula.  b) Vista posterior de una muestra de 

esmalte con formación de biopelícula. c) Vista frontal de una muestra de esmalte sin formación de 

biopelícula. d) Vista posterior de una muestra de esmalte sin formación de biopelícula. 

 

a b 

c d 
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7.1.2 Controles de viabilidad y pureza de S. mutans 

Las pruebas de viabilidad y pureza fueron positivas para todas las muestras de 

esmalte con inóculo de S. mutans. Como se observa en la Figura 15, se confirmó la 

existencia de colonias bacterianas en la placa de agar TYCS con morfología 

compatible con la descrita para S. mutans en todas las muestras en donde hubo 

formación de biopelícula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Imagen placa de agar TYCS usada para el control de viabilidad de S. mutans al quinto 

día de exposición a sacarosa. 

 

 

 

Las muestras D2 fue retirada al tercer día de exposición a sacarosa para ser 

analizada al microscopio electrónico de barrido. La muestra D5 fue eliminada del 

experimento por contacto con superficie contaminada. Por esa razón no se observa 

crecimiento bacteriano en el control al quinto día de exposición (Figura 15).  

 

 

Mediante microscopía electrónica de barrido, se evidencio la presencia de bacterias 

S. mutans inmersas en una matriz de exopolisacáridos (Figura 16). 
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Figura 16. Imagen de microscopía electrónica de barrido de la superficie de un bloque de esmalte 

(D2) con bacterias de S.mutans (x11000). 

 

 

 

7.2 Medición de pH 

El pH promedio durante los 5 días de tratamiento desmineralizador para los caldos 

con formación de biopelícula fue de 4.4 y para los grupos control negativo de 

desmineralización (D6 y C6), 6.2 (Tabla 1).   

 

 

Tabla 1. Promedios con desviación estándar de pH en medios con formación de biopelícula y grupos 

control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Día pH 

biopelícula 

pH 

grupos 

control 

1 5 6 

2 5 6 

3 4 6 

4 4 7 

5 4 6 

Promedio 4.4 ± 0.5 6.2 ± 0.4 
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7.3 Mediciones de dureza 

Las mediciones de dureza superficial en DS1, DS2 y DS3 de cada muestra de 

esmalte se encuentra en la Tabla 2 adjunta al Anexo 3. 

 

Al comparar los valores de DS1 y DS2 de todas las muestras sometidas a 

tratamiento desmineralizador con formación de biopelícula (Figura 17), se encontró 

una disminución de la dureza superficial estadísticamente significativa (p < 0.05), 

con un promedio de 198.7 HV (95% IC: 174.6 – 182.5 p = 0.02). En cambio, las 

muestras C6 y D6, utilizadas como controles negativos de desmineralización en 

DS2 (sin formación de biopelícula), no presentaron variaciones entre sus valores de 

DS1 y DS2 (Figura 18). 

 

La muestra C6, utilizada como control positivo de desmineralización en DS3, fue 

desmineralizada con ácido ortofosfórico al 37%, por eso se apreció una disminución 

en sus valores de dureza superficial entre DS2 y DS3 (Figura 18).   

 

Al comparar los valores de DS2 y DS3 de las muestras tratadas con BlueRemin®, 

se observa un aumento en la dureza superficial estadísticamente significativo (p < 

0.05) de todas las muestras una vez aplicado el agente remineralizador (Figura 17).  

 

Las muestras A6 y B6 correspondientes al grupo control positivo de 

remineralización, tratadas con Flúor Silano y Fluoruro Diamino de Plata 

respectivamente, también presentaron un aumento en sus valores de dureza 

superficial estadísticamente significativo (p < 0.05) entre DS2 y DS3 (Figura 17). 

 

Por último, la muestra D6, control negativo de remineralización (sin tratamiento 

remineralizador), almacenada en salivada artificial al igual que las otras muestras, 

no presento diferencias entre sus valores de D2 y DS3 (Figura 18). 
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Figura 17. Gráficos con valores mínimos, máximos y promedios de dureza superficial en DS1, 

DS2 y DS3 para los especímenes de esmalte con formación de biopelícula y tratamiento 

remineralizador. Al pie de cada grafico se encuentra el promedio, intervalo de confianza (IC) y valor 

p (p) de las diferencias de durezas obtenidas entre DS2 y DS3 luego de la aplicación del agente 

remineralizante. 
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Figura 18. Gráficos con promedios de dureza superficial en DS1, DS2 y DS3 para las muestras 

sin formación de biopelícula. Ambas muestras fueron utilizadas como control negativo de 

desmineralización en DS2. En DS3 C6 (naranjo) fue utilizada como control positivo de 

desmineralización y se desmineralizó con ácido ortofosfórico al 37%, en cambio, D6 (verde) se utilizó 

como control negativo de remineralización, por lo que no se le realizó tratamiento remineralizador. 

 

 

Al comparar los aumentos de dureza superficial obtenidos por los especímenes de 

esmalte entre DS2 y DS3 con los distintos agentes remineralizantes, se observó 

que BlueRemin® fue el producto que logro un mayor aumento de dureza superficial 

(Figura 17), aun así, estas diferencias no fueron estadísticamente significativas (p > 

0.05) (Tabla 3). 

 

 

Tabla 3. Análisis estadístico de Bonferroni. En la tabla se observan las diferencias entre 

promedios de aumentos de dureza de los distintos agentes remineralizantes y su correspondiente 

valor p. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Agentes remineralizantes Diferencias de aumento de dureza 

BlueRemin® vs Barniz de Flúor 18.3 HV 

p = 1.00 

BlueRemin® vs FDP 28.2 HV 

p = 0.64 

Barniz de Flúor vs FDP 9.8 HV 

p = 1.00 
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7.4 Cambios estructurales de las muestras de esmalte  

La microscopía electrónica de barrido evidenció cambios estructurales evidentes 

entre las superficies de los bloques de esmalte sano, después de la exposición al 

modelo microbiológico y una vez aplicado el nuevo agente remineralizante 

BlueRemin®. Como se observa en la Figura 19, las muestras presentaron un 

aumento de la porosidad luego del tratamiento desmineralizador y una disminución 

de la porosidad después de la aplicación del agente remineralizante. 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Espécimen de esmalte bajo microscopía electrónica de barrido (x1800). a) Inicial. b) 

Desmineralizado. c) Remineralizado con BlueRemin®. 

a 

b 

c 
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VIII. DISCUSIÓN 

 

La inducción química de lesiones de caries por medio de ácidos orgánicos es uno 

de los principales métodos utilizados para estudiar y aclarar los mecanismos 

implicados en la desmineralización y remineralización del esmalte.  Un análisis 

mediante exposición directa a ácidos, que no incluye presencia bacteriana, no 

considera las interacciones que modulan el proceso cariogénico in vivo. Es por eso, 

que un modelo in vitro, que utiliza bacterias, es más representativo que sistemas 

químicos, de acuerdo con los modelos desarrollados por Shu y cols. (2000) y Steiner 

y cols. (2007).   

 

A pesar de que aún nos encontramos con la imposibilidad de representar la totalidad 

de las interacciones ambientales que se llevan a cabo en la cavidad oral y que 

influyen en el desarrollo del proceso carioso, como son la presencia continua de 

saliva, la ausencia de periodos de remineralización y las interacciones entre 

distintos tipos de microorganismos, la utilización de un modelo bacteriano in vitro 

nos permite incluir uno de los factores relevantes en el proceso de formación de 

caries: Bacterias. Además, estos modelos permiten controlar y modificar factores 

experimentales en el estudio del desarrollo de la lesión de caries (Shu y cols. 2000, 

Seeman y cols. 2005, Steiner y cols. 2007).  

 

Hernández y Sanabe (2015), compararon un modelo bacteriano monoespecie de S. 

mutans con uno multiespecie compuesto por S. mutans y Lactobacillus acidophilus. 

Ellos concluyeron que un modelo multiespecie genera mayor desmineralización que 

uno monoespecie. Esto se condice con la teoría de placa no específica postulada 

por Theilade (1986), en la que se refiere a la caries dental como el resultado de la 

actividad global de la microbiota total presente en la biopelícula. No obstante, 

modelos bacterianos monoespecie, como el utilizado en el presente trabajo, 

favorecen el estudio controlado de las propiedades de las especies bacterianas de 

forma individual (Marsh 1995).  
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La selección de S. mutans en este estudio, a pesar de no ser la especie bacteriana 

más abundante y metabólicamente activa en el proceso de formación de caries 

(Simón y cols. 2014), radica en que es la especie bacteriana con mayor número de 

resultados favorables respecto a la formación de biopelícula y desmineralización de 

esmalte en trabajos con modelos bacterianos similares, tales como los descritos por 

Deng y Ten Cate (2004), Seemann y cols. (2005), Steiner y cols. (2007), Ccahuana 

y Cury (2010) y Giacaman (2012). 

 

En el presente estudio se evidenció que luego de la exposición de bloques de 

esmalte al modelo microbiológico monoespecie de S. mutans, los valores de dureza 

superficial de todas las muestras con formación de biopelícula disminuyeron de 

forma significativa y de manera concordante con el control positivo de 

desmineralización. Estos resultados se condicen con los obtenidos por Seemann y 

cols. (2005), Steiner y cols. (2007), Ccahuana y Cury (2010) y Giacaman (2012) en 

sus diseños experimentales de biopelícula de S. mutans, desmineralización y 

efectos en la dureza superficial del esmalte. La microdureza y contenido mineral de 

las muestras también disminuyó en comparación con la de un esmalte sano.  

 

Es importante resaltar que además de la disminución en la dureza superficial de las 

muestras, fue posible evidenciar cambios de coloración y textura. De superficies 

brillantes, suaves y duras pasaron a superficies blanquecinas opacas, rugosas y 

blandas, todas características compatibles con una lesión inicial de caries, tal y 

como fue descrito por Thylstryp y Fejerskiv (1988), Balda y cols. (1999) y Kidd y 

Fejerskov (2004). Además, mediante microscopia electrónica de barrido, se apreció 

un aumento en la porosidad de la estructura del esmalte, también característica de 

una lesión inicial de caries, similar a lo obtenido por Balda y cols. (1999). En cambio, 

las muestras del grupo control negativo de desmineralización no presentaron 

formación de biopelícula ni cambios en la coloración y textura al ojo desnudo, y 

mantuvieron sus superficies sin variaciones de dureza superficial. Estos resultados 

validan el modelo bacteriano monoespecie de S. mutans in vitro en la formación de 

biopelícula y lesiones de caries sobre especímenes de esmalte. 
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En cuanto a las investigaciones para el tratamiento de la enfermedad de caries, 

estas se han enfocado en el desarrollo de agentes químicos que permitan la 

prevención y/o el tratamiento no invasivo de las lesiones. La mayoría de estos 

agentes buscan favorecer el proceso de remineralización y fortalecer la estructura 

del diente, disminuyendo así la susceptibilidad al ataque ácido y consecuente 

pérdida de tejido dentario.  

 

Varios estudios han demostrado que los tratamientos con agentes a base de flúor 

son eficientes y logran remineralizar las lesiones iniciales de caries: Geiger y cols. 

(1992) concluyeron que se podía conseguir una reducción significativa de las 

lesiones iniciales de caries durante el tratamiento de ortodoncia a través del uso de 

colutorios a base de flúor. Gómez y cols. (1993) observaron que cuando hay flúor 

en saliva, la dureza superficial de lesiones incipientes aumentaba entre un 48-59%, 

en comparación al 17% alcanzado en su ausencia. Marinho y cols. (2002) 

determinaron que el uso combinado de fluoruros tópicos en forma de pastas 

dentales, colutorios, barnices y geles, son efectivos en la prevención y tratamiento 

de las lesiones de caries.  

 

Así mismo, Benson y cols. (2005) demostraron que era posible conseguir una 

reducción significativa de lesiones de mancha blanca en tratamientos de ortodoncia 

a través del uso de diferentes agentes a base de flúor.  A su vez, Rodríguez y cols. 

(2005) observaron un aumento de la dureza superficial del esmalte sometido a un 

modelo in vitro de desmineralización luego de la exposición a diferentes dentífricos 

a base de flúor en distintas concentraciones. Posteriormente, Rosenblatt y cols. 

(2009), en una revisión sistemática, concluyen que el Fluoruro Diamino de Plata es 

un agente eficiente en la prevención y remineralización de lesiones de caries. 

 

Más recientemente, Chaudhary (2013) al evaluar los cambios de microdureza 

superficial en esmalte desmineralizado tratado mediante dentífricos con y sin flúor, 

observaron que el mayor grado de recuperación de microdureza superficial se logró 

mediante el tratamiento con fluoruro de estaño. Finalmente, Byeon y Lee (2016) 

evaluaron el efecto de la aplicación unitaria y combinada de agentes a base flúor, 



44 
 

concluyendo que aplicaciones combinadas tienen mejores efectos en la 

remineralización y fortalecimiento de las superficies del esmalte.  

 

Todos estos resultados son concordantes con los obtenidos en el presente estudio, 

en donde, luego de la aplicación del agente remineralizante BlueRemin®, todos los 

especímenes de esmalte desmineralizados experimentaron un aumento 

significativo en los valores de dureza superficial, al igual que los controles positivos 

de remineralización tratados con Flúor Silano y Fluoruro Diamino de Plata. El control 

negativo de remineralización, donde no se aplicó ningún agente remineralizante, 

pero que fue incubado en saliva artificial al igual que el resto de las muestras, no 

experimentó variaciones de dureza superficial. Esto sugiere que el aumento de 

dureza de las muestras se puede atribuir a la acción de los agentes 

remineraliazantes y no a los iones presentes en la saliva artificial.  

 

La observación de las superficies de esmalte mediante microscopio electrónico de 

barrido nos permitió evidenciar una disminución de la porosidad del esmalte 

desmineralizado mediante el modelo bacteriano monoespecie de S. mutans, luego 

de la aplicación de BlueRemin®.  

 

En cuanto a la eficacia de los distintos agentes remineralizantes utilizados en este 

experimento, BlueRemin® alcanzó un mayor aumento de la dureza superficial del 

esmalte desmineralizado, en comparación con Flúor Silano y Fluoruro Diamino de 

Plata. Aun así, estas diferencias no fueron estadísticamente significativas (p > 0.05). 

Por lo tanto, no se evidenció diferencias en la capacidad remineralizante de estos 

tres agentes.  

 

Cabe mencionar que en el presente estudio no se analizó en forma cuantitativa la 

ganancia de minerales de las muestras de esmalte luego de la aplicación de los 

agentes remineralizantes. No obstante, existe una relación directa entre 

microdureza y remineralización (Kodaka y cols. 1992, Salehzadeh 2015). Para 

abordar este problema, se sugiere la medición cuantitativa de la remineralización de 
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las muestras a través de un análisis mediante microradiografía transversa 

(Magalhaes y cols. 2009). 

 

Finalmente, esta investigación se centró en evaluar la capacidad remineralizante de 

BlueRemin® sobre especímenes de esmalte sometidos a un tratamiento de 

desmineralización mediante un modelo bacteriano monoespecie de S. mutans in 

vitro. Los resultados favorables obtenidos de este trabajo, en el cual se demuestra 

la capacidad remineralizante de BlueRemin®, permiten el inicio de una línea de 

investigación para evaluar las propiedades y futuras aplicaciones clínicas de este 

agente. Esto con el objetivo a futuro de poner a disposición del clínico una nueva 

alternativa para el tratamiento no invasivo de la enfermedad de caries dental. 
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XI. CONCLUSIONES 

 

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir que: 

 

1. El modelo bacteriano monoespecie de S.mutans es eficiente en el proceso 

de desmineralización superficial del esmalte. 

2. Debido a que la aplicación de BlueRemin® generó un aumento de la dureza 

estadísticamente significativo (p < 0.05), y una disminución de la porosidad 

en todas las muestras de esmalte, se sugiere que posee capacidad 

remineralizante. 

3. BlueRemin® podría tener una capacidad remineralizante equivalente a 

Barniz de Flúor y Fluoruro Diamino de Plata. 
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ANEXO 1: Acta de aprobación de protocolo de investigación 
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ANEXO 2: Consentimiento informado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 



59 
 

 



60 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 
 

ANEXO 3 

Tabla 2. Valores de dureza superficial de Vickers de los bloques de esmaltes en zona control 

(DS1), luego de ser desmineralizados mediante un modelo bacteriano monoespecie de 

S.mutans (DS2) y luego de la aplicación de los agentes remineralizantes (DS3). Las muestras 

A6 y C6 fueron utilizadas como control negativo de desmineralización en DS2. En DS3 C6 fue 

utilizada como control positivo de desmineralización y se desmineralizó con ácido ortofosfórico al 

37%, en cambio, D6 se utilizó como control negativo de remineralización, por lo que no se le realizó 

tratamiento remineralizador. 

 

Medición de dureza superficial de Vickers 

Muestra Control 

(DS1) 

Desmineralizado 

(DS2) 

Remineralizado 

(DS3) 

Tratamiento 

A1 368,17 154,5 278,5 BlueRemin® 

A2 401,83 218,5 337,67 BlueRemin® 

A3 312,16 115,33 211,33 BlueRemin® 

A4 288,83 109,17 197,17 BlueRemin® 

A5 408,83 208,67 304,83 BlueRemin® 

A6 305,17 102,67 176,5 Flúor Silano 

B1 413,17 214,33 337,67 BlueRemin® 

B2 301,17 106,17 301,17 BlueRemin® 

B3 346 169,17 285,17 BlueRemin® 

B4 380,67 183,17 260,83 BlueRemin® 

B5 384,17 211,17 319,5 BlueRemin® 

B6 379,67 175,67 259,33 Fluoruro Diamino de Plata 

C1 415,5 226,67 344,67 BlueRemin® 

C2 395,67 238,33 341,83 BlueRemin® 

C3 348,83 121,67 206,33 BlueRemin® 

C4 348,5 124,83 199,33 BlueRemin® 

C5 382 164,67 255,33 BlueRemin® 

C6 378,5 379,33 274,33 Ácido ortofosfórico 37% 

D1 416 212,33 339 BlueRemin® 

D2 386,33 Retirada para microscopía electrónica 

D3 404,67 286,17 355,17 BlueRemin® 

D4 318,67 157 183,17 BlueRemin® 

D5 359,5 Contaminada 

D6 384,67 381,33 383,26 Sin tratamiento 


