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RESUMEN
Objetivo: Se realizó un estudio experimental in vitro para evaluar la rugosidad del esmalte y dentina de dientes bovinos erosionados por bebidas isotónicas.
Materiales y métodos: Se utilizaron 60 incisivos bovinos extraídos y almacenados en recipientes conteniendo solución de agua destilada a temperatura ambiente. Se cortaron 30 muestras de esmalte y 30 de dentina de 10mmx6mm que fueron seleccionados por su paralelismo, uniformidad,  y grosor de 2mm a más. Se dividieron en 6 grupos. Grupo 1: esmalte de bovino expuesto a la bebida isotónica Gatorade® Perform2, Grupo 2: dentina de bovino expuesto a la bebida isotónica Gatorade® Perform2, Grupo 3: esmalte de bovino expuesto a la bebida isotónica Electrolight®, Grupo 4: dentina de bovino expuesto a la bebida isotónica Electrolight®, Grupo 5: esmalte de bovino y expuesto a la bebida isotónica Powerade® ION4, Grupo 6: dentina de bovino expuesto a la bebida isotónica Powerade® ION4. Las muestras recibieron dos capas de esmalte de uñas, en la mitad de la superficie antes del desafío erosivo,  la cual fue considerada como control del propio espécimen. El desafío erosivo, fue realizado durante 3 veces al día, por 5 minutos, por 5 días, una vez terminado el desafío se analizó el desgaste de la superficie con el uso de un rugosímetro Mitutoyo SJ-201® que proporciona perfiles de rugosidad. Por cada fragmento se realizó tres mediciones que recorrían la misma superficie respectivamente en diferentes áreas de la interfaz de los cuerpos en esmalte y la dentina sometidos al experimento, la media se obtuvo de estos tres datos. 
Resultados: Hubo diferencia significativa entre la rugosidad inicial y la final después del desafio erosivo tanto en esmalte como en dentina. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la medida de rugosidad causada por las 3 bebidas en cada sustrato. Para los especímenes de esmalte se encontró una media inicial y final en el grupo 1 (Gatorade Perform 02) de (0.22±0.78/0.54±0.56), en el grupo 2 (Electrolight®) (0.05±0.18/,  0.18± 0.05) y en el grupo 3 (Powerade ION4) de (0.04±0.13/0.19±0.12) y en dentina (0.29±0.78/0.47±0.12), (0.32±0.13/0.44±0.13), 0.31±0.08/0.42±0.1).
Conclusión: Las bebidas isotónicas causaron un aumento en la rugosidad tanto en esmalte como en dentina luego del desafío erosivo. 
Palabras clave: Esmalte dental, dentina, erosión dental
 


 
ABSTRACT
Aim: An in vitro experimental study was carried out in order to evaluate the roughness of enamel and dentin of bovine teeth eroded by isotonic drinks.
Materials and Methods: Sixty (60) extracted bovine teeth were used. They were stored in distilled water at room temperature. Thirty (30) 10mmx6mm enamel specimens and thirty (30) 10mmx6mm dentin specimens were cut, which were selected due to their parallelism, uniformity and thickness of 2mm and more. They were divided into 6 groups. Group 1: bovine enamel exposed to the isotonic drink Gatorade® Perform2, Group 2: bovine dentin exposed to the isotonic drink Gatorade® Perform2, Group 3: bovine enamel exposed to the isotonic drink Electrolight®, Group 4: bovine dentin exposed to the isotonic drink Electrolight®, Group 5: bovine enamel exposed to the isotonic drink Powerade® ION4 and Group 6: bovine dentin exposed to the isotonic drink Powerade® ION4. Two coats of nail polish were applied on the middle of the specimens’ surface before subjecting them to the erosive challenge, being it considered as control of the own specimen. The erosive challenge was performed for five-minute periods, three times a day for five days. When the challenge was concluded, the surface wear was analyzed with the Mitutoyo SJ-201® Surface Roughness Tester which shows roughness profiles. Each piece was measured three times over the same surface but in different areas of the enamel and dentin interface subjected to the experiment. The average was obtained from these three results. 
Results: A significant difference was found between the initial and final roughness of enamel and dentin after the erosive challenge. Statistically significant differences were not found in the measurement of roughness caused by the 3 drinks in each substrate. For enamel specimens, it was found an initial and final average in Group 1 (Gatorade Perform 02) of (0.22±0.78/0.54±0.56), in Group 2 (Electrolight®) of (0.05±0.18/, 0.18±0.05), in Group 3 (Powerade ION4) of (0.04±0.13/0.19±0.12) and in dentin (0.29±0.78/0.47±0.12), (0.32±0.13/0.44±0.13) and (0.31±0.08/0.42±0.1).
Conclusion: Isotonic drinks cause an increase in roughness of enamel and dentin after the erosive challenge.
Keywords: tooth enamel, dentin, dental erosion.
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I.                 INTRODUCCIÓN
 
La erosión dental es un fenómeno que consiste en el desgaste de los tejidos dentarios como resultado de la eliminación ocasionada por un agente químico con pH ácido. El término clínico de erosión dental se usa para describir el resultado físico de la pérdida patológica, crónica, localizada e indolora de los tejidos dentales por acción química de ácidos y/o quelantes, sin intervención de bacterias. (1,2 3)
 
La prevalencia de erosión dental en la población mundial se ha incrementado considerablemente tanto en jóvenes como en adultos de países desarrollados y en desarrollo. Esto se debe al alto consumo de bebidas ácidas, al  consumo de alimentos ácidos y cítricos en su dieta diaria. (4)
Estudios in vitro e in situ han encontrado que los jugos naturales de frutas y bebidas con sabor a frutas tienen un mayor potencial erosivo debido a un pH ácido. Además, ciertos hábitos dietéticos, tales como retención o consumo de este tipo de bebidas durante un período de tiempo más largo, podrían causar erosión. (5)
 
Actualmente  se ha incrementado el consumo de bebidas isotónicas con la finalidad de aliviar la sed, proporcionar sales y minerales  perdidos  luego de la actividad física realizada. (4) Deportistas profesionales y aficionados, que suelen tener una rutina de ejercicio constante consumen este tipo de bebidas en diversas horas del día.  Sin embargo,  existe poca evidencia científica y es poco conocido el efecto del consumo frecuente de bebidas isotónicas en las estructuras dentales, tales como la erosión dental. La literatura evidencia que estas bebidas poseen un pH bajo y esto podría ocasionar  la desmineralización del  esmalte, provocando muchas veces llegar a dentina por ende causar hipersensibilidad dentinaria y pérdida de estructura dental. Esta desmineralización podría ocasionar cambios estructurales en la  capa aprismática del esmalte, así como en su lisura superficial, convirtiéndola en  una superficie más porosa. (6) Ante esta evidencia, el propósito de la investigación fue evaluar in vitro la rugosidad del esmalte y dentina de dientes bovinos expuestos a bebidas isotónicas.


 
II.            PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN
 
II.1 Planteamiento del problema
 
En los últimos años, el consumo de bebidas isotónicas se ha incrementado debido a la gran variedad de marcas y sabores que se encuentran en el mercado. Estas bebidas isotónicas tienen por  finalidad rehidratar y compensar la pérdida de electrolitos que se gasta luego de cualquier tipo de actividad física o deporte. (7)
Sin embargo, este tipo de bebidas isotónicas pueden ser perjudiciales para la integridad estructural de los dientes, esto se debe al potencial erosivo de estas bebidas frente al esmalte y dentina que causarán un efecto negativo en la rugosidad superficial de estos. (6)  El cambio en la rugosidad superficial del esmalte a causa de erosión puede traer consecuencias negativas en la salud bucal del paciente como por ejemplo reblandecer y disolver el esmalte y la dentina. Las estructuras dentales reblandecidas son más susceptibles al desgaste y la abrasión  mecánica como el cepillado dental, además de causar sensibilidad,  restauraciones en mal estado, pérdida patológica de la estructura dental, etc. (6)
Se han realizado diversas investigaciones relacionando las bebidas carbonatadas con la erosión dental, sin embargo existe poca evidencia con respecto a bebidas isotónicas y en nuestro país no hay una evidencia representativa. (5)
Por consiguiente surge la pregunta de investigación ¿Existe diferencia en la rugosidad superficial de dientes bovinos en esmalte y dentina luego de ser expuestos a bebidas isotónicas?
 
 
II.2 Justificación
 
La erosión dental es un proceso químico en el cual dos factores favorecen con la pérdida de estructura dentaria, dentro de las cuales, el factor extrínseco como el consumo de bebidas isotónicos ha cobrado mayor fuerza debido al alto consumo y al estilo de vida de las personas. (3, 8)
La presente investigación tiene una importancia de tipo teórica, porque se comprobó si existe o no alteración en la lisura superficial del esmalte y en la dentina en dientes bovinos expuestos a bebidas isotónicas mediante el uso del rugosímetro, instrumento que sirve para medir la rugosidad inicial y final, luego del desafío erosivo in vitro. De esta manera, se puede verificar la alteración que ocasionaría el consumo de este tipo de bebidas rehidratantes sobre las estructuras dentarias con efectos adversos de erosión dental y sus consecuencias clínicas.
 
A su vez, tiene una importancia clínica debido a que brinda información a los odontólogos sobre los efectos negativos que causarían estas bebidas en los dientes y sus consecuencias deletéreas, de esta manera prevenir a sus pacientes en cuanto al consumo de bebidas isotónicas. El propósito de esta investigación fue evaluar in vitro la rugosidad de esmalte y dentina en dientes bovinos expuestos a bebidas isotónicas.
 
 
 
 
 
 
 
 
III.        MARCO CONCEPTUAL
 
Erosión dental
 
Esta afección se define como la situación de una pérdida crónica, patológica, localizada e indolora de tejidos dentales por el proceso de disolución gradual de la superficie del tejido dental por la acción química de ácidos y/o quelantes, sin la intervención de bacterias. Los factores etiológicos han sido divididos de acuerdo a su origen en extrínsecos e intrínsecos e idiopáticos, este último ha sido utilizado en casos de etiología desconocida, pero su uso clínico es limitado. Los factores extrínsecos son originados por acción de ácidos exógenos. (11) Por ejemplo: contaminación o aerosoles en el medio ambiente ocupacional; agua acidificada por la presencia de cloro en piscinas de natación; medicamentos de administración oral como suplementos de hierro, digestivos para pacientes con aclorhidria, ácido ascórbico (vitamina C) en bebidas dietéticas o tabletas masticables, productos de higiene oral con quelantes de calcio, y ácidos componentes de la dieta como jugos de frutas (cítricos), bebidas carbonatadas e isotónicas, vinos, vinagre, conservas, entre otros. (2 - 9, 11, 12, 14)
 
Los factores intrínsecos son producidos por ácidos endógenos causados durante la acción del vómito, regurgitación y enfermedades gastroesofágicas, en los cuales los ácidos estomacales entran en contacto con la superficie de los dientes causando así el desgaste de los tejidos dentales. Son varias las condiciones de salud crónicas que han sido relacionadas con la erosión dental, por ejemplo los trastornos gástricos ácido/estomacales (úlcera péptida, gastritis crónica, etc) y los que afectan la secreción de la saliva; también las alteraciones que afectan al sistema nervioso central (encefalitis, neoplasma), alteraciones neurológicas (migrañas, enfermedad de Meniere, etc), alteraciones metabólicas o endocrinas (cetoacidosis diabética, hipertiroidismo, etc), efectos colaterales de algunos fármacos (agentes quimioterápicos, estrógenos, B-bloqueadores, etc), alcoholismo crónico, embarazo, anorexia, bulimia u otros trastornos de alimentación psicosomático. (2 - 6, 8, 9, 11)
 
La erosión se define como la pérdida de la estructura dental por
disolución ácida. (13) Aidi en el 2010 informó una prevalencia de la erosión basal de 32,2 %, que aumentó a 42,8 % durante 1,5 años, en una muestra de conveniencia en niños de 12 años de edad de las centrales irlandesas. Se reportaron resultados similares en niños de 5 años de edad, 47% de los escolares irlandeses presentaban algún tipo de erosión. (13, 14)   Según Lussi en el 2008, la progresión de la erosión parece ser mayor en los adultos de más edad (52-56 años) en comparación con jóvenes (32-36 años) y tiene una distribución asimétrica. En esta investigación, se encontró que el grupo con la progresión más alta de erosión tienen cuatro o más ingestas dietéticas de ácidos por día, una baja capacidad amortiguadora de la saliva estimulada y utilizaron un cepillo de dientes de cerdas duras. La frecuencia de la ingesta de la misma magnitud también se asoció con un mayor riesgo de erosión en niños. En esta investigación, el grupo de la erosión comió frutas ácidas con una frecuencia significativamente mayor y tenía diferentes hábitos, como succionar o mantener las bebidas en sus bocas. (19)   
 
En etapas tempranas, la erosión dental modifica propiedades mecánicas y físicas de los tejidos duros del diente. (12) Debido a su alto porcentaje de minerales, la erosión en el esmalte es caracterizado principalmente por la desmineralización parcial de sus minerales, ocasionando en este un estado de ablandamiento con mayor rugosidad. Por otro lado en la dentina, al tener menor porcentaje de minerales y poseer material orgánico, se muestra inicialmente la desmineralización del tejido inorgánico entre el borde de la dentina peritubular y la intertubular. (12) A continuación hay pérdida de dentina peritubular, los túbulos dentinarios se hacen más grandes y finalmente ocasiona la desmineralización de la dentina intertubular , con exposición de la matriz orgánica.
 
Diversos estudios relacionados a la prevalencia de erosion dental han sido desarrollados. Mathew y Col. informó que el 36,5 % de los atletas universitarios de la región central (EE.UU.) tenían erosión. Recientemente, McGuire informó que el 45,9% de los adolescentes estadounidenses que participaron en una encuesta de Salud nacional y nutrición en el 2003 y 2004, tenían evidencia de erosión en al menos un diente. (13 - 15)
 
Dugmore y Rock en el 2010, informaron una prevalencia de la erosión dental del 59.7 % en una muestra aleatoria en niños británicos de 12 años de edad de los condados de Leicestershire y Rutland, los cuales participaron en un Sistema Nacional de Salud Dental. (1, 16)
              
Erosión dental en esmalte y dentina
 
La erosión dental afecta inicialmente al esmalte, pero cuando se encuentra en estados más avanzados puede también verse afectada a la dentina. Esto se debe a las diferentes características morfológicas e histológicas que cada una posee. (9, 10)
 
El esmalte dental es un tejido inerte, acelular y es la estructura más dura y más rica en calcio del cuerpo humano, siendo así el más mineralizado del organismo que cubre a manera de casquete a la dentina en su porción coronaria, el cual posee una estructura molecular heterogénea. En peso, está formado por un 96% de material inorgánico, 1% de material orgánico y 3% de agua. Su espesor máximo puede alcanzar 2.5mm. Está constituida por los prismas del esmalte que atraviesan todo el espesor de la capa del esmalte. Sin embargo, durante la erosión se produce un ablandamiento del esmalte y puede ocasionar lesiones en forma de lagunas alrededor de las restauraciones. (10, 11, 12) 
 
La dentina es un tejido muy mineralizado, el cual está compuesto de alrededor de 70% de material inorgánico los cuales son los cristales de hidroxiapatita y alrededor de un 20% de base orgánica, que principalmente son fibras colágenas altamente mineralizadas y un 10% de agua. La porción coronaria está cubierta por el esmalte y la porción radicular está tapizada por el cemento. La dentina a pesar de no presentar inervación responde a estímulos como frío, calor, etc, debido al movimiento de fluido presente en los túbulos dentinarios según lo descrito por Brannstrom en la teoría hidrodinámica. (1, 11, 12)
 
Clínicamente el diagnóstico en estadios tempranos es difícil de identificar, debido a que existen pocos signos y síntomas de erosión. No existe un instrumento disponible en la práctica dental de rutina para la detección específica de este tipo de afección ni de su progresión. La apariencia suave, lisa y brillante, a veces se observa opaca en la superficie del esmalte con la ausencia de periquimatíes y del esmalte intacto a lo largo del margen gingival, estos son signos típicos de erosión dental en esmalte en un estado avanzado, también se puede tener la dificultad en determinar si la dentina se ha expuesto o no. Sin embargo, se observa cavidades en dentina en forma de lagunas o socavados a lo largo de la cara del diente afectada  y alrededor de las restauraciones. (1 - 4, 10 - 12)
Bebidas isotónicas
 
Se les llama bebidas isotónicas a las bebidas con una gran capacidad de rehidratación. Estas bebidas son altamente ingeridas en todo el mundo y su frecuente consumo ha ido aumentando con el paso de los años. Los que más las consumen son los deportistas y las personas que hacen algún tipo de esfuerzo físico ya que éstas ayudan a recuperar las sales minerales y los electrolitos perdidos luego de este tipo de actividades. (17)
 
Según Adrián Lussi en el año 2007, cada vez hay más evidencia de estudios in vitro e in situ,  donde el consumo excesivo de bebidas ácidas y alimentos plantea un riesgo para los tejidos duros dentales. (19) Según Cavalcanti y Col., las bebidas energéticas tienen un alto potencial erosivo, ya que tienen un pH bajo y un alto contenido de azúcar. (18)
 
Las bebidas deportivas se utilizan básicamente para: prevenir la deshidratación, suministro de hidratos de carbono para aumentar la energía, proporcionar electrolitos perdidos durante la transpiración y probablemente el más importante, ser altamente apetecible. Las bebidas deportivas pueden ser clasificados por  tener  un bajo contenido de concentración de hidratos de carbono (< 10 %) o un alto contenido de carbohidratos en su concentración (> 10 %). (13, 18)
 
 
 
Sin embargo, el alto consumo de estas bebidas isotónicas se debe también a la falta de conocimiento sobre los efectos que ocasionan sobre la estructura dentaria tanto en esmalte como en dentina. El pH ácido de estas bebidas puede causar un problema de erosión dental tales como sensibilidad, restauraciones en mal estado y provocar el reblandecimiento tanto del esmalte como la dentina haciéndolo más susceptible al desgaste y la abrasión ante la acción propia del cepillado dental ocasionando la pérdida de estructura dentaria. (1, 3, 4, 6, 7, 8,  12, 14, 15, 17)
 
Rugosidad
La rugosidad consiste en pequeñas irregularidades presentes en la superficie. Estas irregularidades caracterizan el acabado o textura de la superficie, que puede ser definida como un conjunto de patrones existentes en las superficies físicas. (10)
 
El rugosímetro es un dispositivo dotado de una aguja de diamante que, desplazando una cierta longitud sobre el material, es capaz de ampliar el paisaje de crestas y valles que presenta su superficie real y que no puede ser observada por el ojo humano. Este puede determinar una serie de parámetros que aportan el valor numérico de la rugosidad de acuerdo con las reglas de normalización a las que este tipo de sistemas de medida están sujetos. (10) En el Sistema Internacional, la unidad de rugosidad es el micrómetro o micra (1 micra = 1µm), el rugosímetro mide la profundidad de la rugosidad media (Rz) y el valor de la rugosidad media (Ra) expresada en micras. (10) 
La diferencia de la rugosidad de una superficie sea en esmalte o dentina, se obtiene de la resta entre la rugosidad final menos la rugosidad inicial, de esta manera se halla la rugosidad media  de pérdida de estructura dentaria. (10)
 
 
 
 
Antecedentes
 
En el año 2002, Kitchens y Owens realizaron una investigación de tipo experimental in vitro en la cual se evaluó el efecto erosivo en el esmalte dental luego de ser sometido a diferentes tipos de bebidas tales como Coca Cola Clásica, Coca Cola diet, bebidas deportivas como Gatorade, Red Bull bebida de alta energía, café de Starbucks y agua mineral. Se recubrieron las superficies de esmalte con 5%  de fluoruro de sodio en barniz.  Se utilizaron veintiocho dientes posteriores de humano previamente extraidos libres de hipocalcificación y caries. Se evaluaron los datos de rugosidad de la superficie usando ANOVA multifactorial en un nivel de significación de p <0,05. Los resultados de este estudio mostraron que la Coca-Cola Clásica, Gatorade y Red Bull con / sin fluoruro revelaron las mediciones más altas de rugosidad superficial después del tratamiento.(8)
 
Investigadores europeos han estudiado los alimentos y bebidas ácidas como factores de riesgo para la pérdida de esmalte, llegaron a la conclusión con la mayoría de las investigaciones que la erosión se centra en bebidas ácidas. (6,7) Larsen y Colaboradores investigaron in vitro el potencial erosivo de las bebidas gaseosas, aguas minerales y jugos de naranja, así como las profundidades de erosión en comparación con el pH y la capacidad de amortiguación de las bebidas. (6, 19)
Se pudo observar que la erosión causada por las bebidas que contienen un pH por encima de 4,2 fue mínima, pero ésta se hizo más evidente con la disminución de pH por debajo de 4,0.
 
En el año 2005, Seow y col. evaluaron el potencial erosivo causado por bebidas comunes en premolares humanos extraídos por tratamientos de ortodoncia. Se evaluó el pH de las bebidas utilizadas por medio de un Phmetro y se seleccionaron según su nivel de acidéz. (23)
Los resultados indicaron que la mayoría de bebidas comúnmente consumida por las personas tiene un pH lo suficientemente bajo como para causar erosión dental. El jugo de limón tiene una concentración de pH 2.1, esta es la más ácida seguida por la Coca – Cola® y Pepsi®, ambas con pH de 2. Se demostró el potencial erosivo viendo luego de 5 minutos de expuesto el esmalte a la bebida si había algún cambio en su estructura. (23)
 
Jensdottir en el año 2006, realizó una investigación en la que se tuvo como hipótesis que el potencial erosivo se determina principalmente por el pH y disminuye en presencia de proteínas salivales. Para comprobar esto se utilizaron 10 jugos de naranja y 10 bebidas carbonatadas. Las bebidas carbonatadas fueron: Coca Cola, Coca Cola light, Pepsi Cola, Cola de limón light, Pepsi Max y Pepsi Twist. Los jugos de naranja fueron: Capri-Sonne Naranja, Sol Top, Rynkeby con naranjas dulces, naranjas agrias y naranjas orgánicas, tres zumos de naranja hechos de concentrado, y dos hechos de jugo de naranja fresco. Inicialmente, el pH se registró (pH0) después de 50 ml de la bebida se tituló con NaOH 1 M a un pH por encima de 5,5. Para investigar esto, primero se agregó cristales de hidroxiapatita sin recubrimiento y, segundo, proteína salival - cristales de hidroxiapatita recubiertos a 20 bebidas de cola disponibles en el mercado y jugos de naranja en forma simultánea, con grabaciones de pH cada 15 segundos por 3 min. Se obtuvo como resultado que las proteínas salivales redujeron el potencial erosivo de las bebidas de cola hasta en un 50% sin embargo el jugo de naranaja seguía siendo el más erosivo. (26)
Wiegand en el 2007, realizó un estudio que tuvo como objetivo evaluar los efectos erosivos de ácidos que fluyen con diferentes velocidades y la duración de la dentina previamente tratados con agua destilada o humana saliva. Para esta investigación se utilizaron dientes de bovino. Superficies de dentina de bovino fueron sometidos a una desmineralización 10 min con ácido clorhídrico y con ácido cítrico (pH 2,3, 37 8C) en una boca artificial a velocidades de flujo de 3, 2,25, 1,5, 0,75 o0,15 ml / min o en 30 ml de ácido respectiva sin movimiento (cada subgrupo n = 16especímenes).  Antes de la desmineralización media de las muestras de cada grupo eran  pre-tratadas con agua destilada o la saliva humana durante 120 min.  Luego de realizarse la parte experimental del estudio, se obtuvo que la pérdida de dentina acrecentó con el aumento de velocidad de flujo de ácido, el tiempo y la desmineralización fue mayor para la desmineralización con ácido cítrico en comparación con el ácido clorhídrico. Para todos los grupos, sin diferencias significativas de la dentina se observaron pérdidas entre los especímenes pre-tratada con agua destilada o saliva humana Impacto de la velocidad de flujo de ácido en la erosión de la dentina. (25)
 
En el 2007, Cheng y col. informaron de que las bebidas deportivas basan sus sabores en frutas ácidas populares en el Reino Unido y que además tienen pHs bajos, por lo que se les considera que son erosivas cuando el esmalte es sumergido en la bebida deportiva. (5)
 
En el año 2008 Honorio realizó una investigación in situ que evaluó el resultado de un ataque erosivo con presencia de un biofilme dentario, y el efecto de asociación entre el desafío erosivo y cariogénico sobre el esmalte dental humano por medio de la evaluación comparación del desgaste y el porcentaje de perdida de microdureza superficial. El experimento in situ tuvo una duración de 14 días y participaron 11 voluntarios previamente seleccionados, los cuales utilizaron un dispositivo intrabucal palatino con las muestras de esmalte dental humano. Se dividieron en 4 grupos sometidos a tratamientos diferentes (GI) bebida carbonatada, (GII) bebida carbonatada con acúmulo de biofilme dentario, (GIII) bebida carbonatada más sacarosa a 20% con acúmulo de biofilme dentario, (GIV) sacarosa a 20% con acúmulo de biofilme dentario. Los resultados demostraron que la presencia de biofilme dentario puede disminuir el ataque ácido de las bebidas erosivas y que la asociación entre el desafío erosivo y cariogénico puede producir menos alteración en el esmalte. (31)
 
Por otro lado, en una estructura sana la rugosidad del esmalte es variable y está determinada por diferentes factores. En el año 2011, Fuji y col. realizaron un estudio para evaluar la rugosidad de la superficie del esmalte (Ra) y el pH antes y después de la erosión de ciertas bebidas. El esmalte fue expuesto a una bebida sin alcohol (refrescos de cola, jugo de naranja o té verde) durante 1, 5 o 60 minutos, Ra se midió usando perfilometría de superficie y sin contacto variación de enfoque con microscopio 3D (FVM). (22) El pH de la superficie se midió utilizando un micro sensor de pH. Los datos fueron analizados en nivel de significación alfa = 0:05. Hubo una correlación significativa en Ra entre SSP y FVM. Las imágenes FVM no mostraron cambios en la morfología de la superficie después de diferentes períodos de exposición al té verde. (22)
 
Hunter y Cols en el 2009, examinaron la sensibilidad in vitro tanto de dientes permanentes como de deciduos a la erosión por inmersión de dientes extraídos en una bebida de fruta de bajo pH diluido con agua mineral. El aumento de duración de la exposición a la bebida se asoció con la erosión más grave, sin embargo, se notó que la gravedad de la erosión no era proporcional a la duración de la exposición. (6,21)
 
También, Malgahaes en el año 2009, evaluó  in situ  el efecto de tetrafluoruro de titanio (TiF4) en el esmalte de dientes permanentes humanos sometido a la erosión. Diez voluntarios participaron en este estudio realizado en dos fases. En la primera fase (ERO), llevaban aparatos acrílicos palatinos que contenían dos bloques de esmalte, divididos en dos filas: TiF4 (F) y no-TiF4 (sin-F). Durante el primer día, la formación de una película salival era permitida. En el segundo día, se aplicó la solución TiF4 en una fila (ERO + F), mientras que en la otra fila no se realizó ningún tratamiento (ERO + no-F). Del dia 3 al 7, los bloques eran sometidos a la erosión, 4 veces por día. En la segunda fase (sin-ERO), los voluntarios llevaban aparatos acrílicos palatinos que contenían un bloque de  esmalte, durante 2 días, para evaluar el efecto de TiF4 solamente (no-ERO + F). Se determinaron  alteraciones del esmalte utilizando perfilometría, microscopio electrónico de barrido y análisis de microsonda. Los % SMHC y el desgaste fueron probados mediante pruebas post hoc ANOVA y de Tukey (p <0.05).  Se determinó que el TiF4 fue incapaz de reducir la erosión dental. (26)
 
En el año 2010, Rios y col. realizaron una investigación  in situ/in vivo para evaluar si el tipo de bebida de cola (regular o dieta) podía influir en el desgaste del esmalte sometido a la erosión seguido por la abrasión del cepillado. Este estudio se llevó a cabo con la colaboración de 10 personas voluntarias y se dividió en 4 grupos, ER, erosión con cola regular, EAR, erosión con cola regular más abrasión,  EL, erosión con cola light y EAL, erosión con cola light más abrasión. Cada día durante 1 semana, la mitad de cada dispositivo se sumergió en cola regular durante 5 minutos. Se obtuvo como resultados que la cola light causó menos desgaste del esmalte, incluso cuando la erosión fue seguida por la abrasión del cepillado dental. (24)
 
Además, Honorio en el año 2010 realizó este estudio in vitro que tuvo como objetivo evaluar el efecto del consumo de alimentos seguido por un desafío de la erosión del esmalte a causa de un ácido. Se utilizaron setenta y cinco bloques de esmalte obtenidas de dientes bovinos que fueron divididos aleatoriamente en cinco grupos (n = 15 por grupo): GI - erosión con la inmersión anterior en la leche; GII - erosión con previa inmersión en el extracto de queso; GIII - la erosión con la inmersión previa en el extracto de hígado; GIV - la erosión con la inmersión anterior en el extracto de brócoli; y GV - efecto erosivo de bebida carbonatada (control). Más de 24 h, las bases se presentaron a 3 pH-ciclos, cada uno que consiste en la inmersión en los alimentos estudiados (GI a GIV) durante 5 min seguido por la inmersión en una bebida carbonatada durante 5 min, y posteriormente, se almacenaron las bases en la saliva artificial (110 min). Al final de los ciclos de pH, las bases se almacenaron en saliva artificial por 18 horas. Las alteraciones del esmalte se evaluaron mediante perfilometría y los datos se sometieron a la prueba de ANOVA. Se concluyó según los resultados que todos los alimentos estudiados podrían minimizar el efecto erosivo en el esmalte. (27)
Por otro lado en el mismo año. Buzalaf, realizó una investigación que revisa críticamente la literatura actual en modelos cíclicos de pH existentes para la evaluación in vitro de la eficacia de los dentífricos fluorados para el control de la caries, centrándose en sus fortalezas y limitaciones. Esta revisión crítica de la literatura mostró que los modelos cíclicos de pH disponibles actualmente es adecuada para detectar dosis-respuesta y pH-respuesta de dentífricos con flúor, y para evaluar el impacto de nuevos principios activos sobre el efecto de dentífricos fluorados, así como su asociación con otra anti caries tratamientos y de esta manera combatir la desmineralización de los dientes a causa de distintos factores como la erosión, abrasión, etc. (28)
 
 
En el año 2011, Fresno y col. realizaron un estudio para conocer el pH de las bebidas isotónicas que se nombrarán a continuación y su relación con el potencial de erosión sobre los dientes. Se formaron 12 grupos experimentales de dos bebidas cada uno, separados por marca comercial y sabor: Grupo A, All Sport Zero Lemon Ice®, Grupo B, Gatorade manzana®, Grupo C, Isorade manzana®, Grupo D, Gatorade lima limón®, Grupo E, Powerade Light lima limón®, Grupo F, Powerade frozen blast®, Grupo G. Powerade lima limón®, Grupo H, Gatorade naranja®, Grupo I, Gatorade cool blue®, Grupo J, Carbo Power tropical fruit®, Grupo K, Isorade zero piña® y Grupo L, Gatorade frutas tropicales®. El pH fue evaluado con un pHmetro calibrado a 4°C y 17°C. Los resultados obtenidos fueron registrados y analizados estadísticamente. Este estudio dio como resultado que el pH promedio fue de 2,97 y 3,02 a 4°C y 17°C respectivamente de las bebidas. (2)
 
En el año 2014, Field realizó un estudio en el que buscaba probar la hipótesis nula de que no hay diferencias significativas en las características basales de la superficie humana, ovina y bovina cuando los especímenes preparados de la misma manera tendrán las mismas características de la superficie de referencia. Se prepararon veinte placas de esmalte de dientes bovinos, humanos y coronas de incisivos ovinos fueron pulidos con pasta de óxido de aluminio 3 mm. Una vez terminado el estudio se comprobó que la aspereza, rugosidad y microdureza en esmalte de dientes humanos, bovinos y ovinos fueron significativamente diferentes entre sí, al inicio del estudio (p <0,001); el esmalte ovino era el más áspero y más suave, el esmalte bovino fue la más suave y más duro. SEM permitió una comparación visual de  entre los tipos de tejidos. Por lo tanto la hipótesis nula es rechazada. (29)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV.       HIPÓTESIS
 
Existe una diferencia en la rugosidad en esmalte y dentina de dientes bovinos antes y después de ser expuestos a las bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4.


 
 
V.           OBJETIVOS
V.1 Objetivo general
Evaluar in vitro la rugosidad del esmalte y dentina de dientes bovinos expuestos a bebidas isotónicas.
 
V.2 Objetivos específicos
1.      Evaluar in vitro la rugosidad inicial y final del esmalte de diente bovino después del  desafío erosivo por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4. 
2.      Evaluar  in vitro la rugosidad inicial y final de la dentina de diente bovino después del desafío erosivo por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4.
3.      Evaluar las diferencias de rugosidad en esmalte y dentina después de los desafíos erosivos por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4. 
4.      Comparar in vitro la rugosidad inicial y final de dientes bovinos después del desafío erosivo por las 3 bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4. 
5.      Comparar in vitro las diferencias de la rugosidad inicial y final después del desafío erosivo por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4 en esmalte y dentina.
 
 
 
 
 
VI.       MATERIALES Y MÉTODOS
 
VI.1 Diseño de estudio
El presente estudio fue de tipo experimental in vitro.
 
VI.2 Grupo experimental
El grupo de estudio para la presente investigación estuvo conformado por 10 especímenes, que fueron incisivos superiores de bovino sanos, libres de fracturas, defectos del esmalte y caries, los cuales fueron cortados y preparados para analizar el esmalte y la dentina. La muestra se determinó mediante el estudio piloto y la fórmula de comparación de dos medias utilizando el software estadístico Stata® versión 12.0, con un poder de prueba de 80% y un valor de 0.05, en donde resultó que el tamaño mínimo muestral requerido fue n=8 por grupo. (Anexo 1)   
Sin embargo para efectos del estudio se utilizó un tamaño muestral de n=10 por grupo.
 
La distribución de la muestra quedó determinada de la siguiente manera:
	Grupo 1: Especímenes de esmalte sumergido en la bebida isotónica Gatorade Perform2.

2.      Grupo 2: Especímenes de dentina sumergido en la bebida isotónica Gatorade Perform2.
3.      Grupo 3: Especímenes de esmalte sumergido en la bebida isotónica Electrolight®.
4.      Grupo 4: Especímenes de dentina sumergido en la bebida isotónica Electrolight®.
5.      Grupo 5: Especímenes de esmalte sumergido en la bebida isotónica Powerade ION4.
6.      Grupo 6: Especímenes de dentina sumergido en la bebida isotónica Powerade ION4.
 
Criterios de selección
Incisivos centrales superiores bovinos.   
Dientes sin ninguna fractura del esmalte y dentina y sin desgaste dental.
Dientes sin alteraciones de forma, tamaño y color.
Dientes sin alteraciones del desarrollo del esmalte.
 
VI.3 Operacionalización de Variables 
	Variable
	Definición operacional
	Indicadores
	Tipo
	Escala de medición
	Valores

	Rugosidad
	Es el conjunto de aspereza de una superficie.
	Rugosímetro
	Cuantitativo
	De razón continua
	 
Micras (μm)
 

	 
Bebidas isotónicas
 
	Son las bebidas consumidas mayormente por deportistas para rehidratarse y recuperar las sales minerales pérdidas  durante el esfuerzo físico.
	Marca comercial
	Cualitativa
	Politómica nominal
	Gatorade Perform 02 
Electrolight ®
Powerade ION4 

	Sustrato
	Superficie dental que sufrirá acción de las bebidas isotónicas
	Diente bovino
	Cualitativa
	Nominal
	Esmalte y dentina


 
 
VI.4 Técnicas y/o procedimientos
Selección de las bebidas
Se realizó un estudio piloto, donde se evaluó la capacidad de potencial de hidrógeno o pH de las cinco bebidas isotónicas seleccionadas por su alto consumo registrado en el mercado. La medición se realizó mediante un microprocesador de pH (pH 210) marca HANNA en el laboratorio del campus Villa de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas. (Anexo 2)
Para el estudio se eligieron los datos más altos y bajos de ph, seleccionándose las siguientes bebidas: Gatorade® Perform2, Electrolight® y Powerade® ION4 por sus valores de acidez. (Anexo 2)
Selección y preparación de los dientes bovinos
Se realizó una selección inicial de los dientes utilizados, excluyendo las unidades que presentaron grandes fallas  como por ejemplo fracturas, hipocalcificaciones o desgaste acentuado del borde incisal. 
Para el presente estudio, se seleccionaron  60 incisivos centrales superiores bovinos de 3 a 8 años de edad, extraídos y almacenados en recipientes herméticos conteniendo solución de agua destilada a temperatura ambiente.
Fueron realizados cortes transversales para conseguir la separación corono radicular con un disco diamantado de doble cara, acoplado a una máquina de corte con sistema de irrigación avanzado y de precisión (Isomet Low Speed Saw, USA). (27) (Anexo 3)
Las raíces fueron descartadas y las coronas colocadas en solución de agua destilada a temperatura ambiente. Las coronas fueron limpiadas con ayuda de curetas periodontales Graecy (Hu-Friedy®, USA) y se realizó una profilaxis con una mezcla de agua deionizada y piedra pómez extrafina utilizando escobillas Robinson con pieza de mano de baja velocidad (NSK). Estas fueron, posteriormente, lavadas en agua deionizada y almacenadas en recipientes herméticos con la misma solución. Este estudio utilizó la metodología de Honorio y col del 2008. para obtener fragmentos de esmalte, y en los especímenes mayores a 2mm para la obtención de los bloques de dentina. (24, 27) 
Obtención de especímenes de esmalte
Para obtener los  fragmentos de esmalte, se realizaron cortes mesio-distales y vestíbulo-linguales en las coronas. Las coronas fueron pegadas individualmente con cera, en el dispositivo plano de corte, obteniendo la porción vestibular de 6mm (esmalte y dentina) para cortes en sentido mesiodistal. Para la realización de los cortes en sentido vestíbulo-lingual se giró la corona 90 grados y se fijó nuevamente con cera a la base plana para obtener especímenes de 10mm. Obteniendose fragmentos de 10mm de largo x 6mm de ancho. (Anexo 3) 
Al final, se obtuvo un fragmento de esmalte bovino totalizando 60mm2 de área. (Anexo 3)  Estos fragmentos fueron almacenados en recipientes plásticos y cubiertos con gasa embebida en agua destilada a temperatura ambiente. Con el uso de una lupa, se realizó un análisis final de la selección de los fragmentos que debían tener una altura de 2mm, excluyéndose aquellos que presentaron defectos estructurales como fracturas  o manchas hipoplásicas. (Anexo 3)
Obtención de especímenes de dentina
Para los especímenes de dentina las coronas fueron fijadas con cera en la misma base acoplada a la máquina de corte, primero se realizaron 2 cortes en sentido vestíbulo-lingual obteniendo cortes de 10mm de altura, luego se realizaron cortes en sentido mesiodistal obteniendo así las muestras de 10mmx6mm. Al igual que en la obtención de los especímenes de esmalte se realizaron los cortes respectivos,  para la obtención de la dentina se utilizó la parte posterior del fragmento, este debía tener una altura de 2mm como mínimo desde L.A.D. Estas muestras fueron lavadas con agua destilada y colocadas en un taper hermético en gasas humedecidas con la misma solución.
 
Pulido de los especímenes de esmalte y dentina
Inicialmente se realizó una planificación de superficie de  la dentina, de manera de obtener superficies de esmalte y dentina paralelas y uniformes, que presentaron 2 mm de grosor. Los fragmentos de esmalte fueron fijados en una base circular de acrílico de 30mm x 12mm,  con ayuda de cera azul,  siendo llevados a una máquina de pulido (Struers® LaboPol-25). En este proceso para el esmalte se utilizó una máquina de pulido secuencial con lijas de granulación  de 600μm durante 30 segundos y aumentando secuencialmente las granulaciones hasta llegar a lija de pulido de 1200μm, con el objetivo de obtener un pulido y lisura superficial ideal. (Anexo 4) Luego de esto, se colocaron las muestras en la máquina de pulido (Struers® LaboPol-25) del laboratorio de materiales de la Pontificia Universidad Católica del Perú; en este proceso se utilizó la lija de granulación de 1μm por 3 minutos a 250rpm, entre cada pulido, los cuerpos de prueba fueron sumergidos en ultrassom, en agua deionizada por dos minutos para eliminar  los residuos provenientes del pulido. (Anexo 4)
En el caso de las muestras de dentina, estas fueron fijadas a las bases acrílicas y planificadas solo con lijas de agua de 600μm y 1200μm por 1 minuto. 
Finalmente las muestras fueron colocadas en recipientes herméticos encubiertos con gasas embebidas en agua deionizada para mantenerlas húmedas hasta realizar el desafío erosivo.
 
 
 
Distribución de los grupos
Se realizó la distribución de los grupos de la siguiente manera: (Anexo 5)
	Grupos
	Sustrato        Bebida

	1
	Esmalte          Gatorade Perform 02® 

	2
	Dentina          Gatorade Perform 02®

	3
	Esmalte          Electrolight®

	4
	Dentina          Electrolight®

	5
	Esmalte          Powerade ION4®

	6
	Dentina          Powerade ION4®


 
Desafío erosivo
Las muestras recibieron dos capas de esmalte de uñas, en la mitad de la superficie antes del desafío erosivo,  la cual fue considerada como control del propio espécimen.  El desafío erosivo in vitro realizado fue el protocolo validado según la metodología de Honorio y col. (27) Este consiste en la inmersión de los especímenes en las bebidas isotónicas en (300ml x 10especimenes)   de estas durante 5 minutos, 3 veces al día, durante 5 días tanto para esmalte como para dentina con la ayuda de un material microporoso donde fueron  distribuidas para esta inmersión. Las muestras fueron conservadas en tapers herméticos con agua destilada hasta el siguiente desafío erosivo. Cambiándose el contenido de agua diariamente. El agua destilada cumple la misma función de mantener las muestras húmedas y en condiciones adecuadas para obtener los resultados del estudio satisfactoriamente. (27)
 
 
Tanto para los especímenes de esmalte y dentina, se siguió el siguiente protocolo:  
1°     Agua deionizada + 03 ciclos de inmersión de 5 minutos en el Gatorade Perform 02 ® por 5 días subsecuentes.
2°   Agua deionizada + 03 ciclos de inmersión de 5 minutos en el Electrolight® por 5 días subsecuentes.
3°     Agua deionizada + 03 ciclos de inmersión de 5 minutos en el Powerade ION4® por 5 días subsecuentes. (Anexo 5)
Los especímenes entre cada desafío se encontraron sumergidos en agua destilada.
 
Evaluación de la rugosidad superficial
Una vez terminado el desafío erosivo, el esmalte de uñas fue retirado y se realizó la medición de rugosidad a lo largo del cuerpo de prueba. Se analizó el desgaste de la superficie con el uso de un rugosímetro Mitutoyo SJ-201® que proporciona perfiles de rugosidad, cuantificando las superficies de desgaste. Por cada fragmento se realizó tres mediciones que recorrían la misma superficie respectivamente en diferentes áreas de la interfaz de los cuerpos en esmalte y la dentina sometidos al experimento, la media se obtuvo de estos tres datos. (Anexo 5 y 6)
 
ESEM
Para la obtención de imágenes se utilizó microscopía electrónica de barrido ambiental (ESEM) para observaciones cualitativas. Se usó una magnificación de 1000x y 2000x a 20kv para el caso del esmalte y 500x y 1000x con 20kv para la dentina. Se pudieron observar los cambios en la superficie luego del desafío erosivo tanto en esmalte como en dentina tal y como se aprecia en la imágenes obtenidas en ESEM. (Anexo 7 y 8)
 
VI.5 Plan de análisis
Para el análisis univariado se procedió a obtener la estadística descriptiva (media y desviación estándar) de la rugosidad para cada grupo de estudio.
Además, se determinó la distribución de la muestra mediante la prueba de Shapiro – Wilk. 
Para el análisis bivariado se realizó la prueba de t de Student y la prueba de Wilcoxon para comparar las medidas de rugosidad inicial y final para cada grupo. Asimismo, se utilizó la prueba de ANOVA para las comparaciones de la rugosidad entre los tres grupos cuando se encontró normalidad, para los grupos que no presentaban estas características se realizó la prueba de Kruskal - Wallis.
La base de datos se realizó en el programa Microsoft Excel y se analizó los resultados mediantes los paquetes estadísticos Stata ® versión 12 y SPSS versión 17.
 
VI.6 Consideraciones éticas
El presente estudio fue de tipo experimental in vitro, por lo cual no presentó ninguna implicancia ética ya que se utilizaron dientes de bovinos, para medir la rugosidad del esmalte y dentina posterior a la aplicación de bebidas isotónicas. 
Se procedió a realizar una solicitud dirigida al comité de ética de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas, para que autorice la ejecución del proyecto de investigación. (Anexo 9)
Se envió solicitud de aprobación de tema de tesis proyecto profesional para que sea aprobado y optar por el título profesional de Cirujano – Dentista. 
 
 
VII.  RESULTADOS
 
El presente estudio tuvo como finalidad  evaluar in vitro la rugosidad de esmalte y dentina en dientes bovinos expuestos a bebidas isotónicas. Se utilizaron tres bebidas isotónicas de 3 marcas diferentes y un total de 60 dientes bovinos distribuidos en seis grupos (n=10). No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la pérdida de rugosidad causada por las tres bebidas, para cada sustrato.
 
Se evaluó la rugosidad in vitro del esmalte de diente bovino antes y después del desafío erosivo  de las tres bebidas isotónicas, Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4. Se encontró en el tiempo inicial una media  y una desviación estándar de  0.22μm ±0.56μm para Gatorade Perform 02, para Electrolight® 0.05μm ±0.18μm y para Powerade ION4 0.04μm ±0.13μm. En el tiempo final la media y la desviación estándar fueron de 0.54μm ±0.78μm,  0.18μm ± 0.05μm, 0.19μm ±0.12μm para las bebidas mencionadas respectivamente. (Tabla y gráfico 1)
 
En la tabla 2, se evaluó la rugosidad in vitro de dentina de diente bovino antes y después del desafío erosivo a las tres bebidas isotónicas, Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4. Se encontró en el tiempo inicial una media y una desviación estándar de 0.29μm ±0.78μm para Gatorade Perform 02, para Electrolight® 0.32μm ±0.13μm y para Powerade ION4 0.31μm ±0.08μm. En el tiempo final la media y la desviación estándar fueron de 0.47μm ±0.12μm, 0.44μm ±0.13μm y  0.42μm ±0.1μm para las bebidas mencionadas respectivamente. (Gráfico 2) 
 
Se evaluaron  las diferencias de rugosidad en esmalte y dentina después de los desafíos erosivos por las 3 bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4. En esmalte se encontró una diferencia en rugosidad de 0.167μm ±0.698μm para Gatorade Perform 02, para el Electrolight®  0.135μm ±0.527μm y para el Powerade ION4 0.159μm ±0.126μm. En dentina se encontró que el Gatorade Perform 02 presentó una rugosidad de 0.181μm ±0.104μm el Electrolight® de 0.126μm±0.100μm  y Powerade ION4  0.114μm ±0.728μm. Al realizar la prueba de Shapiro Wilk se encontró una distribución  normal de la muestra en todos los grupos a excepción del grupo del Gatorade Perform 02 en esmalte (p=0.02μm). (Tabla y gráfico 3)
 
Se comparó in vitro la rugosidad inicial y final de dientes bovinos tras ser sometidos a las bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4. Se encontraron diferencias estadísticamente significativas en el esmalte para todas las bebidas, Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4, con un p valor de 0.005μm, 0.000μm y 0.004μm respectivamente. Lo mismo se encontró para la dentina con un p valor de 0.000μm, 0.043μm, 0.013μm respectivamente. Encontrándose que sí hay diferencia estadísticamente significativa en el esmalte y la dentina después del desafío erosivo. (Tabla y gráfico 4)
 
Por último se compararon  las diferencias de la rugosidad de 3 bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4 tanto en esmalte y dentina.  No se encontraron diferencias estadísticamente significativas  (p=0.701μm y p=0. 538μm respectivamente). (Tabla y gráfico 5)
 
En relación de las imágenes en ESEM, fueron analizadas con el objetivo de observar los cambios microscópicos en la rugosidad superficial de los especímenes tanto de esmalte como dentina luego de ser expuestos a las bebidas isotónicas. A la comparación visual,  podemos observar   en la foto inicial y después del desafío erosivo con cada bebida isotónica una alteración en los prismas del esmalte, produciéndose además irregularidades y padrón de panal de abeja similar al obtenido después de un acondicionamiento con ácido fosfórico 37% en esmalte. En relación a dentina, se puede observar en comparación a la imagen inicial una alteración en el orden de los túbulos dentinarios donde las desembocaduras de los mismos se presentan más anchas y alargadas.
 
 
TABLA 1
Evaluación  in vitro de la rugosidad inicial y final del esmalte de diente bovino después del  desafío erosivo por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4
 
	Grupo
	Tiempos
	Media 
	Desviación estándar
	Mediana
	Mínimo 
	Máximo
	Normalidad*

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Gatorade Perfom 02
	Inicial
	0.22
	0.78
	0.18
	0.14
	0.35
	0.04

	Final
	0.54
	0.56
	0.35
	0.03
	0.21
	0.00

	Electrolight
	Inicial
	0.05
	0.18
	0.5
	0.02
	0.08
	0.93

	Final
	0.18
	0.05
	0.19
	0.11
	0.25
	0.97

	Powerade ION4
	Inicial
	0.04
	0.13
	0.04
	0.02
	0.07
	0.22

	Final
	0.19
	0.12
	0.17
	0.17
	0.5
	0.01


 
*Prueba de Shapiro Wilk
Nivel de significancia estadística, (p>0.05)
 
 
 
 
 
 
 
GRÁFICO 1
Evaluación  in vitro de la rugosidad inicial y final del esmalte de diente bovino después del  desafío erosivo por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLA 2
Evaluación  in vitro de la rugosidad inicial y final de la dentina de diente bovino después del desafío erosivo por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4
 
[image: ]
*Prueba de Shapiro Wilk
Nivel de significancia estadística, (p>0.05)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GRÁFICO 2
Evaluación  in vitro de la rugosidad inicial y final de la dentina de diente bovino después del desafío erosivo por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLA 3
Evaluación de  las diferencias de rugosidad en esmalte y dentina después de los desafíos erosivos por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4
 
 
	Grupo
	Media 
	Desviación estándar
	Mediana
	Mínimo 
	Máximo
	Normalidad*

	Esmalte
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Gatorade
	0.167
	0.698
	0.135
	0.1
	0.32
	0.02


	Electrolight
	0.135
	0.528
	0.13
	0.06
	0.21
	0.62


	Powerade
	0.159
	0.126
	0.14
	0.03
	0.46
	0.07


	Dentina
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Gatorade
	0.181
	0.105
	0.15
	0.05
	0.38
	0.49


	Electrolight
	0.126
	0.100
	0.11
	0
	0.35
	0.39


	Powerade
	0.114
	0.728
	0.11
	0.02
	0.24
	0.75



 
*Prueba de Shapiro Wilk
Nivel de significancia estadística, (p≤0.05)
 
 
 
 
 
 
GRÁFICO 3
Evaluación de  las diferencias de rugosidad en esmalte y dentina después de los desafíos erosivos por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
TABLA 4
Comparación in vitro de la rugosidad inicial y final de dientes bovinos después del desafío erosivo por las 3 bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4
	Grupo
	Tiempos
	Media 
	Desviación estándar
	P

	Esmalte
	 
	 
	 
	 

	Gatorade
	Inicial
	0.54
	0.56
	0.005*

	Final
	0.22
	0.78

	Electrolight
	Inicial
	0.05
	0.18
	0.00**

	Final
	0.18
	0.05

	Powerade
	Inicial
	0.04
	0.13
	0.0049*

	Final
	0.19
	0.12

	Dentina
	 
	 
	 
	 

	Gatorade
	Inicial
	0.29
	0.78
	0.0009**

	Final
	0.47
	0.12

	Electrolight
	Inicial
	0.32
	0.13
	0.0436**

	Final
	0.44
	0.13

	Powerade
	Inicial
	0.31
	0.08
	0.0132**

	Final
	0.42
	0.1


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Prueba de Wilcoxon
**Prueba de t de Student
Nivel de significancia estadística, (p≤0.05)
 
GRÁFICO 4
Comparación in vitro de la rugosidad inicial y final en esmalte de dientes bovinos después del desafío erosivo por las 3 bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GRÁFICO 5
Comparación in vitro de la rugosidad inicial y final en dentina de dientes bovinos después del desafío erosivo por las 3 bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLA 5
Comparación in vitro de las diferencias de la rugosidad inicial y final después del desafío erosivo por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4 en esmalte y dentina
 
 
 
 
 
	Grupo
	Media 
	Desviación estándar
	P

	Esmalte
	 
	 
	 

	Gatorade
	0.167
	0.698
	 
           0.7015*
 


	Electrolight
	0.135
	0.528


	Powerade
	0.159
	0.126


	Dentina
	 
	 
	 

	Gatorade
	0.181
	0.105
	 
 

	 

	Electrolight
	0.126
	0.100
	            0.538**

	 

	Powerade
	0.114
	0.728
	 

	 


 
 
 
 
 
 
 
*Prueba de Kruskal – Wallis
**Prueba de ANOVA
Nivel de significancia estadística, (p≤0.05)
 
 
 
GRÁFICO 6
Comparación in vitro de las diferencias de la rugosidad inicial y final después del desafío erosivo por las tres bebidas isotónicas Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4 en esmalte y dentina
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VIII.          DISCUSIÓN
El propósito del presente estudio fue evaluar in vitro la rugosidad del esmalte y la dentina de dientes de bovino antes y después de ser expuestos a tres bebidas isotónicas, Gatorade Perform 02, Electrolight® y Powerade ION4. En este estudio se comprobó que efectivamente la rugosidad varía tanto en esmalte como en dentina luego de ser expuestos al desafío erosivo por estas bebidas isotónicas.
 
Todas las medidas experimentales de esta investigación fueron  llevadas a cabo de una manera juiciosa y rigurosamente ceñida al protocolo, al tratarse de un estudio experimental in vitro se tienen ciertas limitaciones, sin embargo se recreó un ambiente propicio para dar lugar a este estudio. (25)   La erosión dental asociada con el consumo de bebidas isotónicas es de importante preocupación para la salud bucal. Por lo tanto, en vista que el consumo de estas bebidas ha ido incrementando con el paso del tiempo, más investigaciones deben llevarse a cabo para ampliar los alcances y conocimiento en este campo. (29)   
 
En diversos estudios experimentales han determinado que el esmalte y dentina de dientes  bovinos tienen las mismas características tales como la composición química del esmalte y la dentina, muy similares a los dientes humanos.  Aunque existen diferencias morfológicas entre ellos, presentan respuestas equivalentes frente a un desafío erosivo y a muchos modelos experimentales in vitro. (24)   Por esta razón,  estos han sido utilizados en varios estudios acerca de la erosión dental. (13, 24, 25)  
 
La metodología utilizada en este estudio fue la de Honorio y Col en el año 2008, metodología utilizada en diversos estudios de desafío erosivo in vitro, este protocolo consiste en exponer el espécimen 3 veces al día,  durante 5 minutos por 5 días,  es suficiente para lograr ver alteraciones y validar la erosión dental in vitro en la superficie de esmalte y dentina. (13, 24, 25, 30)   
 
Las bebidas isotónicas utilizadas para este estudio fueron seleccionadas luego de realizarse una medición del pH. El pH de cada bebida se determinó por triplicado a temperatura ambiente usando un pHmetro. Este tipo de bebidas contienen un pH bajo, también contienen hidratos de carbono refinados (azúcar) y otros aditivos que pueden someter el esmalte dental a la disolución ácida, la formación de caries y la erosión. Además, estos pueden permanecer en las superficies del esmalte en lugar de ser eliminado por la saliva, mostrando su potencial erosivo y cariogénico. (24, 25, 30)   
 
El instrumento para cuantificar la rugosidad superficial utilizado fue el rugosímetro de la marca Mitutoyo SJ-201®  del laboratorio de materiales de la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI) Este instrumento proporciona perfiles  de rugosidad, cuantificando las superficies de desgaste. Por cada fragmento se realizaron tres mediciones en diferentes áreas de la interfaz de los cuerpos en esmalte y la dentina sometidos al experimento, la media se obtuvo de estos tres datos. (5, 20)  Estudios similares como el de Fujii en el 2009 y Rios y col. en el 2006, utilizan el rugosímetro para medir los cambios en la rugosidad superficial del esmalte luego del desafío erosivo con bebidas carbonatadas y jugo de naranja, siendo el instrumento más utilizado para determinar los valores de rugosidad superficial en estudios in vitro. (8, 22, 29)  
Los especímenes utilizados sirvieron para medir la rugosidad tanto en el esmalte como en la dentina. En ambos casos se observó que al ser expuestos a las bebidas isotónicas se perdió estructura dentaria debido a la erosión generada por éstas, viéndose alterada la rugosidad en esmalte y dentina. Una de las variables principales fue la rugosidad superficial que consiste en pequeñas irregularidades presentes en la superficie dental. Estas irregularidades caracterizan la textura de la superficie, que puede ser definida como un conjunto de patrones existentes en las superficies físicas. (4)  
 
En cuanto a los factores extrínsecos que se utilizaron en esta investigación tenemos a las bebidas isotónicas que fueron las encargadas de desestabilizar los tejidos duros del diente, causando así la desmineralización de la hidroxiapatita tanto en el esmalte como en la dentina. (1 - 9, 11, 14 - 16, 21, 24, 29) El contenido total de ácido, y el tipo de este (fosfórico, cítrico, etc.) son factores primarios con respecto a la destrucción del esmalte. (6)  Estudios similares como el de Lussi en el 2007, coinciden en que cada vez hay más evidencia de estudios in vitro e in situ,  donde el consumo excesivo de bebidas y alimentos ácidos plantea un riesgo para los tejidos duros dentales. Por otro lado Fujii en el 2011 y Cheng y col. En el 2007, coinciden con este estudio ya que tuvieron como objetivo evaluar la rugosidad de la superficie del esmalte (Ra) y el pH antes y después de la erosión de ciertas bebidas, respectivamente. Tuvieron como resultado que la rugosidad superficial del esmalte sí se vio afectada por efectos de la erosión. (6, 20, 23)  
 
Los hallazgos del presente trabajo nos permitieron comprobar que luego de la comparación de las diferencias (inicial – final) de las bebidas en dentina y esmalte sí existe un cambio en la rugosidad de los dientes coincidiendo con estudios previos como los de Kitchens y Owens en el año 2002, quienes realizaron una investigación de tipo experimental in vitro en la cual se utilizaron veintiocho dientes posteriores humanos previamente extraídos libres de hipocalcificación y caries,  se recubrieron las superficies de esmalte con 5% de barniz de fluoruro de sodio para evaluar el grado de erosión de diferentes tipos de bebidas tales como Coca Cola Clásica, Coca Cola diet, bebidas deportivas como Gatorade y revelaron las mediciones más altas de rugosidad superficial después del tratamiento. Los resultados indicaron que tanto las bebidas carbonatadas y las no carbonatadas como las bebidas deportivas muestran un efecto erosivo significativo sobre el esmalte dental; sin embargo, los tratamientos de barniz de flúor no demostraron una influencia protectora significativo en las superficies de esmalte. (8)
 
Se realizó la evaluación de la rugosidad in vitro del esmalte y la dentina de diente bovino inicial  y final luego de ser expuestas a las tres bebidas isotónicas, Gatorade 2, Electrolight® y Powerade ION4.  Sin embargo, al comparar la rugosidad causada en los 3 grupos, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre las 3 bebidas ya que se comprobó que todos estos isotónicos causan erosión de la misma manera. Este resultado es similar al de Xavier y col. en donde encontraron que no hubo diferencia significativa entre los grupos G2 y G4 (Gatorade Tangerine® y Gatorade Lima®). (4)  Resultados similares obtuvo Honorio en el 2006, en donde luego de exponer los especímenes de esmalte y dentina a bebidas carbonatadas con pH bajo, comprobó el efecto erosivo y la afección en la rugosidad superficial de estos. (25)   Asimismo, Liñan y col. no encontraron diferencias significativa al comparar sus grupos, cabe resaltar que la comparación fue entre los grupos de Coca Cola® y Kola Real®. (3)  Podemos inferir que no existen diferencias significativas en el potencial erosivo entre las bebidas isotonicas estudiadas.
 
 
En relación de las imágenes ESEM, estas fueron analizadas con el objetivo de observar las diferencias microscópicas tanto del esmalte como dentina antes y después de ser erosionadas por las bebidas isotónicas. Asimismo estudios similares como los de Larsen en el año 1999, Barbour en el 2005, Borjian en el 2010 y Rios en el 2011, utilizaron el microscopio electrónico de barrido ambiental para obtener imágenes de los especímenes luego de ser expuestos a sustancias erosivas para comprobar y observar las diferencias microscópicamente antes y después del desafío erosivo. (20, 51, 52, 57)
 
Basándose en los resultados de este estudio, se llegó a la conclusión de que al utilizar distintas bebidas isotónicas tales como,  Gatorade 2, Electrolight® y Powerade ION4 se comprobó que no existe ninguna que tenga mayor potencial erosivo frente a las demás, ya que todas causan los mismos efectos deletéreos tanto en esmalte como en dentina, probablemente por tener una composición química similar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IX.       CONCLUSIONES
 
1.      La rugosidad del esmalte de diente bovino inicial y final para Gatorade Perform 02 fue de 0.54μm a 0.22μm, Electrolight® fue de 0.05μm y 0.18μm y finalmente para el Powerade ION4 0.04μm a 0.19μm.
2.      La rugosidad de la dentina de diente bovino inicial y final para Gatorade Perform 02 fue de 0.29μm y 0.47μm, Electrolight® fue de 0.32μm y 0.44μm y finalmente para el Powerade ION4 0.31μm y 0.42μm.
3.      Las diferencias inicial y final de las bebidas Gatorade Perform 02, Electrolight®, Powerade ION4 para el esmalte fueron 0.167μm, 0.135μm y 0.159μm respectivamente. Para la dentina fueron 0.181μm, 0.126μm, 0.114μm respectivamente.
4.      Las  bebidas isotónicas causaron un aumento en la rugosidad superficial tanto en esmalte como en dentina.  
5.      No se encontraron diferencias estadísticamente significativas al comparar el potencial erosivo de las tres bebidas isotónicas en esmalte y dentina.
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Anexo 1
Determinación del tamaño muestral
Tamaño estimado de la muestra para la comparación de dos muestras.
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Anexo 2
Microprocesador de pH marca HANNA
 
[image: C:\Users\Rena\AppData\Local\Microsoft\Windows\Temporary Internet Files\Content.Word\New Picture.png]
 
 
 
 
 
Pre selección de bebidas isotónicas
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Anexo 3
Obtención de los especímenes de dientes de bovino
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Figura 1. Separación de las coronas y raíces                      Figura 2. Corona fijada en el 
                 de los dientes bovinos                                                         dispositivo de corte
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Figura 3. Corte del especimen                                               Figura 4. Bloques de esmalte y dentina cortados
en la máquina de corte digital
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Anexo 4
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[image: C:\Users\Rena\Desktop\FOTOS TESIS\10743425_10152810745923665_1016973947_n.jpg]Figura 5. Ceras fijadas a las bases acrílicas             Figura 6. Bloques de esmalte y dentina 
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Figura 7. Espécimen de esmalte (azul)                            Figura 8. Secuencia de pulido
                 y dentina (rojo)                                                   en máquina de pulido digital
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Anexo 5
Bebidas isotónicas y desafío erosivo
 
[image: C:\Users\Rena\AppData\Local\Microsoft\Windows\Temporary Internet Files\Content.Word\222.jpg][image: C:\Users\Rena\AppData\Local\Microsoft\Windows\Temporary Internet Files\Content.Word\muestras con esmalte.jpg]
 
 
 
 
 
 [image: ]
 [image: ]
 
 
 
 
 
[image: C:\Users\Rena\AppData\Local\Microsoft\Windows\Temporary Internet Files\Content.Word\IMG_20141218_145115108.jpg][image: C:\Users\Rena\AppData\Local\Microsoft\Windows\Temporary Internet Files\Content.Word\333.jpg]
 
 
 
 
 
 
 [image: ][image: ]
 
 
 
 
[image: ]
Anexo 6
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Figura 13. Medición de la rugosidad superficial en dentina
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Figura 14. Microscopía de barrida ambiental (ESEM)
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Anexo 7
Imágenes en ESEM
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Anexo 8
 
      Dentina normal (500x)                                              Gatorade Perform 02(500x) 
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Anexo 9
Carta de aprobación de tesis de Comité de Ética e Investigación
 
CEI/318-07-14                                                            
Chorrillos, 08 de julio de 2014
 
Señor  alumno
Renato Maestri Fernández-Concha
Estudiante de la Escuela de Odontología
Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas
Presente.-
 
 
Ref.:              Evaluación in vitro de la rugosidad de esmalte y dentina en dientes bovinos expuestos a bebidas energizantes isotónicas
 
Estimado alumno:
 
En atención a la remisión del Protocolo de la referencia, tengo a bien hacer de su conocimiento que el Comité de Ética e Investigación (CEI) ha determinado que debido a que es un estudio “in vitro” sin participación de seres humanos o animales no aplica la revisión por el CEI.
 
En tal sentido, se considera al presente estudio exonerado y deberá seguir el trámite regular según lo indica el artículo 5.4 del Reglamento de Grados y Títulos para Ciencias de la Salud
 
Sin otro particular, quedo de ustedes.
[image: firma Dr Vivar]
 
Presidente del Comité de Ética 
Facultad de Ciencias de la Salud
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Anexo 10
Información de bebidas isotónicas
	Bebida isotónica
	pH
	Ingredientes
	Composición
	Marca

	Gatorade de perform 2®
	2.51
	Agua, jarabe de sacarosa, jarabe de alta fructosa de glucosa-fructosa, ácido cítrico, saborizantes naturales y artificiales, sal, citrato de sodio, fosfato de monopotasio, éster de glicerol de colofonia de madera, acetato isobutirato de sucrosa, aceite vegetal bromurado y colorantes.
	127 mg/L de potasio
464mg/L de sodio
59g/L de carbohidratos
	Pepsico®

	Electrolight®
	2.61
	Agua, Sacarosa, Glucosa, Esencia de fresa, Citrato de Soda, Cloruro de Sodio, Fosfato Monopotásico, Benzoato de Sodio, Enturbiante Líquido, Sorbato de Potasio, Sucralosa, Colorante Rojo FD&C N°40
	40,1 mg de potasio
115,1 mg de sodio
14,4g de carbohidratos
57,6 Calorías
	Electrolight®

	Powerade ION 4®
	2.74
	Maltodextrina, agua, jugo de limón, cloruro de potasio, cloruro de sodio, almidón modificado, amarillo crepusculado, vitamina B3, vitamina B6, sorbato de potasio, benzoato de sodio, tartrazina, electrolitos monopuestos
	Tamaño de porción 8fl oz (500ml)
12g de carbohidratos
14g azúcares
504g de grasas
76mg de potasio
126mg de sodio
	Coca Cola®
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Anexo 11
Ficha de recolección de datos
	 
Bebida isotónica
	 
Rugosidad

	 
Nro de Muestra
	 
Antes
	 
Después
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5
	 
	 

	 
6
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Informe de solicitud de aprobación de tema de Tesis proyecto profesional       
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Figura 11. Desafio erosivo
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Figura 12. Medicin de la rugosidad

superficial en esmalte
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Figura 9. Bloques de esmaltey
dentina cubiertos por una capa de

esmalte de ufias (control)
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Figura 10. Bebidas isoténicas

seleccionadas
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Atentamente.

Dr. Aldo Vivar Mendoza
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Esmalte normal (1000x)
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