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Resumen Xl

Resumen

La presente investigacidn exploratoria tuvo como propésito estudiar la difusibn de
algunas especies quimicas en el esmalte dental humano sano (ES) y en esmalte dental
con desmineralizacién inducida (EDI), en funcion de su tamafio, carga neta, polaridad y
radios hidrodinamicos efectivos, mediante microscopia electrénica de barrido con analisis
de energia dispersiva de rayos X (SEM-EDX). Previo consentimiento informado, se
obtuvieron 65 terceros molares humanos sanos extraidos por indicacién ortodéntica. Los
dientes se repartieron aleatoriamente en tres grupos: Grupo 1 (G1) (n=30) esmalte sano
(ES), Grupo 2 (G2) (n=30) esmalte dental con desmineralizacion inducida (EDI) y Grupo
control (GC) (n=5). Se evalu6 e implementé un método quimico de desmineralizacién de
esmalte dental con acido lactico a pH 5,4. Se utilizé una solucion indicadora, producida
en la Universidad Nacional de Colombia, que actu6é como fuente proveedora de iones de
potasio (K™), cloro (CI), cadmio (Cd"™), bromo (Br), estroncio (Sr'*), yodo (I), a una
concentracion baja (C1) y a una concentracién alta (C2), durante tres tiempos (t;= 4 dias,
t,= 8 dias, t;= 16 dias), a 36.5 °C. Se analiz6 en cada espécimen, el porcentaje atbmico
de los iones a tres profundidades del esmalte tratado (S=50, M= 100, I= 150
micrémetros) por medio de microscopia SEM-EDX. Se realiz6 un andlisis de medidas
repetidas ajustando un modelo de regresion beta con el software R version 3.0.2. En ES
a C1, se encontré en promedio un 0.280% de Br’, 0.615% de CI', 0.150 % de I', 0.310%
de Sr**, 0.178 % de K" y 0.375% de Cd"", y a C2 se encontré 0.430%, 0.695%, 0.188 %,
0.504%, 0.246%, 0.535, respectivamente. Con EDI, los promedios atémicos
incrementaron tanto a C1 a 0.358% de Br, 0.621% de CI, 0.189% de I', 0.426% Sr*",
0.227% de K™ y 0.669% Cd""'como a C2 a 0.408% Br’, 0.690% CI', 0.269% |, 0.455%
Sr'*, 0.256% K™ y 0.513% Cd*". La difusion de Cd"* fue la mayor entre los cationes y la
difusién de CI" fue la mayor entre los aniones estudiados, en ambos casos por tener los
radios i6nicos menores. El tiempo de exposicion y la profundidad no fueron significativos.
El transporte de masa en esmalte dental humano parece depender de un mecanismo
complejo y que procede mas rapido de lo esperado para la difusion pura, siendo
influenciado por factores como el grado de mineralizacion de la estructura del esmalte,
la concentracién, los radios i6nicos y la polaridad de los componentes de la solucion
iGnica.

Palabras clave: difusiéon, iones, desmineralizaciéon dental, permeabilidad del
esmalte dental.






Abstract

This work is an exploratory study of the diffusion of some chemical species in human
sound dental enamel (SDE) and artificially demineralized dental enamel (DDE). Diffusion
was analyzed as a function of species size, electrical polarity, net electrical charge and
hydrodynamic radii. With previous consent, 65 sound third molars extracted by
orthodontic indication were collected and randomly divided into three groups: G1 (n=30)
SDE; G2 (n=30) DDE and control group (CG) (n=5). A quick chemical demineralizing
method for SDE with racemic lactic acid (pH=5.4) was set up and evaluated. Solutions
containing indicator diffusing ions (Cl-, Br-, |-, K+, Sr++, Cd++) were designed and
prepared at two concentrations (low=C1, high=C2), exposure was done at three times
(t;=4, t,= 8 and t;= 16 days) at 36.5 °C. The atomic percentage for each ion at three
depths in enamel (s= 50, m= 100 and i=150 um) was determined by means of a scanning
electron microscope fitted with a dispersive X- ray analyzer (SEM-EDAX). The statistical
analysis was performed using repeated measurements adjusting a beta regression model
with software R versién3.0.2. In SDE average ion contents found at C1 were: 0.280% Br’,
0.615% CI, 0.150% I, 0.310% Sr**, 0.178% K" and 0.375% de Cd"™. At C2 average
contents were 0.430%, 0.695%, 0.188 %, 0.504%, 0.246%, 0.535, respectively. With
DDE average contents increased at C1 to: 0.358% Br’, 0.621% CI', 0.189% I', 0.426%
Sr'*, 0.227% K™ and 0.669% Cd*", and also at C2 to the following values: 0.408% Br’,
0.690% CI', 0.269% I, 0.455% Sr**, 0.256% K™ and 0.513% Cd"*. Diffusion of Cd"* and
ClI'  was larger due to their ionic radii being the smallest. Exposure time and depth
showed no statistical significance. Mass transport in human dental enamel seems to
depend on a complex mechanism and to proceed faster than expected for pure diffusion
being influenced by factors such as degree of mineralization of enamel, concentration,

ionic radii and component polarity of the ionic solutions.

Keywords: diffusion, ions, dental enamel, tooth demineralization, dental enamel

permeability.






Contenido XVII

Contenido
Pag.
RO S UM BN .. e e e e Xl
A S T ACT ... e XV
RS = 0 L o = L XX
LisSta de tabIaS. ..o XXII
] = W0 LT =T = L XXVI
LiSta de GrafiCas ... vt XXIX
1] 4 o To LU Yo o3 o Y o 1
L ESMalte dental.......coooiii e 5
000 I 0 0 =T o ) o PP 5
2 @10 o 4] 0 To 1= (o3 o] o FAr PP 7
1.2.1 Componente INOFGANICO.......uiuiiiiat e et et et e e e e et eeeenn 7
1.2.2 COMPONENLE OFGANICO... ...ttt et et et e et ee e e e e e e ee eaeeaeens 8
L 8 B S UCTUIA. . e e e e e e e e e e e e e e e 9
1.3.1 Topografia del esmalte dental............ ..o, 10
2. Desmineralizacion dental..........cc.oiii i 16
2.1 DEFINICION ... e e e e e e e e 16
2.2 Desmineralizacion dental POSEruptiVa. .. .......oo.uie vt 17
2.2.1 CarieS dental........ociuii i ——— 17
2.2.2 EFOSION ... et e e 19
2.2.3 Tratamientos dentales. .. ... e e e 20
T N =T K=Y o Lol (= Yo L= 0 = 1T TP 22
L DEFINICION. .. .t e 22

3.2 Difusién



3.3 LEYES A FICK ... ittt e e 25

3.3.1 Primera de Ley de Fick: Difusién en estado estacionario — difusion

[£a10] (=T o U ] - | PP TPUPPRTRT 26
3.3.2 Segunda Ley de Fick: Difusion en estado no estacionario........................ 28

3.4 Conductividad eleCtrolitiCa..........oviieiiie e e 28
3.4.1 TiPOS U€ CONUUCTOMES. ... e vttt et e e et e et e e et e e e e 29
3.4.2 Mecanismo de conduccion electrolitica.............o.oeeviii i, 29
3.4.3 Interaccion de los iones con el disolvente.............oovve v 30

3.4.4 NUmero de transporte iONICO.......c.ooviiiiiii i e e e e e 30

/Y ot o 1Yo o] o] - LS PP RP T OPPPRRTRRR 32
I S (=T =T o) o ][ 0 1 o o o PN 32
4.2 Microscopia 6ptica de luz polarizada.............c.ccoii i 33
N N o 1 0 Tox o] o TR PP 34

4.3 Microscopia electréonica de barrido (SEM).......c..oouiiiiiii i e 35

4.3.1 Microscopia electrénica de barrido con analisis de espectroscopia de

dispersion de ray0s X (SEM-EDX)....ccoiiiiiiiiii e e e 38
L@ ] oY= 1170 7= P 42
5.1 ObJEtIVO ENEIAL. .. ...t e e e e e e 42
5.2 Objetivos €SPECITICOS. .. ... 42

B. HIP O SIS o ettt e e e 43
A\ (=2 o o [o] Lo o | - VO TP 44
7.1. TIPO d€ INVESHGACION ... ...ttt et et e et e e e e eenens 44
7.2 PODIACION. ... 44
7.2.1 Unidades experimentales. ... ..o i i i e e e 44

7.2.2 Criterios de iNCIUSION. .. ... .o e 44

7.2.3 Criterios de eXCIUSION.........uii it e 44

T.2.4 IMUBSIIA. ...ttt e e e e et e e e e 45

7.3 MaterialesS Y MELOUOS. .. ... .cu ettt e e e e 45
7.3.1 0Dtencion de 1a MUESTIA. ........vu et 45

7.3.2 Almacenamiento de 1a MUESIIA. .. ...oovvit it et e e e eaaaean 45



7.3.3 Fase de preparacion de la muestra ..........cocovveii it iiieiie e 46

7.3.4 Tratamiento de 1 MUESHIa. .........ooirie i e e 58

7.4 Andlisis estadistico de fase de tratamiento.............c.oiuie i 61
TA.LNVANADIES. ... 63

8. ReSUItAdOS Y AISCUSION ....uuiit it e e et 64
8.1 Preparacion e MUESTIAS. .. ......ue ittt et e et et e e e et eeeens 64
8.1.1 Método de desmineralizacion en esmalte dental humano........................ 64

S I 2= = 10 1= (o B PP 72
8.2.1 Prueba de HIpOESIS. ......uiieiitiie i 76

8.2.2. ANAlISiS de AifUSION........ciei it e 78

0. CONCIUSIONES ..ttt e e e e e e et et e e e 83
10. RECOMENAACIONES ... ittt ettt e e et et e et et e e e e aeaeaa 84
11, ApliCACIONES CHINICAS ... . et e e e e e 85
Anexo A: Consentimiento informado ... 86
Anexo B: Cartilla informativa ........ ..o 87
Anexo C: Hoja de registro de actividades ..........ccovviiiiiiiiiiiie i e e, 88
Anexo D: Registro clinico de dientes donadosS..........cociviiii i e, 89

Anexo E: Perfiles de promedio de porcentaje atbmico por elemento segln tiempo
de tratamiento y estado del esmalte. Concentracion 1...............ccoeviiiiiiiiiennnnn. 90

Anexo F: Perfiles de promedio de porcentaje atbmico por elemento segln tiempo
de tratamiento y estado del esmalte. Concentracion 2.............c.ocoveiii i iiiiiienenns 91

Referencias bibliografiCas...... ..o 92






Contenido

XXI

Lista de figuras

Figura 1.1:
Figura 1.2:
Figura 1.3:
Figura 1.4:
Figura 4.1:

Figura 4.2:

muestra.....

Figura 4.3:

Figura.4.4:

Etapas de la formacion del esmalte............cccooeeeeeeii Pa%
Estructura estequiométrica de hidroxiapatita ..............ccccoviiiiiii i, 7
Arreglo jerarquico de la estructura del esmalte dental .............................. 9
Prismas y espacio interpriSMAtiCO..........covviie i e e 10
Filtros polarizadores de microscopio 6ptico de luz polarizada.................... 34
Tipos de Electrones producidos por interaccion del haz incidente con una
................................................................................................... 36
Componentes de la éptica del microscopio de barrido............................. 37
Mecanismo de acCion de EDX.......c.coeviiiiiiiiiie e e 41






Contenido XXII
Lista de tablas

Pag.
Tabla 7.1: Disrtribucion de la muestra de desmineralizacion .............cccocovveiiiiiiee e, 51
Tabla 7.2: Categorias respuesta ViSUAL............o.veiieei it e e e e 53
Tabla 7.3: Categoria respuesta radiografica.............cooov i e 54
Tabla 7.4: Categoria respuesta histologiCa...........o.vvvieiii i, 56
Tabla 7.5: Distribucion de tratamientos de difusion..............cooiviii i, 58
Tabla 7.6: Ejemplo organizacion de datos para analisis estadistico........................... 61
Tabla 7.7: Variables de difuSion......... ..o e 63
Tabla 8.1: Cambios visuales pH 2.4y pH 5.4, e, 65
Tabla 8.2: Comparacion radiogréafica en tratamientos con acido pH 2,4y 5.4.............. 66
Tabla 8.3: Andlisis con software de IMAgENES..........ovviiiiit i 67
Tabla 8.4: Resultados cuantificacion densidad de griSes..........c.ooevviiiieeiiiine e, 68
Tabla 8.5: Resultados con microscopia éptica con luz polarizada............................. 69
Tabla 8.6: Resultados de categorizaciéon de resultados ordinales............................. 70
Tabla 8.7: Resultado indice de iNCIENCIA. .. ........vuieiinie i 71
Tabla 8.8: Andlisis de varianza de desmineralizacion..............c.coevieiiiiiiiiiinininenns 71
Tabla 8.9: Prueba de hip6tesis de difusion.............cc.oo i 76

Tabla 8.10: Promedio de porcentaje atdmico de K+ vs Cd++ enES....................... 78



Tabla 8.11: Promedio de porcentaje atdmico de K+ vs Sr++en ES.............c..c.oeeenn. 78

Tabla 8.12: Promedio de porcentaje atomico de K+ vs Cd++ en EDI....................... 78
Tabla 8.13: Promedio de porcentaje atobmico de K+ vs Sr++ en EDI........................ 79
Tabla 8.14: Promedio de porcentaje atbmico de aniones enES...............ccoeevveennnn. 79
Tabla 8.15: Promedio de porcentaje atomico de aniones en EDI.....................cces 79
Tabla 8.16: Promedio de porcentaje atomico de cationes enES.................cocevenenn. 80
Tabla 8.17: Promedio de porcentaje atdbmico de cationes EDI...................coooeiniil. 80

Tabla 8.18: Promedio de porcentaje atdbmico de los iones distribuidos segun su polaridad
y radio atOMICO BN ES.. .. ot 81

Tabla 8.19: Promedio de porcentaje atomico de los iones distribuidos segun su polaridad
y radio atOmiCO €N EDI ...t 81

Tabla 8.20 Radios hidrodindmicos efectivos e iénicos de los elementos de la solucion
TaTo [[o7=To (o] - VAP 82






Contenido XXVI
Lista de imagenes

Imagen 1.1: Porosidad superficial de esmalte dental...................ooov i, 11
Imagen 1.2: EStrias de RetZIUS.......c.oii it e s e e e e e 13
Imagen 1.3: Penachos de LINAerer... ... ..o e e e e e 13
Imagen 1.4: Bandas de HUNter-SChreger.........ooo i e e e e, 14
Imagen 1.5: Lamelas del eSmalte. ... ..o 14
Imagen 1.6: PeriqUeMaties. .. ... ccouie et 15
Imagen 2.1: Erosidn del esmalte..........ooii i e 19
Imagen 4.1: EStere0mMICIOSCOPIO. .. . .. ittt ee et e et e et e et e et e e n e nen s 32
Imagen 4.2: Microscopio Optico de luz polarizada...............ccooviiiie i 33
Imagen 4.3: Resultado del analisis cuantitativo por medio de SEM-EDX................... 40
Imagen 7.1: Materiales de aislamiento y creacion de ventanas...................ccceeveeenn .. 47
Imagen 7.2: Tincién con azul de metileno en especimen............oveviiiiieeiiiine e, 48
Imagen 7.3: Estereomicroscopia papel Contact............cociiiii i 49
Imagen 7.4: Estereomicroscopia cinta eléctrica de vinilo (Temflex ™-3M)................ 49
Imagen 7.5: Estereomicroscopia pvc Negro (TeSa ®)..........ovvuuiieeeiiiiiiiiiiiieeeenn, 49
Imagen 7.6: Método de aislamiento............oouviii i 50
Imagen 7.7: Almacenamiento de muestras en solucion desmineralizante................... 51
Imagen 7.8: Tratamiento con solucién desmineralizante................cccocooviiiiiieinnn, 52
Imagen 7.9: Condiciones de toma de radiografia periapical..............cccooiiii e, 53
Imagen 7.10: Representacion de software para andlisis digital de imagenes............... 55

Imagen 7.11: Montaje de secciones dentalesS..........cooviiiii i it e, 56



Imagen 7.12: Método de sellado reversible...... ..o, 57

Imagen 7.13: Analisis de SEM-EDX






Lista de graficas

Grafica 4.1. FOrmaciOn de raY0S X.....oiuuirie et e et et e e e e e e eaens 39
Gréfica 4.2 Resultado del analisis cualitativo (espectro) por medio de SEM-

Grafica 8.1: Perfiles de promedio de porcentaje atomico por elemento segun
concentracion de solucion indicadora y estado de mineralizaciébn del esmalte, con
promedio de los tres

1112 0T 0101 74






Introduccién

El esmalte dental es una de las estructuras més mineralizadas del cuerpo humano, con
propiedades y comportamiento particulares. Esta ubicado alrededor de la parte clinica de
los o6rganos dentales, actuando como una barrera semipermeable al medio oral
permitiendo tanto una interaccion y comunicacion del diente con su medio, como también

proteccion mecanica y quimica a éste (1,2).

En cumplimiento de estas funciones, se expone a multiples situaciones bioldgicas,
patolégicas y terapéuticas que generan deterioro en su estructura, sumado a los defectos
gue pueden resultaren la etapa preeruptiva (3). Ante esto, el esmalte cuenta con un
mecanismo de ganancia de minerales gracias a la ubicacion en un medio
termodinamicamente supersaturado de dichas sustancias; sin embargo, esta respuesta
se limita en situaciones que comprometan altamente su integridad, pues su caracteristica

acelular lo hace una sustancia incapaz de autorepararse o autoregenerarse (1).

Es asi como se hace pertinente conocer los procesos fisico-quimicos que ocurren en el
esmalte dental en situaciones fisiolégicas y en condiciones patoldgicas, con el fin de
otorgarle condiciones necesarias para su reparacion por medio de materiales a base de
sustancias minerales propias del esmalte tales como calcio y fosfato. Estos esfuerzos se
han reflejado en la implementacién de tratamientos como terapia con flior (4,5,6,7,8) y

sustancias remineralizantes como fosfatos de calcio amorfo (9,10).

Para disefar estrategias eficaces, es necesario conocer cémo es la dinAmica superficial
de los iones en el esmalte dental. Pero la informacién reportada en la literatura es
escasa, limitada, poco clara y desactualizada, por ejemplo articulos asociados con
coeficientes de difusion de agua en restauraciones dentales (11), o de particulas de
glucosa e iones de sodio como lo expresa Hardwick en 1959 (12).



iError! No se encuentra el origen de la referencia.

Basado en lo anterior, es pertinente estudiar como es la difusion de algunas especies
guimicas en el esmalte dental humano, que contribuyan a controlar procesos en la

estructura dental.









1. Esmalte dental

Es una bioceramica nanocompuesta de origen epitelial (13) ubicada en la superficie
externa coronal de los érganos dentarios. Constituye la estructura mas mineralizada del
cuerpo humano dado por su alto contenido inorganico, que le permite actuar como
estructura protectora fisica y quimica (14,15), ademas se comporta como una membrana
semipermeable no homogénea permitiendo una comunicacion selectiva del diente con el

medio en el que se encuentra (16).

1.1 Formacion

Un esmalte maduro mineralizado es el reflejo de la actividad genética y perfiles de
expresion proteicos derivados de las células ectodérmicas formadoras (ameloblastos) lo
gue se conoce como amelogénesis, la cual se acompafia de una serie de intercambios

bioquimicos denominado biomineralizacion (17).

En la odontogénesis, como en la mayoria de procesos morfogenéticos, las interacciones
entre los grupos de células epiteliales y mesenquimales son fundamentales y guardan
una reciprocidad durante todo el desarrollo dental (18). Se inician por la migracion de
células de la cresta neural, que inducen un engrosamiento del epitelio estomodeal
formando la lamina dental, y por una serie de interacciones inductivas, las células
mesenquimales quedan rodeadas por capas epiteliales en la medida que el primordio
dental transcurre a través de los estadios de brote, casquete y campana. Las capas
epiteliales, llamadas en conjunto el érgano del esmalte, actian a través de cinco etapas

para producir el esmalte dental (Figura 1.1) (19).
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Figura 1. 1 Etapas de la formacion del esmalte. A, capa de ameloblastos. Sl, estrato intermedio;
SR, reticulo estrellado; OEE, epitelio eterno del esmalte; b, vasos sanguineos; P, células
papilares; r and s, ameloblastos acortados. Tomada de Sorkin, et al.2000 (19).

Etapa 1 o presecretora, el epitelio interno del esmalte se compone de ameloblastos
alargados, diferenciados y con mecanismos para la sintesis de proteinas y secrecion de
matriz organica. En la etapa 2 o secretora, los ameloblastos depositan las proteinas que
se someten a auto-ensamblaje para formar la matriz del esmalte extracelular orgénico, o
andamio, que controla la iniciacién, tasa de crecimiento y la disposicion de los cristales
de hidroxiapatita carbonatada. Los ameloblastos y odontoblastos (células formadoras de
dentina) que estan alineados cara a cara, migran en direcciéon al tejido en formacion, es
asi como los odontoblastos se dirigen lejos de la union amelodentinal hacia la futura
pulpa, mientras que los ameloblastos migran hacia el exterior hacia la superficie del
diente en formacién, adquiriendo un grupo de barras terminales basales y apicales, como
un proceso apical especializado, llamado el proceso de Tomes. Después de la
deposicion del espesor total de esmalte en la Etapa lll, la etapa de transicion (TR), los
ameloblastos columnares se acortan mientras que las otras células del 6rgano del
esmalte (el estrato intermedio, reticulo estrellado y el epitelio del esmalte exterior) alteran
su morfologia y se convierten en células papilares. En la etapa IV, la etapa de
maduracion, se eliminan las proteinas del esmalte y el agua, para iniciar con el proceso
de biomineralizaciébn reemplazando dicho contenido organico por fosfatos de calcio.
Consecuentemente, a pesar de que su origen embrionario es proteico, el esmalte maduro

termina siendo esencialmente una capa de compuesto bioceramico (14-19).
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1.2 Composicion

Siendo una estructura acelular, el esmalte esta constituido en un 80-90% de su volumen
por componente inorganico, representado en cristales de hidroxiapatita carbonatada de
calcio. El restante 10-20% lo constituye material organico y agua (20).

La distribucion de la composicidbn no es homogénea, ya que la proporcion del contenido
mineral va disminuyendo hacia el interior del esmalte, siendo el contenido de agua y

proteinas mayor hacia la zona de la union amelodentinal (15).

1.2.1 Componente inorganico
La formula estequiométrica de la hidroxiapatita es CalO(PO4)6(0OH)2 (21,22),

representada con una estructura hexagonal compacta, en la que el ion hidroxilo se
encuentra encerrado en un triangulo de iones de calcio, que a su vez esta rodeado por
otro triangulo de iones fosfatos rotado 60° fuera de fase. Estos triAangulos estan

finalmente ubicados, dentro de un hexagono de iones calcio (Figural.2) (23).

P
® )
P P

Figura.1.2 Estructura estequiométrica de hidroxiapatita.

Esta estructura, tanto en esmalte como en otros tejidos duros, presenta mdultiples
variaciones asociadas a defectos por vacancias de iones sobretodo de calcio e hidroxilo y
a sustituciones por iones carbonato, fluoruro, sodio, magnesio, las que influyen en el
comportamiento de la apatita. Es asi como la adicion de ion fluoruro, por ejemplo, hace
qgue los triangulos de calcio sean atraidos al centro de la estructura, disminuyendo la

energia de la red y estabilizando la estructura, reflejandose en la reduccion del Kps
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formando cristales mas dificiles de disolver (16). En el caso de reemplazo por iones de
carbonato y magnesio, sucede lo contrario ya que se observa un Kps aumentado,
expresado en una apatita mas inestable y mas soluble en medio &cido, debido a la falta

de acomodacion de estos iones en la red estructural (15).

Adicionalmente, la presencia de estas sustituciones no es homogénea, los iones fluoruro
en esmalte se encuentra en mayor proporcion hacia la superficie, cayendo notoriamente
hacia el interior de la estructura. Esto ocurre probablemente porgue durante la
amelogénesis, el flior proveniente del medio se deposita en la superficie, ocasionando la
formacion de un mineral poco permeable que restringe el paso de mas iones hacia el
interior. Contrariamente ocurre con el carbonato y el magnesio, que se pueden depositar
en la apatita en formacién, haciendo que su distribucién, respectivamente, aumente en
un 2% y 0.2% en la superficie, y en un 4-6% y 0.5% en zonas mas cercanas a la dentina.
Aunque en algunas regiones, como las fisuras de los molares también se pueden

encontrar altas concentraciones de ién carbonato (15).

1.2.2 Componente organico

A pesar de ser muy bajas las concentraciones, existe un componente organico formado
por péptidos muy pequefios y aminoacidos, que representan la matriz original del
desarrollo, pero que en esmalte maduro cumplen un papel de matriz para los cristales de
hidroxiapatita (14).

Este componente organico, asciende solo de 0,5 a 1% en peso. Sin embargo, estos
restos minimos de proteina pueden actuar como un agente plastificante, lo que permite
cierto deslizamiento entre los prismas del esmalte, para aliviar las tensiones y
proporcionar un poco de endurecimiento (24). También se ha demostrado que cumple un
papel importante en las vias de difusién interprismatica, por lo que es de suma

importancia en los estudios de sorcién y de difusion (14).
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1.3 Estructura

La estructura del esmalte dental es el reflejo de los procesos de amelogénesis y
biomineralizacién, exhibiendo una organizacion jerarquica y compleja como lo demostro
F.-Z. Cuiy J. Ge. (Figura 1.3) quienes a partir de sus andlisis con HRTEM, SEM y AFM
identificaron 7 niveles de ensamblaje de la estructura adamantina desde una escala

nanomeétrica hasta llegar a una milimétrica (25):

Nivel 1

Inm 10nm 100nm lpm 10pm 100pm Imm

Figura 1.3 Arreglo jerarquico de la estructura del esmalte dental (25).

La unidad estructural mas pequefas es el cristal de hidroxiapatita hexagonal, con una
anchura media de 68 nm, el espesor de 26 nm y con una longitud hasta de 1mm (nivel 1).
Siguiendo en la escala nanométrica, los cristales se agrupan dentro de la matriz cilindrica
secretada por los ameloblastos en nanofibras, las cuales a su vez se agrupan
constituyendo las fibrillas y por ultimo las fibras (Nivel 2-4). Un grupo de fibras con otro
se ensamblan para conformar los prismas (nivel 5). En la microescala, los prismas se
reunen en bandas de prisma (nivel 6), que presentan diferentes arreglos en todo el
espesor de la capa de esmalte (Nivel 7) para satisfacer las necesidades mecanicas y

fisicas de esmalte en el medio oral (25).

Los cristales de hidroxiapatita se acomodan paralelos a los ejes longitudinales de los
prismas, cambiando un poco esta orientacioén hacia la periferia aproximadamente a 45°
de cada prisma en donde se exhibe un mayor espacio intercristalino (18,26). Aunque

dichos espacios no estan vacios, ya que estan ocupados por agua (11% en volumen) y
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material organico (2% en volumen) (Figura 1.4) (24,27), a demas pueden ser zonas
importantes de intercambio de minerales y demas sustancias con el medio, como

también zonas de vulnerabilidad para entrada de agentes agresores (28).

Figura 1.4 Prismas y espacio interprismatico. (a) llustracion esquemaética de la estructura
jerarquica de esmalte. (b) y (c) imagenes de SEM de diferentes caras. R, prima; IR, espacio
interprismatico. Tomado de Li Hong He, Michael V. Swain (24).

Es asi como también la densidad de los cristales y por ende la de los primas, esta
relacionada con el contenido mineral del esmalte, puesto que a medida que se va
aproximando a la dentina se observa una disminucion de la densidad cristalina, y un
aumento de la porosidad, del material organico y del fluido. Aunque en algunas zonas
especificas las disposicion de los cristales, la porosidad y el contenido proteico es mucho
mas compleja, lo que si es mas probable es que el aumento en el contenido de proteinas
y la baja mineralizacion, es indicativo de mayor porosidad, asociado con un pobre

empaquetamiento de los primas (25).

1.3.1 Topografia del esmalte

Existen otras entidades que aportan caracteristicas importantes en la estructura del

esmalte dental y que se relacionan con la disposicién prismatica. Son de gran interés

10
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debido a su intervencion en procesos de intercambio con el medio oral asociados con su

forma, direccidn y contenido.

Poros

Imagen 1.1. Porosidad superficial de esmalte dental. Microfotografia SEM. Tomada de Thylstrup

A, Fejerskov O, 1994 (24).

Los resultados obtenidos con la microscopia Optica de luz polarizada sugieren que el

esmalte se comporta como un tamiz molecular debido a la presencia de poros

extremadamente pequefios (Imagen 1.1) (19). Las funciones de distribucion de volumen

de poros muestran un sistema bimodal de poros con radios hidraulicos mas pequefios

(0,7 y 1,3 nm) para el esmalte canino que para el esmalte de molares e incisivos (1,0 y

2,5 nm) (29).

La distribucion y la densidad de porosidad del esmalte estdn asociadas con los tres

niveles de perfeccién de empaquetamiento de los cristales de hidroxiapatita: cuerpo del

prisma, cola del prisma, zona de unién prismatica (30).

11

El cuerpo del prisma, presenta el empaquetamiento de cristales mas
cerrado, con una orientacién esencialmente paralela entre cada cristal y
con respecto al eje del prisma. Adicionalmente, los espacios
intercristalinos son reducidos por la interdigitacion de los perfiles
irregulares cristalinos. Sin embargo, poros con seccion transversal

poligonal aparecen con diametros de 1- 10 nm, como resultado de la
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desorientacion de algunos cristales en el eje a. Estos poros se extienden
por alguna distancia en tres dimensiones en forma de diminutos tubulos
(29).

En la cola de los primas, los cristales se separan desde el eje prismético
alrededor de unos 15° - 45° en direccion cervical. Adicionalmente se
separan lateralmente, donde se reparten hacia el cuerpo de otro prisma.
Esta separacion en la orientacién de los cristales, causa un aumento en la
porosidad (29).

Zona de limites o uniones de prisma, es una zona en donde el cuerpo de
un prisma se encuentra con la cola de otro, ocurriendo un cambio drastico
en la orientacion de los cristales, ocasionando un incremento considerable
en la porosidad. En el esmalte humano, las uniones prismaticas son
incompletas en su mayoria en sentido transversal y forman poros
laminares, que se extienden desde la unién amelodentinal hasta la
superficie externa. Aunque en la superficie del esmalte, estos sistemas de
poros existen de forma independiente y separada, hacia el interior se
interconectan formando una red tridimensional de poros laminares,

especialmente en los molares (29).

Es por esto que en regiones donde el esmalte presenta una gran porosidad, como por

ejemplo en la zona cervical de las coronas dentales y en casos de hipomineralizacion,

son relacionadas con una inadecuada estructura prismatica (29).

Estructuras secundarias

Son el resultado del diferente grado de mineralizacion de la estructura (31,32).

12

Estrias de Retzius: corresponden a lineas de crecimiento incremental, se ven
como serie de bandas oscuras y en corte transversal se ven como anillos
concéntricos, y se caracteriza por ser una zona con baja densidad cristalina

(Imagen 1.2).
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Imagen 1.2 Estrias de Retzius. Microfotografia original de luz transmitida 4x (Bernett, 2014)

- Penachos de Linderer: prismas de esmalte hipocalcificados, que se ubican
desde la UAD (unién amelodentinal) hasta una tercera parte del espesor del

esmalte dental (Imagen 1.3).

Imagen 1.3. Penachos de Linderer. Microfotografia original de luz transmitida 4x esmalte sano
(Bernett, 2014)

- Bandas de Hunter-Schreger: son bandas oscuras (diazonas) y claras
(parazonas) que se observan en el esmalte dental luego de un corte
transversal. Esto se ve asi porque los prismas tienen oblicuidades; cuando el
desgaste corta al prisma longitudinalmente, refleja mas la luz y se ve mas
claro; cuando el mismo desgaste lo toma en forma transversal se ve mas

oscura porque refleja menos la luz (Imagen 1.4).

13
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Imagen 1.4. Bandas de Hunter-Schreger. Microfotografia original de luz polarizada 4x esmalte
sano (Bernett, 2014)

- Lamelas del esmalte: haces de sustancia organica extendida desde la
superficie del esmalte hacia la Conexion Amelodentinaria (31) y estan
agrupadas mas densamente en la superficie interproximal que en otras

superficies (Imagen 1.5)

Imagen 1.5 Lamelas del esmalte. Microfotografia original de luz transmitida 4x (Bernett, 2014).

- Periguematies: son manifestaciones superficiales de las estrias de
Retzius, que se hacen mas evidentes en dientes recién erupcionados

(33,34) (Imagen 1.6).

14
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a b

Imagen 1.6. Periqguematies. a. Microfotografia SEM (Tomada de Thylstrup A, Fejerskov O); b.
Imagen original con estereomicroscopio a 20x (Bernett, 2014)

- Fisuras y fosas del esmalte: invaginaciones de morfologia y profundidad

variable que corresponden a zonas de hipomineralizacion (32).

15
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2. Desmineralizacion dental

Como se menciond la composicidén del esmalte dental estd compuesto en gran parte por
contenido mineral, representado por cristales de hidroxiapatita biolégica que establece
una interaccion constante con el medio oral por medio de procesos continuos de
desmineralizacion- remineralizacién, con el fin de mantener condiciones equilibradas que

preserven la estructura en general (35).

2.1 Definicion

Es la pérdida de minerales o porcidén inorganica de una estructura. En el caso de la
hidroxiapatita dental, siendo un mineral cristalino organizado de iones de calcio (Ca*?),
iones fosfato (PO,®) e iones hidroxilo (OH") en una relacion estequiométrica 10:6:2
unidos entre si por medio de enlaces ionicos, al estar en contacto en un medio acuoso
como la saliva ocurre disolucion de los cristales debido a la alta constante dieléctrica del
agua. Pero cuando la concentracién de Ca*™®, PO, e iones hidroxilo OH ~ sube en la
solucién, la disolucién de hidroxiapatita disminuye hasta detenerse en la medida que la

solucion se satura (27,35).

Sin embargo, este proceso es dependiente y altamente influenciado por las fluctuaciones
de pH como las ocurridas durante la ingesta de alimentos, sobretodo de carbohidratos,
gue al metabolizarse en la placa dental forman acidos que reaccionan en la superficie
del esmalte y alteran la estructura cristalina de la hidroxiapatita, pero a su vez tornandola
mas susceptible a ser remineralizada, lo cual se logra siempre y cuando la produccion de
dichos acidos se detenga y el pH suba permitiendo una reincorporacion de los iones a la

estructura (36).

16
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Cuando el &cido remueve una cantidad tal de cristales que ocasiona el colapso de la
matriz de proteina estructural, la desmineralizacién se torna irreversible, ocurriendo lo

siguiente:

Ca:(PO,);0H & 5Ca*" + 3P0, + OH~

I H 1l H
HPO,” H,0

l H
H,PO,*

Los PO,® y los iones OH se combinan con H* para formar HPO,? y H,0,
respectivamente, eliminando de este modo una proporcién de iones PO, y de iones OH’
de la solucion volviéndola insaturada, es asi como la fuerza impulsora para la disolucién

es el grado de insaturacion (1,27,36).

2.2. Desmineralizacién dental poseruptiva:

Posterior a la erupcién dental, existes tres formas de disolucién de minerales: caries,
erosién y algunos tratamientos dentales como grabado &cido previo restauraciones

adhesivas y procedimientos de aclaramiento dental.

2.2.1 Caries dental

Se considera como un proceso dindmico, patolégico, complejo de origen bacteriano que
afecta a las estructuras duras dentarias. Este mecanismo se lleva a cabo por la pérdida
de minerales que se origina por el constante ataque de &cidos producidos por las
bacterias, quienes fermentan los hidratos de carbono para producir acidos como el 4cido
lactico, formico, acético y propionico (27). Estos acidos se difunden a través de la placa y
dentro del esmalte o de la dentina, si estuviera expuesta, con produccion de iones

hidrégeno que disuelven la porcién mineral en iones calcio, fosfato y produccion de agua

17
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(desmineralizacion). Las lesiones cariosas estan intimamente relacionadas con sitios
retentivos de placa bacteriana como tercio cervicales, superficies interproximales, caras
oclusales y superficies dentales con restauraciones dentales y aparatologia ortoddntica
(37).

La deteccion histolégica de caries indica que la pérdida de material mineral inicia en la
periferia de los primas, asociandolo a la mayor accesibilidad o mayor solubilidad en esta
zona (fase separada mineral o los cristales superficiales). También se cree que en la
zona de inicio de desmineralizacién, existe un empaquetamiento menos fuerte de los
cristales, permitiendo una difusién facil de &cidos, iones y protones. La disolucién
subsecuente es dirigida por las estrias cruzadas, finalizando en la disolucién de los

cuerpos del prisma (38,39).

Del gran numero de bacterias que se encuentran en la cavidad bucal, los
microorganismos pertenecientes al género estreptococo, basicamente las especies
mutans(con sus serotipos c, e y f, sanguis, sobrinusycricetus), han sido asociados con la
caries, tanto en animales de experimentacién como en humanos (40). Los factores de
virulencia son aquellas condiciones o caracteristicas especificas de cada microorganismo
gue lo hacen patdégeno. En el caso del Estreptococo mutans, los mas involucrados en la

produccion de caries son:

» Acidogenicidad: el estreptococo puede fermentar los azlcares de la dieta para
producir principalmente acido lactico como producto final del metabolismo. Esto
hace que baje el pH y se desmineralice el esmalte dental.

» Aciduricidad: es la capacidad de producir &cido en un medio con pH bajo.

= Acidofilicidad: el Estreptococo mutans puede resistir la acidez del medio
bombeando protones (H +) fuera de la célula.

» Sintesis de glucanos y fructanos: por medio de enzimas como glucosil y
fructosiltransferasas (GTF y FTF), se producen los polimeros glucano y fructano,
a partir de la sacarosa. Los glucanos insolubles pueden ayudar a la célula a

adherirse al diente y ser usados como reserva de nutrientes.

18
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» Sintesis de polisacaridos intracelulares, como el glucégeno: sirven como reserva
alimenticia y mantienen la produccion de acido durante largos periodos aun en
ausencia de consumo de azUlcar.

» Produccion de dextranasa: ademas de movilizar reservas de energia, esta enzima
puede regular la actividad de las glucosiltranferasas removiendo productos finales
de glucano (19, 40).

2.2.2 Erosion

La erosidn se caracteriza por disolucién y eliminacion de una capa ultrafina de esmalte
cada vez que se expone a un medio acido. Se caracteriza por una disolucién completa de
la apatita mineral del esmalte y la dentina, en contraste a la caries, que se desarrolla con
un cuerpo de lesién en la subsuperficie y conservando la capa superficial tanto tiempo

como permanezca la integridad estructural mas interna (27,41).

Imagen 2.1. Erosion del esmalte. Tomada de Thylstrup A, Fejerskov O (27).

Como se observa en la imagen 2.1, El color del esmalte erosionado permanece
inalterado, la superficie se vuelve suave y por lo general brillante ademas es
caracteristico que el diente se vuelve redondeado. Solo superficies expuestas
directamente a la materia acida se ven afectadas, generalmente las superficies linguales
de los incisivos superiores suelen ser mas afectados que las superficies labiales.

La erosion se clasifica de acuerdo a dos principios: la profundidad de la lesién y la

patogénesis de la erosion.

19
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- Clasificacién de la erosién de acuerdo con la profundidad de la lesién se basa en
la observacién de la exposicion de la dentina:

0: Intacto, sano, no hay sefales de erosion.
1: Erosion exclusivamente de esmalte; ni rastro de la exposicion de la dentina. La
superficie parece lisa y no hay indicios de periquematies y otros signos de detalles
anatémicos menores. La dentina no esta expuesta.
2: Erosion en esmalte con exposicion de dentina. El area de exposicion de la dentina es
menos del 50%.
3: Erosion en esmalte con exposicion de dentina. Existe mas del 50% de dentina

expuesta.

- La erosion también se clasifica de acuerdo a la patogénesis de la lesion. Se han
utilizado diversos sistemas de clasificacion.

Una simple clasificacion es:
» La erosion causada por los alimentos y bebidas: debido al consumo excesivo de frutas,
jugos, vinos secos, vinagres, bebidas energizantes, refrescos los cuales contienen
acidos citrico, fosforico, ascoérbico, malico, tartarico y carbonico.
* La erosion causada por el &cido del estbmago (regurgitacion, vomitos, trastornos de la
alimentacion)
 La erosién ocupacional por los acidos en el aire

* La erosion idiopética (causa desconocida) (27).

2.2.3 Tratamientos dentales

- Grabado acido para restauraciones adhesivas dentales: para mejorar los resultados de
los sistemas adhesivos, hace muchos afios se implementa el tratamiento &cido del
esmalte, transformando su superficie lisa y suave en una superficie acentuadamente
irregular y con mayor energia superficial, esto ocasiona por supuesto una pérdida de
mineral y aumento de porosidad superficial (42,43).
- Blanqueamiento dental: los agentes mas utilizados para este procedimiento
estético es el peroxido de hidrogeno y el perdxido de carbamida. Los cuales se utilizan

a distintas concentraciones y actuando como agentes oxidantes que rompen los
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componentes organicos de los anillos de carbono de los pigmentos contenidos en la
matriz del esmalte, convirtiéendolos en moléculas de cadenas mas cortas y menos
pigmentadas, pero este proceso continia por mucho tiempo en la superficie generando
descomposicion del material organico de bajo peso molecular. Muchos efectos sobre la
estructura del esmalte se han reportado como aumento en la rugosidad, disminucion de

la dureza, aumento de permeabilidad (44,45,46).

21
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3.Transporte de masa

El esmalte dental al estar en contacto con el medio oral cuenta con la posibilidad de
establecer una interaccidbn con las sustancias que se encuentran a su disposicion,

dandose a través de él distintos procesos de transporte de masa.

3.1 Definicion

Movimiento de uno o mas componentes de una mezcla desde una zona de alta
concentracion del o de los componentes a otra zona donde la concentracion es menor.
Gracias a este proceso se observa muy frecuentemente que al existir una falta de
equilibrio de un producto en un medio, éste se redistribuye hasta establecer un
“equilibrio” o “igualdad”. Con frecuencia, a esta tendencia se le menciona como la fuerza
impulsora, mecanismo que se encuentra detrds de muchos fenébmenos de transporte que
ocurren en forma natural (47).

Si se define la cantidad de un producto por unidad de volumen como la concentracion del
mismo, puede decirse que el flujo de un producto siempre se presenta en la direccién de
la concentracion decreciente; es decir, desde la region de alta concentracion hacia la de
baja concentracién. El producto sencillamente se mueve en el curso de la redistribucion

y, de este modo, el flujo es un proceso de difusion.

Es importante distinguir entre dos conceptos que son, la transferencia de masa y el
movimiento de masas de fluido (o flujo de fluidos) que se presenta en un nivel
macroscopico conforme un fluido se transporta de un lugar a otro. La transferencia de

masa requiere la presencia de dos regiones con composiciones quimicas diferentes y se
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refiere al movimiento de especies quimicas desde una regién de alta concentracion hacia
una de concentracién menor. La fuerza impulsora primaria para el flujo de fluidos es la
diferencia de presion, en tanto que, para la transferencia de masa es la diferencia de
concentracion. La transferencia de masa tiene un limite, que se conoce como equilibrio
entre las fases. El equilibrio se alcanza cuando no existe fuerza directriz y la

transferencia neta cesa (47).

Estos procesos de transferencia se pueden evidenciar claramente en la dinamica
superficial del esmalte dental con el medio oral, antes descrito, en donde existe un flujo
de iones de la porcién inorgénica de la hidroxiapatita sobresaturada hacia el medio oral
insaturado de estos componentes, hasta alcanzar un equilibrio gue mantiene el medio

saturado y la estructura adamantina estable.

3.2 Difusion

Es el fenbmeno de transporte de masa que ocurre entre dos medios por movimiento
atomico, iénico y/o macromolecular, el cual se puede presentar tanto en gases, soélidos y
liquidos (48).

Existen una serie de factores que explican e influyen en el proceso de difusién, como lo

son:

» La concentracién: la fuerza impulsora para la transferencia de masa es la diferencia
de concentracion. De modo que si no existe diferencia entre las concentraciones de

una especie en regiones diferentes de un medio, no habra transferencia de masa.

= Espaciamiento molecular. En general, entre mayor sea éste, mas alta es la razén de
difusion. Lo tipico es que la razon de difusiobn sea mucho més alta en los gases que
en los liquidos y soélidos. Los coeficientes de difusion en las mezclas gaseosas son
unos cuantos ordenes de magnitud mas grandes que los correspondientes a las

soluciones liquidas o sélidas.
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Las moléculas que existen en una mezcla gaseosa chocan continuamente entre si y
el proceso de difusion es fuertemente influido por estas colisiones. La colision de
moléculas semejantes tiene poca consecuencia, ya que son idénticas y no hay
diferencia respecto a cual de ellas cruza cierto plano. Sin embargo, la de moléculas
diferentes influye sobre la razén de la difusion, puesto que moléculas diferentes
pueden tener masas distintas y, por consiguiente, cantidades de movimiento
diferentes; en consecuencia, las moléculas mas pesadas dominan el proceso de
difusion. Los coeficientes de difusion y, por ende, la razon de difusion de los gases
depende intensamente de la temperatura, ya que ésta es una medida de la velocidad
promedio de las moléculas del gas. Por lo tanto, la razén de difusion es mas alta a

temperaturas mas elevadas (48).

La difusién también puede ocurrir en los liquidos y en los sdélidos, al igual que en los
gases. Por ejemplo, llega un momento en el que una taza de agua que se deja en un
cuarto se evapora, como resultado de que las moléculas de agua se difunden hacia el
aire (transferencia de masa liquida a gaseosa). Un trozo de CO2 sdélido (hielo seco)
también se hace mas pequefio con el transcurso del tiempo, ya que sus moléculas de
CO2 se difunden hacia el aire (transferencia de masa sélida a gaseosa). Las
moléculas de un lapiz de color introducido en un vaso de agua se difunden hacia
ésta, como se evidencia por la dispersion gradual del color en esa agua
(transferencia de masa solida a liquida) (48,49).

En el caso de solidos hay unas consideraciones, como gque para que ocurra movimiento

de atomos son necesarias dos condiciones:

1 Existir espacio libre adyacente.
2 Los &omos deben tener energia suficiente para romper los enlaces quimicos y

causar una distorsion en el reticulado cristalino.

Este movimiento puede ocurrir en el volumen del material aprovechando vacancias o
intersticios, a lo largo de defectos lineales: dislocaciones, a lo largo de defectos
bidimensionales: limites de grano, superficies externas. En este sentido la difusion en

sélidos, se puede presentar de dos tipos (49):
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- Difusién por vacantes: en la que los atomos substitucionales cambian de
posicion con vacancias existentes en la estructura cristalina. Entonces, la cantidad
de movimiento es una funcion del numero de vacancias presentes, a su vez el

numero de vacancias aumenta exponencialmente con la temperatura.

Maotion of 3 host or
substitutional atom

0000 0000
000 QOwO
000 Q000
000 OO0

Tomada de Callister W (49).

- Difusion intersticial: aqui los atomos intersticiales migran para posiciones
intersticiales adyacentes no ocupadas de la estructura. No hay necesidad de que
existan vacancias vecinas, siendo este tipo de difusibn mas rapida que la anterior.
En metales y aleaciones, la difusion de impurezas de radio atbmico muy pequefio
en relacion al radio atomico de la matriz es muy comun. Ejemplos: hidrégeno,

carbono, nitr6geno y oxigeno en el acero.

Position of interstitial Position of interstitial
atom before diffusion atormn after diffusion

a0 0 000
000 OO%
000 QOO

Tomada de Callister W (49).

3.3 Leyes de Fick

Propuesta en 1855, afirma que la razon de difusion de una especie quimica en el espacio
de una mezcla gaseosa (o de una solucion liquida o solida) es proporcional al gradiente

de concentracion de esa especie en ese lugar (49,50).

Hay dos modos de transferencia de masa (difusion):
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* Molecular: La masa puede transferirse por medio del movimiento molecular
fortuito en los fluidos (movimiento individual de las moléculas), debido a una
diferencia de concentraciones. La difusion molecular puede ocurrir en sistemas de

fluidos estancados o en fluidos que se estdn moviendo.

= Convectiva: La masa puede transferirse debido al movimiento global del fluido.
Puede ocurrir que el movimiento se efectle en régimen laminar o turbulento. El
flujo turbulento resulta del movimiento de grandes grupos de moléculas y es
influenciado por las caracteristicas dinamicas del flujo. Tales como densidad,
viscosidad, etc. (49,50).

3.3.1 Primera de Ley de Fick: Difusidén en estado estacionario —
difusion molecular

La razon de difusion de masa, m - dif, de una especie quimica A en un medio en reposo,
en la direccién x, es proporcional al gradiente de concentracion dC/dx en esa direccién y

se expresa mediante la ley de Fick de la difusion por:

. dCy
m- dlf = _DABAE

Donde DAB es el coeficiente de difusion (o difusividad de la masa) de la especie en la
mezcla, el cual es una medida de la rapidez con la que se difunde un producto en ese
medio; se tiene también el sigho negativo para hacer que el flujo en la direccion positiva
sea una cantidad positiva (ademas dcA/dx es una cantidad negativa, ya que la
concentracion decrece en la direccion del flujo), y CA es la concentracion de esa especie

en la mezcla en ese lugar.

Esta relacion lineal entre la razon de difusion y el gradiente de concentracion, propuesta

por Fick, expresa que (48,49):
Flujo de masa = constante de proporcionalidad x gradiente de concentracioén

Desde un punto de vista macroscoépico, la difusibn es un proceso que depende del
tiempo, pues la cantidad de un elemento transportado dentro de otro es una funcion del

tiempo.
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Normalmente esta velocidad se expresa como densidad de flujo (J), definida como la
masa (0 numero de atomos), M, que difunden perpendicularmente a través de la unidad
de area de un sélido por unidad de tiempo. La expresion matematica se puede

representar por:

Donde A es el &rea a través de la cual ocurre la difusién y t es el tiempo que dura la

difusion.

La densidad de flujo (J) se expresa en kilogramos o atomos por metro cuadrado por

segundo (kg/m2 - s).

La condicion para que exista estado estacional es que el flujo de difusién no cambie con
el tiempo. Un ejemplo clasico de la difusion en estado estacionario es la difusion de
atomos de un gas a través de una lamina metalica cuyas concentraciones (0 presiones)
de las sustancias que difunden se mantienen constantes a ambos lados de la lamina (48-
50).

La constante de proporcionalidad en la ley de Fick se define como otra propiedad de
transporte conocida como el coeficiente de difusién binaria o difusividad de la masa,
DAB.

Los valores del coeficiente de difusién (D) dependen de:

- Las propiedades de la sustancia que se difunde
- Las propiedades del medio a través del cual se difunde

- Latemperatura y de la presion (condiciones hidrodinamicas del sistema).

Los coeficientes de difusion de los sélidos y de los liquidos tienden a crecer con la
temperatura, exhibiendo al mismo tiempo una fuerte dependencia respecto a la

composicion. El proceso de difusion en los soélidos y los liquidos es mucho mas
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complicado que en los gases y, en este caso, los coeficientes de difusion se determinan

casi exclusivamente en forma experimental.

3.3.2 Segunda Ley de Fick: Difusion en estado no estacionario

La mayoria de las situaciones practicas de difusion son en estado no estacionario.

En una zona determinada del solido el flujo de difusion y el gradiente de difusion varian
con el tiempo, generando acumulacion o agotamiento de las sustancias que difunden. En

condiciones no estacionarias es conveniente utilizar la ecuacion de derivadas parciales:

oC B oC D@C
ot Oz or

Y si el coeficiente de difusion es independiente de la composicion, lo cual debera
comprobarse para cada situacion particular de difusion, la ecuacion se simplifica a (40-
41):

oc  9°C
ot~ Vo

3.4 Conductividad electrolitica

Las soluciones son mezclas homogéneas de moléculas (en casos particulares también
de atomos, iones) de dos 0 mas sustancias entre las cuales existen interacciones fisicas

y frecuentemente quimicas.

Un conductor es un material que ofrece una minima resistencia al paso de una corriente

eléctrica; por su parte, el inverso de la resistencia es conocido como conductancia (48).
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3.4.1 Tipos de conductores

Los conductores solidos y liquidos, en los que el paso de corriente eléctrica origina un
flujo de electrones (conduccién electrénica), se llaman conductores de primera clase.
Pertenecen a este tipo, los metales sélidos y liquidos, y algunos no metales (grafito;

sulfuro de cinc y de plomo) (51).

Los conductores de segunda clase, son las sustancias en las que el paso de corriente
origina el traslado de iones (conduccion ionica) y transformaciones quimicas en los sitios
de entrada y salida de la corriente (reacciones electroquimicas). Tipicos conductores de
segunda clase, son las soluciones de sales, acidos y bases de agua y algunos otros
disolventes, asi como las sales fundidas y las sales sélidas. Como regla, se transporta la
electricidad, por iones positivos (cationes) y por negativos (aniones).Los conductores de

segunda clase se denominan electrolitos. Pueden ser sustancias puras o soluciones (52).

3.4.2 Mecanismo de Conduccion Electrolitica

Para disoluciones diluidas, enuncié S. Arrhenius (1887) la teoria de la disociacion
electrolitica, que forma la base del moderno tratamiento de los electrolitos. Se admite la
hipotesis de que cuando se disuelve en agua un acido, una base o una sal, la misma se

disocia espontdneamente en iones positivos y negativos; esto es:

MA=M"+A"

Estos iones se pueden mover independientemente, y son sencillamente guiados a los
electrodos de signo opuesto por el campo eléctrico aplicado. Se supuso que la
proporcion de moléculas que se disociaban en iones variaba con la concentracion, y se
consider6 que el grado de disociacion, (a) o sea, la fraccion del electrolito total que se
divide en iones se aproxima a la unidad a dilucién infinita; es decir, en disoluciones
extremadamente diluidas casi toda la totalidad del acido, base o sal, esta disociado en
iones (51).
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3.4.3 Interaccion de los iones con el disolvente.

Al disolverse sustancias con redes cristalinas ionicas en liquidos, de altas constantes
dieléctricas, los iones de la capa superficial de la red y las moléculas dipolares del

disolvente se atraen mutuamente con una fuerza F que se expresa:

_ lez

F 3

Donde p; es el momento dipolar de la molécula del disolvente
e, es la carga del ion;
r es la distancia entre el ion y el extremo del dipolo mas cercano a él.

En un proceso de disolucion, como resultado de la atraccion, se produce el acercamiento
de los iones a las moléculas vecinas de disolvente, disminuye su energia potencial y se
libera calor. La disolucién va acompafiada de compresion, la cual puede considerarse
como una concentracion del disolvente alrededor de los iones y la formacion en cada ion
de una capa de moléculas del disolvente unidas estrechamente con el ion. Esto se llama

solvatacion.

La solvatacion primaria, consiste en la accion del ion sobre las moléculas mas cercanas
del disolvente, las cuales pierden su movimiento independiente de traslacion y se
mueven junto con el ion como una unidad cinética. El conjunto de estas moléculas forma
una capa de solvatacion. La solvatacion secundaria, es la accién del ion sobre las
moléculas del disolvente mas lejanas. Esta accién influye sobre la estructura del

disolvente en su conjunto y sobre las propiedades macroscoépicas de la solucion (51).

3.4.4 Numero de transporte iénico

En los electrolitos, la electricidad es transportada simultdneamente por los iones positivos
y negativos, por eso, surge naturalmente el problema de saber cual es la participacion de
los iones de signo diferente en el proceso.

El numero de transporte ionico es la parte de electricidad pasada por el electrolito y

transportada por la clase dada de iones, es decir, es la relacion entre la cantidad de
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electricidad transportada por iones de una clase dada, a través de cualquier seccion
transversal del electrolito y la cantidad total de electricidad I, que pasa por el electrolito a
través de esta misma seccion (51).

El nimero de transporte del catién se expresa por:

Y para el anion
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4.Microscopias

4.1 Estereomicroscopio

Be

*TI
.!F'. .
-

J

Imagen 4.1. Estereomicroscopio

Esta disefiado para producir una imagen tridimensional (estereoscopica). En realidad son
dos lupas, colocadas una al lado de la otra y con cierta oblicuidad entre si (15 grados),
gue da a la imagen el efecto de profundidad. La lupa posee una capacidad de aumento

limitada, que oscila entre 1,5x a 50x, y forma una imagen aumentada y derecha (53).

Este equipo tiene caracteristicas que son valiosas en situaciones donde la observacién
tridimensional y percepcién de la profundidad y el contraste es critico para la
interpretacion de la estructura de la muestra. También son esenciales cuando se requiere
micromanipulacion de la muestra en un espacio de trabajo grande y comodo. El amplio
campo de vision y ampliacion variable obtenida, es también Gtil para investigaciéon
biolégica que requiere una cuidadosa manipulacion de organismos vivos 0 estructuras

delicadas y sensibles (54).
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4.2 Microscopia optica de luz polarizada

Imagen 4.1 Microscopio Optico de luz polarizada

También se denomina microscopio petrografico o metallrgico por su uso inicial en el
estudio de minerales, sin embargo su aplicacién se ha extendido al campo de la biologia,
medicina, quimica y muchas otras disciplinas. Esta técnica microscépica puede emplear
tanto la luz transmitida como la luz incidente (trans-iluminacion y epi-iluminaciéon

respectivamente) (55).

El uso de la luz polarizada es la mas efectiva en el estudio de muestras ricas en
materiales birrefringentes, puesto que mejora de manera incomparable la calidad de la
imagen. La luz proveniente de una fuente estandar de iluminacién vibra y se propaga en
todas las direcciones, pero al pasar por un filtro polarizador las ondas y su campo
eléctrico oscilan todos en un mismo plano. El polarizador es un dispositivo que solo deja
pasar la luz que vibra en un plano determinado denominado eje de polarizacién (Figura.
4.1) (55).
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Luz normal

Luz polarizadas
(no polarizada)

horizontalmente

Luz totalmente
bloqueada

" Filtro " Filtre
horizontal vertical

Direceidn de 1a luz

Figura 4.1 Filtros polarizadores de microscopio optico de luz polarizada.

4.2.1. Principio

Muchos materiales tienen sus atomos uniformemente distribuidos en las tres direcciones
principales del espacio y presentan una maxima simetria (cubica o regular) o por el
contrario, en algunos materiales sus atomos carecen de organizacion. Los primeros
tienen las mismas propiedades Opticas, independientemente de la direccién en que se
midan. Cuando la luz atraviesa sustancias con estas caracteristicas, la velocidad es la
misma en todas las direcciones y gracias a ello se denominan is6tropos. Por el contrario,
los materiales cuya organizacién cristalina es diferente (hexagonal, trigonal, tetragonal,
rémbico, entre otras) poseen sus constituyentes dispuestos de manera asimétrica y
varian segun la direccién; en consecuencia el comportamiento de las ondas luminosas
también es diferente, denominandose anis6tropos. La estructura interna del espécimen

determina su comportamiento isétropo o anisétropo (56).

Cuando se estudia el comportamiento de la luz al atravesar un espécimen, los materiales
anisotropos presentan distintos indices de refraccién en relacion a la direccion del haz de
luz; por el contrario, los materiales is6tropos presentan un indice de refraccion constante.
Cuando un rayo de luz incide sobre la superficie de un material anisétropo transparente
se presenta el fenomeno de la doble refraccién o birrefringencia; esto quiere decir que se
producen dos rayos refractados distintos que vibran en planos diferentes que se

propagan con diferentes velocidades en el interior del material (56).
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Este microscopio facilita la investigacion de las propiedades oOpticas de los especimenes
y es ideal para observar y fotografiar aquellos elementos que son visibles gracias a la
anisotropia, de alli su uso en cristalografia; sin embargo, también se emplea para

estudiar el caracter birrefringente de muchas estructuras celulares anisétropas (56).

El contraste de la imagen se observa gracias a la interaccion de la luz polarizada con los
elementos birrefringentes del espécimen que producen las dos ondas refractadas, cada
una de ellas polarizada en planos perpendiculares. Una vez que las ondas de luz salen
del espécimen lo hacen de manera desfasada pero son recombinadas al pasar por otro
filtro o filtro analizador. De esta manera, el microscopio de luz polarizada permite el
estudio comparativo entre minerales tomando en cuenta la absorcién del color e indices
de refraccion. Sin embargo, en biologia su principal utilidad consiste en distinguir las
sustancias isotrépicas de las anisotrdpicas, revelando informacion detallada sobre la
estructura y composicién de los materiales con la finalidad de caracterizarlos para fines

diagnésticos (56).

El ojo humano no capta las direcciones en las que vibra la luz y la luz polarizada puede
ser detectada como un incremento en la intensidad luminosa o como un efecto de color.
O en lo cotidiano, por ejemplo, con el uso de lentes de sol polarizados se logra reducir el
resplandor de la luz ambiental. EI 90% de las sustancias sélidas son anisotropicas y
como materiales isotropicos se pueden enumerar una variedad de gases, liquidos y

cristales (56).

4.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Es utilizada como una de las técnicas mas versatiles en el estudio y analisis cualitativo de
las caracteristicas microestructurales de objetos soélidos, ya que permite observar
muestras en tres dimensiones. Debido a la gran variedad de interacciones que sufre el
haz de electrones en la muestra, pueden dar informacion sobre la composicién del
espécimen, topografia, cristalografia, potencial eléctrico, campo magnético local, etc.
(57).

Estas interacciones pueden ser divididas en dos clases (Figura 4.2):
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= FenOmenos de dispersion elastica que afectan las trayectorias del haz de
electrones dentro del espécimen sin alterar la energia cinética de los electrones. La
dispersion elastica es responsable del fendmeno de retrodispersion electrénica que es

la responsable de la formacién de algunas técnicas de observacion en SEM (58).

= Eventos de dispersién inelastica, dan como origen a diferentes tipos de sefales
como resultado de la pérdida de energia o transferencia de energia a los atomos del
espécimen que conducen a la generacion de electrones secundarios, electrones Auger,
rayos X caracteristicos y bremsstrahlung (el continuo o fondo), pares electron-agujero
en semiconductores y aislantes, radiacién electromagnética de longitud de onda larga
en el visible, radiaciones ultravioleta e infrarroja del espectro, vibraciones de la red

(fonones) y oscilaciones colectivas de los electrones en los metales (plasmones) (58).

Electronesretrodispersos

, HAZ INCIDENTE
RayosX a « Numero atomico v topografia

caracteristicos
Informaciénde la
composicion dentro

del espesor
Catodoluminiscencia

Electrones secundarios
Electrones Auger
Analisisquimico

superficial

MUESTRA Comiente eléctrica

de la muestra
28
Electronesdifractados

¥ Electronestransmitidos

Figura 4.2 Tipos de Electrones producidos por interaccion del haz incidente con una muestra

El fundamento del SEM radica en que los electrones emitidos por un catodo de
tungsteno pasan a través de una columna en la que se ha hecho un vacio de
alrededor de 107 Torr. En ella, el haz inicial es concentrado por una serie de lentes
electromagnéticas (condensadora, objetivo) (Figura 4.3) desde unos 25.000-50.000
nm hasta unos 10 nm; es decir, su didmetro va disminuyendo hasta hacerse casi
puntual. Al mismo tiempo, la intensidad de corriente se disminuye lo que implica una
menor cantidad de electrones primarios ya que la intensidad inicial de 10™* A supone

una emision de 10™ e’/seg, mientras que en la definitiva, de 10" A, es de 6.106 e
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37

/seg. El haz electronico con estas ultimas caracteristicas, es decir puntual, es
desplazado sobre toda la superficie de la muestra a modo de un pincel que va

barriendo la muestra con continuas idas y venidas (58).

En la interaccion del haz electrénico con la superficie se producen e- secundarios
gue, tras ser captados por un detector, son hechos incidir sobre un centellador, donde
cada e dard origen a varios fotones. Dichos fotones son dirigidos hasta un
fotomultiplicador a través de una guia Optica, lo que dard origen a un fotoelectron
gue, a través de una serie de dinodos con diferencias de potencial crecientes
produce, mediante un efecto en cascada, gran cantidad de e- secundarios. En
definitiva, se logra una amplificacién de la corriente debida a la e- secundarios
originales o, el dicho de otro modo, una amplificacion de la informacion sobre la
muestra suministrada de dichos e-. Los e- secundarios, finalmente, previo paso por
un video amplificador, son dirigidos hacia un tubo semejante a un osciloscopio de
rayos catodicos (ORC) sobre cuya pantalla se produciré la imagen (58-59).

' CANON

i vl

CANGH

+
INCLINACION

LENTE C1

LENTECZ2

SISTEMA DE
BARRIDO

LENTE FINAL

MUESTRA

Figura 4.3 Componentes de la Optica del microscopio de barrido
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4.3.1 Microscopia electrénica de barrido con andlisis de

espectroscopia de dispersion de rayos X (SEM-EDX)

Como se habia mencionado, una de los posibles fenédmenos que pueden ocurrir al incidir
una haz de electrones sobe una muestra, es que el electrén visitante intime con alguno
de los electrones locales de los orbitales internos y acabe expulsandolo del atomo. Este
electrén expulsado se denomina electron secundario (el que lo ha expulsado es
primario), y es fundamental en SEM. El electron primario continda su camino, pero algo
desviado y debilitado por el esfuerzo. El estudio de estos electrones debilitados es la
base de otra técnica de andlisis cuyas siglas son EELS (Electron Energy Loss
Spectrometry). Algunos picosegundos después de que el electron secundario ha dejado
una vacante en el atomo (lo ha ionizado), otro de los electrones locales de algun orbital
mas externo se lanza a ocupar el lugar del expulsado, mas cerquita del nicleo. Ahora
bien, esta reestructuracion de plantilla deja al atomo con un excedente de energia, que
puede solucionar de dos formas distintas:

a) Para volver al equilibrio, el a&tomo expulsa un electron de la capa externa, que es
conocido como electron Auger. Estos son utilizados en otra técnica de microandlisis
cuyas siglas son AES (Auger Electron Spectrometry).

b) Para volver al equilibrio, el atomo emite un fotén de rayos X. Esta, finalmente, es la
base de la espectrometria por dispersion de energia de rayos X que por supuesto
también tiene sus siglas: XEDS (X-Ray Energy Dispersive Spectrometry). No obstante,
puede encontrarse en diversos textos como EDS, EDXRS, EDX o XDS (60).

Es asi como ésta técnica hace parte de los métodos de analisis de rayos X emitidos por
la muestra, siendo su mecanismo de accién, ya que la energia de los fotones emitidos
esta directamente relacionada con el peso atdbmico del elemento emisor, esto es porque
la diferencia de energia entre orbitales aumenta segun lo hace el peso atémico, debido
principalmente al aumento del nUmero de protones en el ndcleo. De este modo podemos
asociar cada valor de energia emitida con un elemento de la tabla periddica, asi que
midiendo con un detector apropiado los fotones expulsados por la muestra se puede
averiguar:

a) por la energia de cada fotén, cual es el elemento que lo estad produciendo (andlisis

cualitativo).

38



Estudio in vitro de la difusién de algunas especies quimicas en esmalte dental humano 39

b) por el nimero de fotones emitido de cada energia, la cantidad relativa de cada

elemento (analisis cuantitativo) (61).

= Rayos-X caracteristicos.

Para generar un foton de rayos-X se necesita expulsar un electrén de alguno de los
orbitales internos del atomo y que este hueco sea ocupado por alguno de los electrones
de un orbital mas externo. Ahora bien, aunque se menciond que existe una energia
caracteristica para cada elemento atomico, la realidad es que se trata de un conjunto de
energias caracteristicas para cada elemento. Si el electron expulsado pertenecia al
orbital K del atomo se obtiene un rayo-X tipo “K”, pero si pertenecia al orbital L entonces
sera del tipo “L”, y asi mismo los “M” corresponden con el orbital M. Dentro de estos tipos
generales existen subtipos. Si un electrén expulsado del orbital K es ocupado por un
electrén del orbital L, se produce un rayo-X tipo Ka, pero si es ocupado por un electrén
del orbital M, entonces sera un rayo-X tipo KB. Si un electrén expulsado del orbital L es
ocupado por otro del orbital M, corresponde a un rayo-X tipo La. A partir de aqui, también
se debe considerar no solo desde que suborbital procede el electrén sino también que
suborbital es el que “rellena”, ya que excepto en el orbital K, el resto se dividen en
subniveles (3 para el L, 5 para el M, 7 para el N...). Asi que, si un electrén expulsado del
orbital K es ocupado por otro del orbital L3, se obtiene un rayo-X tipo Ka1 , si es del
orbital L2 seria del tipo Ka2, etc. (60).

Gréfica 4.1. Formacion de rayos X. (Tomada de Martinez, 2010)
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Ca
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Grafica 4.2 Resultado del analisis cualitativo (espectro) por medio de SEM-EDX. Correspondiente

a esmalte dental de un espécimen dental sano (Bernett, 2014).

kW:29.98 Tilt: 1.90 Take-off:39. Tc:35.0
Detector Tyg Resolution @ Lsec:114

EDAX ZAF Qi Standardles
Element Normalized
SEC Table : Default

Element Wit % At% K-Ratio Z A F

CK 16.10 30.35 0.0287 10.515 0.1695 10.005
OK 22.50 31.84 0.0242 10.366 0.1037 10.002
Nak 1.79 1.77 0.0043 0.9736 0.2470 10.028
MgK 0.30 0.28 0.0011 0.9992 0.3456 10.056
PK 18.24 13.33 0.1323 0.9678 0.7397 10.133
CIK 1.81 1.16 0.0125 0.9515 0.7256 10.305
CdL 0.62 0.13 0.0054 0.7866 10.505 10.418
Cak 36.74 20.75 0.3240 0.9740 0.9054 10.000
IL 1.20 0.21 0.0106 0.7783 11.272 10.000
Bri 0.27 0.08 0.0022 0.8192 10.005 10.026
SrK 0.41 0.11 0.0033 0.7986 10.041 10.000
Total 100.000 100.000

IMAGEN 4.3. Resultado del analisis cuantitativo por medio de SEM-EDX. Correspondiente a

esmalte dental de un espécimen dental sano (Bernett, 2014).

* Principios: El resultado del analisis es un espectro de “cuentas” vs. Energia.
Las partes principales del espectrometro son:
- El detector (cristal semiconductor ultrapuro enfriado)

- El procesador electrénico
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- El analizador multicanal

El ordenador controla:
- Si el detector esta encendido o apagado: Sélo se procesa un rayo X cada vez,

asi que el detector se apaga cuando se detecta una sefial de rayo X.

- El procesador electrénico: establece el tiempo necesario para analizar cada
rayo X y asignarle su correspondiente canal en el analizador multicanal.

- El calibrado de la lectura del espectro en el analizador multicanal y el espectro

mostrado en la pantalla (59).

Mecanismo de accion (Figura 4.4):

1- El detector genera un pulso de carga proporcional a la energia del rayo X.

2- Este pulso de carga se convierte en un pulso de voltaje.

3- La sefal se amplifica a través de un transistor (FET), se aisla de otros pulsos, se
vuelve a amplificar y se identifica electrbnicamente como proveniente de un rayo X con
una energia especifica.

4- La sefal digitalizada se almacena en un canal asignado a esa energia en el analizador

multicanal (59).

——,
e

haz de e-

procesador analizador
de pulsos multicanal

muesta

Figura 4.4 Mecanismo de accion de EDX (59).

El espectrometro realiza dos funciones:
- Detecta los rayos X
- Los separa (dispersa) en un espectro segun su energia (58).
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5.0Dbjetivos

5.1 Objetivo general

Estudiar in vitro la difusion de algunas especies quimicas en el esmalte dental humano.

5.2 Objetivos especificos

42

» Evaluar e implementar un método de desmineralizacion en esmalte dental
humano.

» Determinar por medio de SEM-EDX la concentracion de especies quimicas en
funcién de su profundidad en ES y EDI.

» Evaluar la difusién de especies quimicas segun su polaridad en ES y EDI.

= Evaluar la difusién de especies quimicas segun su carga neta dentro ES y EDI.

» Evaluar la difusién de especies quimicas segun su tamafo no solvatado en ES y
EDI

= Evaluar la difusion de especies quimicas segun su radio hidrodinamico efectivo en

ESy EDI.
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6. Hipotesis

Se realizarén pruebas de hipétesis para evaluar la influencia de algunos factores en la

difusidon en esmalte dental tratado.

HO(1): La difusion media es independiente de la concentracion.

HO(2): la difusiébn media es la misma segun el tiempo.

HO(3): La difusién es independiente del estado del esmalte

HO(4): No existe efecto medio en la difusion cuando se tiene simultaneamente el efecto

del tiempo y la concentracion.
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7.Metodologia

7.1 Tipo de investigacion
Investigacion experimental exploratoria.

7.2 Poblacion

7.2.1 Unidades experimentales
Terceros molares superiores e inferiores humanos con previo consentimiento informado

de los donantes, aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de Colombia No CIE-0202-12 (Anexo A).

7.2.2 Criterios de inclusioén

Terceros molares superiores e inferiores sanos erupcionados e incluidos, con extraccion

indicada.

7.2.3 Criterios de exclusioén

44

Extraccion con diagnostico asociado de enfermedad periodontal, caries, fractura
dental.

Defectos en el esmalte pre-eruptivos moderados y severos.

Patologias pulpares.

Tratamientos de restauraciones en amalgama, con sistemas adhesivos, de
rehabilitacion, o de blanqueamiento interno o externo.

Fracturas del esmalte.
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7.2.4 Muestra

Se recolectaron 65 dientes que se dividieron de forma aleatoria en 3 grupos: grupo 1
(G1) (n=30) esmalte sano (ES), grupo 2 (G2) (n=30) esmalte con desmineralizacion

inducida (EDI), y un grupo control (GC) (n=5) sin exposicién a tratamiento.

7.3. Materiales y métodos

7.3.1 Obtencion de la muestra

Previo consentimiento informado y entrega de cartilla informativa se diligencio la hoja de

registro para cada uno de los especimenes recolectados (Anexo B, C, D).

Cada espécimen se depositdé en recipientes de media onza de polietileno de alta
densidad PEAD con selle hermético (tapa rosca No 24), en 10 ml de cloramina T al 0.5%
(62), como medio de almacenamiento inicial mientras se llevaron al Banco de Dientes de
la Universidad Nacional de Colombia (Laboratorio de Ceramicas del Departamento de

Quimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional) para su preparacion.

7.3.2 Almacenamiento de la muestra

Siguiendo el protocolo establecido en el Banco de Dientes de la Universidad Nacional de

Colombia (62), las muestras se manejaron de la siguiente forma:

= Se lavaron los dientes con agua corriente para retirar restos de sangre.

= Se elimind el tejido periodontal remanente de la superficie radicular con hoja de
bisturi.

» Se lavaron los especimenes con agua corriente.

= Se secaron los dientes con papel absorbente.
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= Se retird la pulpa dental via apice con limas endoddnticas calibre 6-8-10-15-20
dependiendo su posibilidad de acceso.

» La dltima instrumentacion se realizd con una lima embebida de formaldehido al
30% para momificar posibles restos pulpares a nivel intrarradicular e
intracameral, y se termin6 sumergiendo dos minutos el éapice dental en
formaldehido al 30% y se espero6 su secado espontaneo.

»= Se sellaron a nivel apical con acrilico de autocurado.

= Se almacenaron finalmente en cloramina T al 0.5% en selle hermético a 4°c.

7.3.3 Fase de preparacion de la muestra

= Meétodo de Desmineralizacion subsuperficial en esmalte dental

La difusion de las especies quimicas se evalud sobre esmalte sano (ES) y sobre esmalte
con desmineralizacién inducida (EDI). Pero obtener una muestra representativa de
especimenes con condiciones similares de desmineralizacion (grado y ubicacion de la
lesién), no es algo factible. Es asi como se hizo necesario crear en laboratorio un método
gue reprodujera de manera controlada, sencilla y rapida, una desmineralizacién incipiente
en esmalte dental humano. Para éste fin, se evalué una solucion con &cido lactico a dos

pHs durante tres tiempos.

= Muestra:
Para establecer el método de desmineralizacion se utilizaron 12 terceros molares
humanos sanos segun los criterios de seleccion, y siguiendo los protocolos de obtencion,

limpieza, desinfeccion y almacenamiento antes descritos.

» Metodologia:
- Método de aislamiento de superficie
Con el fin de delimitar y ubicar una superficie dental especifica a tratar con la solucién
acida, se cred un método de aislamiento de superficie realizando ensayos preliminares

con cuatro tipos de materiales adhesivos reversibles:
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e Se seleccionaron cuatro premolares proporcionados por el Banco de
dientes de la Universidad Nacional de Colombia.

e Los materiales escogidos para realizar las pruebas fueron: cinta adhesiva
(Tesa®), papel autoadhesivo (Contact®), cinta aislante eléctrica de vinilo
(Temflex ™- 3M) y cinta de PVC (Tesa ®).

e Se realizaron ventanas de 3mm x 4mm con los materiales antes
mencionados y se adaptaron en la cara vestibular de los especimenes
(Imagen 7.1.).

-

_--———--——-'

Imagen 7.1 Materiales de aislamiento y creacion de ventanas.

e Seguidamente se realiz6 una tincibn con azul de metileno en toda la
superficie dental enmarcada por las ventanas de los materiales, dejando
en contacto dicho colorante por 12 horas con el fin de ubicar posibles

filtraciones a través de los materiales. Posteriormente, se retiraron los
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excesos de tinte dando pequefios toques con un fragmento de papel

absorbente (Imagen 7.2).

Imagen 7.2Tincion con azul de metileno en espécimen.

e En este paso se descart6 la cinta adhesiva (Tesa®), debido a su dificil
manipulacién por el poco grosor, y a su baja capacidad adhesiva sobre
esmalte dental.

= Al retirar los materiales aislantes, las muestras se observaron con

estereomicroscopio, con objetivos de aumento de 20x y 30x(Imagenes 7.3, 7.4,
7.5):
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Imagen 7.3 Estereomicroscopia papel Contact, Ay B (20x) — C (30x)

Imagen 7.4 Estereomicroscopia cinta eléctrica de vinilo (Temflex ™-3M), a y b (20x) — ¢
(30x)

B
Imagen 7.5 Estereomicroscopia pvc negro (Tesa ®), ay b (20x) — ¢ (30x)

e Se encontr6 una filtracion minima en el sellado con papel autoadhesivo
(Contact®) y un sellado completo con la cinta aislante eléctrica de vinilo (Temflex
™-3M) y la cinta de PVC (Tesa ®).

e Finalmente valorando distintos aspectos, se escogio la cinta de PVC (Tesa ®)
ya que en comparacion con los otros materiales contaba con ciertas ventajas:
mayor capacidad adhesiva a la superficie dental, grosor adecuado del material
gue facilita su manipulacion, adaptacion a superficies irregulares del diente, mayor
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capacidad de sellado de superficie, bajo desprendimiento del adhesivo de la cinta

al retirarla.

= Preparacion de la solucion desmineralizante

Se prepararon dos soluciones de acido lactico racémico 90% calidad USP (United State
Pharmacopoeia) a dos pH:

pH= 2,387 (2.8298 g en 250ml de agua desmineralizada) basado en las proporciones
reportadas por N. Sabel et. al. sin usar carboximetilcelulosa (30).
pH= 5,456 (10 ml de la solucién anterior en 250 ml de agua destilada) basado en la

literatura como pH critico para iniciar una desmineralizacion inicial en esmalte dental (27).

= Aislamiento, distribucion y tratamiento de la muestra
A las muestras se les aplico barniz de ufias en toda la superficie radicular y coronal
excepto en las superficies vestibulares, las cuales se aislaron por medio de ventanas de
6mm x 4mm con la cinta de PVC antes descrito, y por ultimo se cubrié con una pelicula
de acetato de polivinilo, con el fin de dejar la superficie vestibular delimitada en contacto
con el tratamiento (Imagen 7.6).

Imagen 7.6. Método de aislamiento
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La muestra (n=12) se repartié aleatoriamente como se indica en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Distribucion de la muestra de desmineralizaciéon

Tiempo (dias)
pH

acido lactico

pH1=2,4 Grupo 1 (G1) n=2 Grupo 3 (G3) n= 2 Grupo 5 (G5) n=2

pH2=54

Grupo 2 (G2) n=2 Grupo 4 (G3) n=2 Grupo 6 (G6) n=2

Los especimenes se sumergieron en 10 ml de la solucién desmineralizante contenida en
recipientes de PEAD con tapa hermética (Imagen 7.7), a una temperatura constante de
37 °C controlada por un termostato el cual también suministré una leve agitaciéon de las
muestras (Imagen 7.8). Posterior al tratamiento, los especimenes se almacenaron en
saliva sintética isoténica a una temperatura de 4°C, en el Laboratorio de Ceramicas del
Departamento de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia.

Imagen 7.7 Almacenamiento de muestras en solucion desmineralizante
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Imagen 7.8. Tratamiento con solucién desmineralizante

=  Evaluaciéon de desmineralizacion

Posterior a la desmineralizacion, a todos los especimenes se les analizaron cambios a
nivel visual, radiografico e histolégico. Dichos analisis se realizaron por un mismo

operador previamente calibrado intraexaminador.

= Andlisis visual
Se tomaron imagenes de la superficie vestibular inicial y posterior al tratamiento con
acido lactico, con Estereomicroscopio Nikon SMZ800 a objetivos de 20x y 30x. Posterior
al tratamiento, se categorizaron los cambios observados en las superficies dentales

tomando como referencia los criterios de diagndstico visual de ICDAS (Tabla 7.2):
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Tabla 7.2 Categorias respuesta visual

VALOR OBSERVACION

1 Opacidad en superficie seca

2 Opacidad en superficie hUmeda

3 Opacidad con pérdida de integridad
superficial

»  Andlisis radiografico
Se obtuvieron imagenes bidimensionales del esmalte antes y después del tratamiento,

usando un equipo radiogréafico periapical (GenDex Gx-770) (Area de imagenologia;
Facultad de Odontologia, Universidad Nacional de Colombia).

- Condiciones de toma: Kilovoltaje de 70 kVp, corriente de 7 mA/s, tiempo de exposicion
de 5/60s y 10/60s por toma en cada muestra, y ubicando el eje mayor del espécimen
perpendicular al haz de rayos X (Imagen 7.9).

Imagen 7.9.Condiciones de toma de radiografia periapical
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El analisis se llevo a cabo de dos formas:

= Andlisis radiografico directo: se escogieron las mejores imagenes radiograficas
obtenidas segun el tiempo de exposicion (5/60s y 10/60s), para asi asignar

valores de acuerdo al compromiso estructural de la desmineralizacion (Tabla 7.3):

Tabla 7.3. Categorias respuesta radiogréafica

VALOR OBSERVACION

Sin cambios

Esmalte sin compromiso amelodentinal

Esmalte hasta union amelodentinal

Esmalte y dentina

= Andlisis con el software de andlisis digital de imagenes: en todas las imagenes

radiogréficas se realiz0 la cuantificacion de la escala de grises mediante el software
digital de imagenes (Dental Imaging Software — Carestream dental; Kodak®), cuyo
rango es de 0 a 255, siendo O el valor para la tonalidad negra y 255 para la
tonalidad blanca. Dicha cuantificacion se realiz6 en un segmento de la imagen
entre la superficie externa adamantina y la proyeccién dentinal del cuerno pulpar de
cada espécimen. Para facilitar la observacion de cambios en la escala de grises
entre ambas tomas se us6 la herramienta de escala de color del software,

finalizando con el calculo de valor promedio (Figura 7.10)
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203 Resultado

231

Walor promedio

Imagen 7.10 Representacion de software para analisis digital de imagenes. Cuantificacion de
promedio de densidad de grises representada en escala de colores para efectos didacticos.
Segmento trazado entre punto “a” (proyeccion dentinal del cuerno pulpar) y punto “b” (superficie
externa adamantina) corresponde la zona a cuantificar. Parte inferior izquierda se observa el
resultado del valor promedio medido.

= Analisis histologico

Preparacion para microscopia Optica de luz polarizada:

= Obtencién de secciones: se obtuvieron secciones de las muestras con un
grosor promedio de 0.5 mm, al realizar cortes coronales en sentido vestibulo-
lingual mediante una cortadora de precision de baja velocidad (Isomet Low
Speed Saw; Buehler) con disco diamantado de 4". Posteriormente, las
secciones se adelgazaron con discos de carburo en micromotor eléctrico
(Mighty M-3 Marathon; Saeyang Microtech) y con papel de lijja (tamafio de
grano 1200).
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= Montaje de muestras: Las secciones se montaron en porta y cubreobjetos, y se
fijaron con resina de uso histolégico (Citoresin-60; BER Escorcia & CIA Ltda.)

(Imagen 7.11).

Imagen 7.11 Montaje de secciones dentales

= Observacion: El esmalte dental sano cuenta con la propiedad O6ptica de
birrefrigencia lo que se evidencia bajo luz polarizada en microscopia Optica. Se utiliz6
el Microscopio de Polarizacién (Olympus BX51) bajo objetivo de 4x, 10x y 20x, con
una angulacion estandar del polarizador a 90°, y se obtuvieron imagenes por medio de
la camara microfotografica (Olympus DP12 con detector CCD de 3.2 Megapixeles).
Finalmente, se otorgaron valores segun la ubicacién de la desmineralizacion
expresada como ausencia de birrefrigencia como se muestra en la Tabla 7.4:

Tabla 7.4 Categorias respuesta histoldgica

VALOR BIRREFIRGENCIA OBSERVCACION

Positiva En todas las estructuras dentales
Negativa En tercio superficial de esmalte
Negativa Dos tercios de esmalte sin
compromiso amelodentinal
Negativa Esmalte hasta union

amelodentinal

Negativa Esmalte y dentina
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= Método de sellado mecéanico reversible

Al tener los especimenes preparados y distribuidos aleatoriamente en el grupo 1, grupo 2
y grupo control, se cortaron con disco de diamante montado en pieza de mano de baja
velocidad (Dynaled Estandar Nsk) a nivel amelo-cementario para separar las raices de
las coronas. Las porciones radiculares se desecharon siguiendo los protocolos de

disposicidn final de desechos anatomopatolégicos.

Con el objetivo de analizar la difusidon de las sustancias indicadoras con SEM-EDX a tres
profundidades del esmalte y para evitar remover o cambiar la posicion de las mismas, fue
necesario previo al tratamiento realizar un corte en sentido sagital de las porciones

coronales resultantes y someter a experimentacion una de las secciones (mesial o distal).

Ademas, para la asegurar que la entrada de las especies quimicas fuera por esmalte y
no por la superficie expuesta al corte, se sellaron por medio de un método de sellado
mecanico reversible previamente probado y validado en otro estudio (63). El cual
consiste en colocar el fragmento dental entre dos losetas de vidrio precortado de 2 cm X
2 cm, cubiertas con cinta de teflon e inmovilizadas con bandas elasticas (técnica
“sandwich”). Este método otorga un sellado a azul de metileno en un 100 % vy al
confirmarse por medio de SEM-EDAX se encontrd una filtracion minima asociada mas a

un patrén de difusion que a un defecto del método (p=0.05) (Imagen 7.12).

Imagen 7.12 Método de sellado reversible
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7.3.4 Tratamiento de la muestra

= Distribucion de tratamientos
Se realizé como se muestra en la Tabla 7.5 Se recolectaron 60 dientes que se dividieron
de forma aleatoria en 2 grupos: grupo 1 (G1) (n=30) esmalte sano (ES) y grupo 2 (G2)
(n=30) esmalte con desmineralizacion inducida (EDI). La distribucion del tratamiento se
realizo asi: cada grupo se dividié en 6 subgrupos (C1tl, C1t2, C1t3, C2t1, C2t2, C2t3),
cada uno con 5 especimenes, con el fin de realizar tratamientos con la solucion
indicadora de iones Cd, Sr, Br, Cl, a dos concentraciones: baja (C1) y alta (C2), a tres
tiempos diferentes (t1=4 dias, t2=8 dias, t3=16 dias). Al finalizar el tratamiento los
especimenes se retiraron de la solucién y del sellado, y se almacenaron en recipientes

con tapa en un medio seco.

Tabla 7.5. Distribucién de tratamientos de difusiéon

G1: Grupo con superficie de esmalte sana; G2: Grupo con superficie de esmalte desmineralizada;
GC: Grupo control

C1: Sustancia indicadora a concentracion baja; C2: Sustancia indicadora a concentracion alta

t1: 4 dias; t2: 8 dias, t3:16 dias

N= 65 dientes.

= Preparacion de solucién indicadora

Se escogieron iones que no hicieran parte de la composicion normal del esmalte dental
humano o que estuvieran en pequefias proporciones, lo cual se comprobé por analisis

con SEM-EDX del grupo control (n=10). Se prepararon dos soluciones indicadoras con
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cloruro de cadmio y bromuro de estroncio a concentraciones diferentes:La solucién C1,
con cada sal a concentracion 0.154N correspondiente a la concentracion de cloruro de
sodio presente en suero fisioldgico, es decir, que la concentracion total final de la
solucién fue dos veces mayor que la concentracion del cloruro de sodio en suero. La
solucion C2, con cada sal a concentracién 0.462N (3 veces la concentracion de cloruro
de sodio, es decir, que la concentracion total final de la solucion fue seis veces mayor

gue la concentracion del cloruro de sodio en suero.

= Aplicacién de tratamientos y andlisis de difusién
Se realizé el montaje de la muestra en el método de sellado reversible antes descrito.
Luego, los especimenes de cada grupo (G1: ES, n=30; G2: EDI, n=30) se sumergieron
por subgrupos en la solucion C1 a distintos tiempos cada uno: tl1 (4 dias) (n=5), t2 (8
dias) (n=5) y t3 (16 dias) (n=5), y de la misma forma se realiz6 para el tratamiento con la
solucion C2. Durante esta fase se mantuvo la temperatura a 36,5 °C, controlada por un
termostato. Al finalizar el tratamiento, los especimenes se retiraron de las soluciones, se
secaron con papel absorbente, se desmontaron del sellado y se almacenaron en

recipientes con tapa en un medio seco.

Una vez terminado el tratamiento, se llevaron los especimenes al laboratorio de
Microscopia Electrénica de Barrido (Universidad Nacional de Colombia) para obtener la
concentracion de los iones componentes de la solucién indicadora en el esmalte dental
tratado, por medio de SEM- EDX (FEI- Quanta200; EDAX-NewXL-30). El equipo se
utilizé con calibracion previa por patron interno utilizando el método de
cuantificacion ZAF. De toda la informacion que el equipo proporciono, se reporta
el porcentaje atomico de los elementos indicadores. Ademas, ya que el haz de
electrones puede leer areas inferiores a las de un prisma del esmalte lo que, por
la heterogeneidad de la estructura y composicién dental, daria resultados poco
consistentes, se escogié un area de lectura grande de 50u x 50u para obtener un
promedio atomico areal (PAA) representativo, realizado a tres profundidades
(Imagen 7.13).
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Imagen 7.13 Andlisis SEM-EDX. Se realiz6 a tres profundidades con un area de lectura de 50
micrémetros de lado para obtener un promedio areal representativo de la zona (S: a 50
micrometros de la superficie externa adamantina; M: a 100 micrémetros de la superficie externa
adamantina; I: a 150 micrometros de la superficie externa adamantina), para lo que se ajusté el
area de un cuadrado de 50 micrémetros con el centro del cuadrado superficial a 25 micrometros
de la superficie del esmalte. El cuadrado medio de lectura fue adyacente al superficial y el interno
adyacente al medio. SEIl, superficie de esmalte intacta; PCE, perfil de corte de esmalte; D.
Dentina. Microfotografia original de SEM (Bernett, 2014).
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7.4 Analisis estadistico de fase de tratamiento

Antes de la implementacion del andlisis estadistico se disefiaron tablas matrices, con
columnas para la identificacion de la muestra, el tiempo de tratamiento, el estado de
mineralizacién del esmalte, la profundidad de medicién (se renombrd 1: superficial, 2:
media y 3: interna) este cambio se realizé con el fin de mantener el orden de las
profundidades, y la concentracion de solucion indicadora. De acuerdo a eso se
consignaron los porcentajes obtenidos de cada elemento por muestra como lo muestra el

ejemplo en la Tabla 7.6:

Tabla 7.6 Ejemplo organizacioén de datos para analisis estadistico

Diente | Tiempo (dias) | Estado | Profundidad | Concentracion | K (%) | Cd (%) | Sr (%) |Br (%) |1 (%) Cl (%)
D1 4 Sano 1 1 0,18 0,26 0 0,4 0,15 0,67
D2 4 Sano 1 1 0,16 0,21 0,52 0,14 0,13 0,6
D3 4 Sano 1 1 0,19 0,33 0,23 0,46 0,26 0,6
D4 4 Sano 1 1 0,2 0,42 0 0,19 0,08 0,6

El analisis estadistico se realiz6 usando el software R (64) version 3.0.2 bajo una

plataforma linux.

El analisis se dividié en dos partes, la parte descriptiva se basé en el célculo de tablas
gue identifican el perfil promedio de los especimenes segin concentracion y otras segun
el tiempo de tratamiento, identificando el estado del esmalte. De estas tablas se obtuvo la

informacion necesaria que permitio realizar los gréaficos de perfiles.

Un perfil se define como un comportamiento de los iones en una misma pieza dental a
medida que aumenta la profundidad, de aqui el hecho que se considere un andlisis de
medidas repetidas, ya que se considera la medicion de los mismos elementos en tres

profundidades de la pieza dental.

La segunda parte, el andlisis exploratorio, permite determinar si hay algun
comportamiento promedio de los perfiles de la muestra, sin embargo no permite realizar

ninguna prueba de hipotesis estadistica de la forma:
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H():b:O
Vs
Hy:b+0

Que permite aceptar o rechazar hipotesis de efectos de tratamientos sobre la
concentracion promedio de elementos, es por esto que el modelo considerado es un
modelo de curvas de crecimiento como los considerados por Verbeke G. & Molenberghs
(65), en donde se desarroll6 el siguiente modelo de regresion lineal de medidas

repetidas:
Y = by + b,C + b,T + bsM + byP + bsP* + e

Representando los coeficientes b;,i = 1,2,3 el efecto de la interaccion, concentracion,
tiempo, la mineralizacion de la pieza dental sobre el porcentaje esperado de
concentracion del elemento sobre la muestra; b;,i = 4,5 se refiere al efecto de un
modelo cuadratico del efecto de la profundidad sobre el porcentaje esperado. EI modelo
cuadratico se considera debido a que la forma de la curva, de la concentracion a medida

gue aumenta la profundidad, puede ser parabdlica o lineal.

b, Es el intercepto y se puede interpretar como la concentraciébn promedio de un
espécimen con concentracion baja, en el tiempo 1 (4 dias), perteneciente al grupo de
mineralizacién sano y a profundidad promedio, este grupo no existe en la muestra y solo
es un artificio que permite comparar el efecto de los tratamientos, ya que la prueba de

hipotesis basicamente es la comparacion de dos o més grupos.

Y e se refiere a un error aleatorio que esta asociado tanto al error de medicién como a la

diferencia inherente entre las piezas dentales.
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7.4.1 Variables

Tabla 7.7. Variables de difusion

Variable Unidad de Tipo de variable
medida

Cddigos

Tiempo i Cuantitativa, t1: 4 dias
Discreta, t2: 8 dias
independiente t3:16 dias

Concentracion Porcentaje Cuantitativa, Cl:

Razén  continua, concentracion
independiente baja
C2:
concentracion
alta
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8.Resultados y discusion

8.1 Preparacion de muestras

8.1.1 Método de desmineralizacion en esmalte dental humano.

* Resultados visuales

El tratamiento con &cido lactico a pH 2,4 caus6 opacidad detectable con pérdida de
integridad superficial representada por la presencia de una capa blanda de esmalte,
resultados encontrados en los tres tiempos de tratamiento, como lo reportan lonta et. al
en la simulacion de lesiones erosivas en esmalte dental con una solucion de acido citrico
a pH 2,4 (66), y Nakata et. al, con acido lactico a pH 5,0 pero por periodos mas
prolongados de hasta 7 semanas (67). Con respecto al grupo tratado con acido lactico a
pH 5,4 se observé un cambio de opacidad y pérdida de brillo en la superficie del esmalte
sin comprometer la integridad superficial del mismo, detectada desde el tiempo 1 de
tratamiento correspondiente a 7 dias, al igual que lo observado por distintos al usar
métodos quimicos de desmineralizaciéon con soluciones de acido lactico y acético a pH
4,8 (68,69,70) (Tabla 8.1).
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Tabla 8.1. Cambios visuales pH 2.4y pH 5.4. Estereomicroscopia 30x.

7 dias 15 dias 30 dias
pH

2,4 T H
| »

» Resultados radiograficos
A nivel radiografico en los especimenes tratados con solucion a pH 2,4 se observan
zonas radiollcidas localizadas en los tres tercios del esmalte dental para el tratamiento a
tiempos 1y 2 (7 dias y 15 dias, respectivamente), y hasta el primer tercio dentinal en el
grupo desmineralizado durante 30 dias. Mientras que la desmineralizacién con solucion
acida a pH 5,4 no fue detectable por evaluacion directa de radiografia digital como se
evidencia en la Tabla 8.2.
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Tabla 8.2.Comparacion radiografica en tratamientos con acido pH 2,4y 5,4

Antes Antes Antes

pH
2,4 .
.

Después Después Después

Antes Antes Antes

pH
5,4

Después Después

Después

Adicionalmente, con los datos obtenidos por el software de imagenes (Tabla 8.3) se
realizd una comparacion de la densidad de grises en la superficie de esmalte
pretratamiento y postratamiento, mostrando una disminucién de valores promedio
correspondiente a la pérdida de mineralizacion de la zona tal como se muestra en la
Tabla 8.3. En la literatura se encuentran reportes de la utilidad de tomas radiogréficas en
la identificacion de zonas desmineralizadas en esmalte dental (71). Sin embargo usando

la herramienta de densidad de grises que se propone en este estudio, se pueden
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identificar lesiones mas incipientes equiparable con lo que se consigue con métodos mas
complejos y costosos como la Tomografia de coherencia oOptica (OCT) (72, 69), la

microradiografia de barrido (TMR) (70) y la fluorescencia cuantitativa inducida por la luz

(QLF) (69).

Tabla 8.3 Andlisis con software de imagenes. Ejemplo de resultados de tratamiento con acido
lactico pH 5,4 a tiempo 1.

Pretratamiento

Postratamiento
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Tabla 8.4. Resultados cuantificacion densidad de grises. D(n): diente; pH1: 2,4 — pH2: 5,4; T1: 7
dias- T2: 15 dias; T3: 30 dias

DENSIDAD DE GRISES
INICIAL | FINAL | DIF. DENSIDAD DE GRISES
D1pH1T1 205 100 105
D2pH1T1 225 83 142
D3pH1T2 193 64 129
D4pH1T2 206 98 108
D5pH1T3 210 80 130
D6pH1T3 203 95 108
D7pH2T1 192 143 49
D8pH2T1 176 123 53
D9pH2T2 214 137 77
D10pH2T2 188 108 80
D11pH2T3 198 153 45
D12pH2T3 180 125 55

= Resultados histoldgicos

Por medio de las observaciones con microscopia éptica de polarizaciébn se comprobd el
cambio estructural del esmalte dental resultante de la desmineralizacion, al igual que
Miresmaeili et. al (73), aunque también por cambios en fluorescencia se pueden
determinar pérdida de minerales por QLF (74). Los efectos de la solucién con pH 2,4 se
presentan con un amplio compromiso mineral con pérdida de estructura lo cual no es
compatible con lesiones iniciales, contrario a lo encontrado en los especimenes
desmineralizados con &acido a pH 5,4 puesto que muestran una alteracion estructural a

nivel subsuperficial desde los 7 dias de exposicion al tratamiento (Tabla 8.5).
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Tabla 8.5 Resultados con Microscopia 6ptica con luz polarizada. Tratamiento acido lactico pH 2,4
y 5,4 (4x). Las flechas indican zonas de desmineralizacion.

15 dias 30 dias

= Manejo estadistico y analisis
Una de las variables respuesta del estudio fue la diferencia de la densidad de grises que
se determind a partir de la resta del valor inicial al valor final, es decir que se parte de dos
muestras dependientes en el sentido que se midié la misma unidad experimental antes
de haber aplicado el tratamiento y después de hacerlo. Estableciendo la hipétesis nula:
tratamiento no presenta ningun efecto, frente a la hipétesis alternativa: si hay diferencias

en las lecturas.

Realizando las pruebas de normalidad e igualdad de varianza (Shapiro Wilk y Prueba F

respectivamente), se encuentra que las muestras provienen de una distribucion normal
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pero se rechaza la hipotesis de igualdad de varianzas con una confianza del 95%. Con
estos condicionamientos se realiza el test de igualdad de medias en que la hipétesis nula
sera que no se presentan diferencias entre las muestras en los diferentes periodos de
tiempo frente a la hipotesis alternativa que plantea que la media de los dientes sin el
tratamiento es mayor que la media después de haber aplicado el tratamiento. Con un
estadistico t=8.9856 y 11 grados de libertad, se encuentra que la media de los dientes sin

tratamiento es mayor que la media de los dientes tratados.

Las medias de la densidad de grises al inicio y al final son respectivamente 199.2 y
109.1, del test realizado se concluye con un nivel de confianza del 95%, que la media de

la densidad de grises disminuy6 después de haber aplicado el tratamiento.

- Indice de incidencia

Por otra parte, al existir una medicion cuantitativa (medicion de escala de grises) y el
resto de las respuestas ordinales, se construy6 un indice, esto con el fin de reunir en una
sola variable de manera simultanea la incidencia de las cuatro respuestas (visual,
radiogréafico, cambio de grises, histolégicos) en el resultado final del tratamiento. Para la
construccion del indice de incidencia se utilizaron métodos estadisticos multivariados,
especificamente el andlisis factorial mdultiple (AFM) que permite integrar variables
cuantitativas y cualitativas. El método consiste en realizar una cuantificacién optima de
las variables ordinales asignandoles valores numeéricos a las categorias de tal forma que
se respeten las restricciones de orden (Tabla 8.6).

Tabla 8.6. Resultados de categorizacion de resultados ordinales.

VISUAL | RADIOGRAFICO | HISTOLOGICO | DIF. DENSIDAD DE GRISES
D1pH1T1 3 1 3 105
D2pH1T1 3 2 3 142
D3pH1T2 3 1 3 129
D4pH1T2 3 2 3 108
D5pH1T3 3 3 4 130
D6pH1T3 3 3 4 108
D7pH2T1 2 0 1 49
D8pH2T1 1 0 1 53
D9pH2T2 1 0 1 77
D10pH2T2 2 0 2 80
D11pH2T3 2 0 2 45
D12pH2T3 1 0 2 55
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Finalmente se obtiene el indice ilustrado en la Tabla 8.7 para cada uno de los

tratamientos aplicados:

Tabla 8.7 Resultados de indice de incidencia

indice 1.32 112 11 0.8 076 075 -069 -069 -105 -1.06 -1.14 -1.23

pH 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2
Tiempo 3 1 2 2 1 3 3 1 1 3 2 2
%A 100% 93% 92% 82% 80% 80% 29% 29% 16% 16% 13%  10%

Se tomo a la muestra con tratamiento a pH1 por un tiempo 3, como el estado con 100%
de afectacion por el tratamiento (%A) para asi asighar un grado de afectacion diferente

para cada uno de los especimenes, construido a partir del indice.

Al obtener una Unica variable respuesta (indice de incidencia), se realizo el analisis de
varianza. Previamente se verificaron algunos supuestos para darle la validez a las
conclusiones del estudio. Se realizaron varios test para la validacion del supuesto de
normalidad, (Shapiro-Wilk, Anderson-Darling, Cramer-von Mises, Pearson chi-square), en
ninguno de ellos se rechaza la hipotesis nula que plantea que los errores provienen de

una poblacion normalmente distribuida.
Finalmente se ejecut6 el andlisis de varianzas ilustrado en la Tabla 8.8

Tabla 8.8 Andlisis de varianza de desmineralizacion

Gradosde Sumade Media Estadistico | Valor p
libertad Cuadrados F
Ph 1 11.449 11.449 197.323 6.40E-07
Tiempo 2 0.086 0.043 0.744 0.505
Residuales 8 0.464 0.058

De acuerdo con el analisis visual, radiografico e histolégico y teniendo en cuenta los
resultados del andlisis estadistico se concluy6 que el método con &cido lactico a pH 5,4
con un tiempo de tratamiento de 7 dias basado en la poca influencia de éste factor en la
respuesta, es eficaz para crear una desmineralizacion superficial en esmalte dental,

equivalente a lesiones desmineralizantes tempranas de esmalte dental al igual que las
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reportadas por métodos mas complejos en metodologia, costos y tiempo como los de tipo
biolégico (75,76,77,78).

Por otro lado se obtuvieron lesiones de tipo erosivo con el pH 2,4. Lo cual también es
valioso para apoyar y contribuir con el desarrollo de investigaciones en esa tematica

especifica.

8.2 Tratamiento

En los procesos de difusidbn simple que ocurren entre medios homogéneos (agua,
alcohol, gel, solidos puros) (Figura 8.1), en donde una sustancia se transporta entre
zonas segun gradiente de concentracion (Figura 8.2), se observan perfiles como muestra

la Figura8.3:
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Figura 8.1.Difusién en sélidos (inicial). a. Estado inicial de dos placas de sélidos (Cu: cobre; Ni:
niquel); b. representacion de ubicacibn de atomos, respectivamente; c. representacion de
concentracién de Cu y Ni segun la localizacién uno al lado del otro (49).
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Diffusion of Cu atoms
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Figura 8.2. Difusion en sélidos (Final). a - b- c, representaciéon de transporte de masa entre las

dos placas de Cu y Ni después de aumento de temperatura (49).

f3=l>I

Concentration of diffusing species

Distance

Figura 8.3. Ejemplo de perfiles de difusion simple (49).

Cuando existe difusion pura se obtienen pendientes negativas representativas de la

concentracion de la sustancia transportada, influenciada por las propiedades de la

misma, a medida que transcurre el tiempo.

El analisis descriptivo de los resultados de la concentracion de los iones en el esmalte

dental, representado como porcentaje atobmico promedio a los tres niveles de profundidad

analizados, dio como resultado tres grupos graficos de perfiles de difusiébn de los
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elementos. Un grupo corresponde a los perfiles con promedio de los tres tiempos y los

otros dos grupos de perfiles a la difusion, especificando el resultado segun el tiempo, a

concentracion 1 y a concentracion 2. Como se mencionara mas adelante, el efecto del

tiempo parece no tener influencia estadisticamente significativa sobre la respuesta

difusiva de los elementos estudiados, por tal razén a continuacion se analiza el primer

grupo de perfiles (Grafico 8.1) y los otros dos grupos se reportan en anexos (Anexo E y

Anexo F).
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Grafica 8.1 Perfiles de promedio de porcentaje atomico por elemento segin concentracion de

solucion indicadora y estado de mineralizacion del esmalte, con promedio de los tres tiempos.
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En general se observa que los perfiles resultantes no se ajustan a los de una difusién

pura, ya que se presentan distintos patrones. Esto puede deberse a distintas razones:

El transporte de los iones puede ocurrir por difusibn pero a través de
diferentes vias (poros, espacio interprismético, defectos del esmalte,
estructuras secundarias) (79) y en distintos medios (agua dentro de poro, gel
del material inorganico interprismatico), lo que provoca una diversidad en la
tendencia del perfil.
En elementos como el Cl, K, y Sr, que presentan un perfil inicial en la
estructura dental sin tratar, el perfil final de difusion encontrado se representa
de la siguiente forma:

PFD = pid + tto
En donde el perfil final de difusién (PFD) es el resultado del perfil inicial de
difusién (pid) y del tratamiento (tto). Es asi como los perfiles finales podrian
estar replicando los perfiles iniciales, si el tratamiento y las propiedades
especificas del elemento no son suficientes para cambiar el estado inicial.
Los perfiles pueden ser el reflejo de la intervencién de otro tipo de procesos
de transporte de masa (percolacion, absorcién capilar), estando influenciada
también por la heterogeneidad de la estructura del esmalte entre individuos,
entre especimenes y entre distintas zonas del esmalte en una misma pieza

dental (superficie, medio, interno, cervical, oclusal, vestibular, etc.).

Sin embargo se pueden identificar ciertas respuestas, por un lado que existe una

influencia del estado de mineralizacion del esmalte y la concentracién de la solucion

indicadora sobre el porcentaje promedio atdbmico, aumentando el transporte de los iones

en estado desmineralizado y a una concentracion alta.
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8.2.1 Pruebas de hipotesis

Para conocer si las diferencias entre los perfiles de difusion eran significativas y por lo

tanto realizar las pruebas de nuestras hipétesis, se ajusté un modelo de regresion beta

por el paquete betareg de R con nivel de significacion (o) de 0.05 (Tabla 8.9):

Tabla 8.9 Prueba de hipétesis de difusion

VARIABLE K (p-valor) |Cd (p-valor) |Sr (p-valor) | Br(p-valor) |I (p-valor) Cl (p-valor)
0.004472 0.002651 0.001561 0.001689 0.005027
Intercepto 0.00177 (0) (0) (0) (0) (0] 0)
-0.000253 -0.000676 -0.000322 -0.000449 -0.001024 -0.00046
Profundidad (0.957) (0.497) (0.577) (0.937) (0.216) (0.687)
0.000292 0.001357 0.000332 0.000276 0.000599
Desmineralizado (0.028) 0) (0.255) (0.303) (0.008) | 4e-06 (0.686)
-0,000002 | 9.2e-05 (0.498 5.7e-05 0.000128 | 1.9e-05 (0.171 0.000149
Tiempo (0.745) ) (0.115) (0.162) (0.011)
-0.000412 0.000318 0.001413 0.001723 0.001698 0.00148
Concentracion (0.157) (0.833) (0.093) (0) (0.006) (0)
0.000007 -3.2e-05 -3.3e-05 -7.8e-05 -0.000119 -7.9e-05
Interaccién (0.64) (0.833) (0.055) (0.201) (0.031) (0.029)

Intercepto: Estado de esmalte sano, promedio de tiempos, promedio de concentracién, promedio
de profundidades. Profundidad: superficial, medio, interno. Tiempo: tiempo de exposicion (dias).
Concentracion: C2. Interaccién: Tiempo vs concentracion.

" HO(1): La difusién media es independiente de la concentraciéon

HO Bc=0 vs HABc#0

Bc= Concentracion

Para los iones Br- (p=0), | (p=0.006), CI- (p=0) se rechaza la hipétesis nula, esto indica

gue la concentracién de la solucién indicadora influye en el promedio del porcentaje

atoémico, por lo que al tener una concentracion alta de la solucion, el porcentaje de

difusion de los iones en el esmalte aumentd. Para iones como K+, se observa una

relacion inversamente proporcional con respecto a la concentracion, sin embargo no es

una respuesta estadisticamente significativa. Esto obedece a la primera ley de Fick, ya

gue indica que existe un flujo de masa en relacion al gradiente de concentraciéon de un

soluto (48-50).
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. HO(2): La difusién media es la misma segun el tiempo.
HO BT =0 vs HABT #0

BT= Tiempo

Estadisticamente parece que el tiempo no es un factor influyente en el promedio de
porcentaje atémico de los iones (p= 0.05), con excepcidn del cloro en el que a medida
gue aumenta el tiempo aumenta el porcentaje de este elemento en el esmalte (p=0.001).
Esto puede asociarse a que los tiempos de tratamiento escogidos fueron suficientes para
la difusion de los iones, donde probablemente se consiguié un estado de equilibrio de

concentracion entre la solucion indicadora externa y la estructura del esmalte dental.

= HO(3): La difusion es independiente del estado del esmalte
HO BE=0 vs HABE +0

BE= Estado del esmalte

Al comparar el promedio de porcentaje atomico de los iones en esmalte sano y en
esmalte desmineralizado, se encontrd que en este ultimo fue mayor para todos los iones
y siendo estadisticamente significativa para los iones yodo (p=0.028), cadmio (p=0) y
potasio (p=0.008). Esto se podria entender teniendo en cuenta que la porosidad del
esmalte dental oscila entre 10 a 300 angstroms de didmetro (80), la cual aumenta
considerablemente en una estructura con desmineralizacion, creando vias de acceso

mas abiertas para el intercambio con el medio.

= HO(4): No existe efecto medio en la difusién cuando se tiene simultdneamente

el efecto del tiempo y la concentracion.

HO BCT =0 vs HABCT #0
BCT= Interaccion de concentracion y tiempo

No se encuentra evidencia que permita establecer efecto de la interaccion del tiempo y la
concentracion en la difusién de los iones K, Cd, Br. Contrario a lo encontrado en los iones
Sr (p=0.05), I (p=0.031), CI (p= 0.029) en donde al aumentar el tiempo de tratamiento y la
concentracion de la solucion indicadora disminuye la entrada de estos a la estructura

adamantina.
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8.2.2. Analisis de difusion

= Difusion segln carga neta de iones en esmalte sano (ES) y en esmalte

con desmineralizacion inducida (EDI).

Para determinar la difusion segun la carga neta de los iones se compararon los iones
monovalentes con los bivalentes de la solucién indicadora:
K+ vsSr++

K+vs Cd++

Tabla 8.10 Promedio de porcentaje atémico de K+ vs Cd++ en ES

Sano Solucién Solucién
indicadora a indicadora a
Concentraciéon 1 Concentracioén 2
K+ 0.178 0.246
Cd++ 0.375 0.535

TABLA 8.11 Promedio de porcentaje atdbmico de K+ vs Sr++en ES

Sano Solucién Solucién
indicadora a indicadora a
Concentraciéon 1 Concentracioén 2
K+ 0.178 0.246
Sr++ 0.310 0.504

En las tablas 8.10 y 8.11, se observa que los iones monovalentes presentan en promedio
menor porcentaje de entrada en un esmalte sano en comparacion con iones bivalentes

como el Cd++ vy Sr++,

Tabla 8.12 Promedio de porcentaje atémico de K+ vs Cd++ en EDI

Sano Solucién Solucién indicadora
indicadora a a Concentracion 2
Concentraciéon 1
K+ 0.227 0.256
Cd++ 0.669 0.513
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Tabla 8.13 Promedio de porcentaje atémico de K+ vs Sr++ en EDI

Sano Solucién Solucién
indicadora a indicadora a
Concentraciéon 1 Concentracioén 2
K+ 0.227 0.256
Sr++ 0.426 0.454

En esmalte desmineralizado (Tablas 8.12 y 8.13), el promedio del porcentaje atbmico de

todos los iones es mayor manteniéndose el comportamiento de mayor cantidad de iones

bivalentes en contraste con el monovalente.

" Difusion segun tamafo no solvatado y polaridad de iones en ES y EDI

El tamafo no solvatado de un ion hace referencia al radio i6nico. Partiendo de esto, se

encontré que los promedios de porcentaje atdbmico de los aniones en esmalte sano

(Tabla 8.14) y desmineralizado (Tabla 8.15), siguen un orden segun el radio i6nico. En la

medida que el radio i6nico es mayor la difusién es menor para dicho elemento:

Tabla 8.14 Promedio de porcentaje atdbmico de aniones en ES

I-< Br-<ClI-

Radio i6nico

Solucién

Solucién

(A) indicadora a indicadora a
Concentracion 1 Concentracion 2
- 2.20 0.150 0.188
Br- 1.96 0.280 0.430
Cl- 1.81 0.615 0.695
Tabla 8.15 Promedio de porcentaje atémico de aniones en EDI
Radio i6nico Solucién Solucion
(A) indicadora a indicadora a
Concentracion 1 Concentracién 2
- 2.20 0.189 0.269
Br- 1.96 0.358 0.408
Cl- 1.81 0.621 0.690
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A demas si se comparan los resultados de la columna de concentracién 1 (baja) y con los
resultados de la columna de concentracién 2 (alta), el promedio de porcentaje atdmico es
mayor en la medida que la concentracion aumenta tanto en esmalte sano como en

desmineralizado, manteniéndose la dependencia del tamafio de los radios i6nicos.

Si se evallua el comportamiento de los cationes en esmalte sano y desmineralizado, el
porcentaje atdbmico promedio de difusién se mantiene directamente relacionado con los
radios ionicos, siendo mayor la entrada de los iones con radio atbmico menor, como se
muestra en las tablas 8.16 y 8.17, esto se da por la capacidad de facil acceso al sistema

de poros en el esmalte, que oscila de 10 a 300 angstroms de didametro (81,82):

K+ < Sr++< Cd++

Tabla 8.16 Promedio de porcentaje atdbmico de cationes en ES

Radio i6nico Solucién Solucién
(A) indicadora a indicadora a
Concentraciéon 1 Concentracién 2
K+ 1.33 0.178 0.246
Sr++ 1.12 0.310 0.504
Cd++ 0.97 0.375 0.535
Tabla 8.17 Promedio de porcentaje atémico de cationes EDI
Radio i6nico Solucién Solucién
(A) indicadora a indicadora a
Concentracion 1 Concentracién 2
K+ 1.33 0.227 0.256
Sr++ 1.12 0.426 0.455
Cd++ 0.97 0.669 0.513

Entonces, el promedio de porcentaje atobmico sigue un orden de acuerdo al radio iGnico

dentro de cada grupo de iones (cationes, aniones).

Pero al observar las tablas 8.18 y 8.19 que muestra la distribucion de los iones segun la
polaridad y el radio atébmico en ES y EDI respectivamente, y teniendo en cuenta que los
aniones presentan un radio atdbmico mayor al de los cationes debido a la pérdida de

electrones que sufren estos ultimos, si comparamos la cantidad atémica encontrada en
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promedio de los aniones en contraste con los cationes no siguen un orden. Esto podria
relacionarse en que ademas del radio atobmico puede estar influyendo la capacidad de
hidratacion de cada uno de los iones, que con llevaria a cambios en su tamafio final y por

ende en su movilidad.

Tabla 8.18 Promedio de porcentaje atémico de los iones distribuidos segun su polaridad
y radio atbmico en ES

Radio iénico (A) | Solucién indicadora | Solucién indicadora a
a Concentracion 1 Concentracién 2
- 2.20 0.150 0.188
Br- 1.96 0.280 0.430
Cl- 1.81 0.615 0.695
K+ 1.33 0.178 0.246
Sr++ 1.12 0.310 0.504
Cd++ 0.97 0.375 0.535

Tabla 8.19 Promedio de porcentaje atomico de los iones distribuidos segun su polaridad
y radio atomico en EDI

Radio i6nico Solucién Solucién
(A) indicadora a indicadora a
Concentracién 1 | Concentraciéon 2
- 2.20 0.189 0.269
Br- 1.96 0.358 0.408
Cl- 1.81 0.621 0.690
K+ 1.33 0.227 0.256
Sr++ 1.12 0.426 0.455
Cd++ 0.97 0.669 0.513

= Difusién segun radios hidrodinamicos efectivos

Al realizar la busqueda en literatura de los radios hidrodinamicos efectivos de los iones,
se encontraron distintas limitaciones en la informacién, ya que la informacion que se
reporta no es completa de todos los iones, y al comparar las distintas fuentes los valores
son distintos, lo cual se puede explicar por la dependencia de las condiciones de medida

(pH, agitacion, temperatura, concentracion y medio en que estan los iones) (83).

Es por esto que se decidié calcular el radio hidrodinAmico de cada ion, por medio de las
ecuaciones de Stokes — Einstein, Nerst- Einstein, entre otras (83), sin embargo para

resolver dichas ecuaciones la literatura tampoco reporta informacion completa, dando
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para algunos elementos datos de sus movilidades idnicas, coeficientes de difusion, para
otros sus numeros de transporte, radios hidratados, o conductividad electrolitica, lo cual
imparte una alta variabilidad ya que las condiciones entre los estudios, que informan
dichos valores, no fueron las mismas ni se desarrollaron bajo la misma metodologia. Es

asi como se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 8.20):

Tabla 8.20 Radios hidrodinamicos efectivos e iénicos de los elementos de la solucion

indicadora.

lones Radio hidrodinamico Radios i6nicos

efectivo (A) (A)

Br- 1.05 1.96

I- 1.09 2.20

Cl- 1.20 1.81

Sr++ 2.75 1.12

Cd++ 3.04 0.97

K+ 3.31 1.33

Lo que se esperaba es que los radios hidrodinamicos en principio sean mayores que los
radios ionicos, lo que se puede observar en los cationes. Pero lo obtenido en los aniones
es totalmente contradictorio, pues los calculos dieron contrario a lo que deberia ser por
definicion. Esta situacion no se debe a un error de formula, mas bien es algo que llama la
atencion y por lo que tal vez en literatura no se encuentran datos al respecto reportados

de aniones.

Las condiciones del presente estudio (alta concentracién de iones en solucién acuosa,
transporte en esmalte dental de estructura heterogénea, solucion compuesta con
distintas sales), imposibilita la comparacién y discusion adecuada con los datos que se
reportan en literatura los cuales provienen de condiciones totalmente distintas (dilucion
infinita, transporte en agua, soluciones puras de iones), sumado con lo contradictorio de

los datos calculados.
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9.Conclusiones

Los procesos de transporte de iones en el esmalte dental siguen mecanismos complejos,
por la propia heterogeneidad estructural y composicional (material organico, inorgénico,

agua).

A pesar de esto, se puede concluir que:

83

En esmalte dental desmineralizado los mecanismos de transporte de masa
tienden a ser mas de tipo difusivo.

La difusién en el esmalte dental sano y desmineralizado siguen mas de cerca
las distribuciones de patrones de difusion segun gradiente de concentracion.
Disminucién de la mineralizacion y por consiguiente aumento en la porosidad
del esmalte dental influyen en el porcentaje atébmico difundido hacia este.

Se podrian conseguir niveles apreciables de los iones en el esmalte dental a
tiempos mas cortos que los evaluados en este estudio.

El radio atbmico de un ion influye en su capacidad para difundir en el esmalte
dental, siendo el porcentaje atémico encontrado dentro de la estructura
inversamente proporcional a su radio atémico.

La comparacién con los radios hidrodinamicos efectivos no se pudo explorar
debido a la falta de informacion reportada y manejada en condiciones

similares a la presente investigacion.
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10. Recomendaciones

Para futuros estudios:

84

Es necesario realizar mediante un método de analisis no destructivo la
identificacion de defectos y topografia del esmalte dental macro y
microscopicos de los especimenes para tenerlos en cuenta a la hora de
realizar discusion de resultados.

Aumentar el nimero de zonas de profundidad de esmalte dental a analizar.
Realizar tratamiento con solucién indicadora a tiempos mas cortos para
comprobar independencia de este factor en la difusion de iones en esmalte
dental.

Aumentar el nimero de muestras con las que se pueda tener resultados con
mayor indice de confianza debido a la alta variabilidad innata de la estructura
dental.

Realizar analisis de estructura de hidroxiapatita posterior a tratamiento con
solucion indicadora para determinar posible interaccién y cambio estructural
de ésta debido a la entrada de los iones.

Calcular los radios hidrodinamicos en condiciones reales a las usadas en los
tratamientos (temperatura, concentracion, en esmalte dental, en conjunto con

los iones usados).
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11. Aplicaciones clinicas

Al conocer factores que influyen en el intercambio i6nico del esmalte dental con su
medio, tales como el nivel de mineralizacion del sustrato, la polaridad, el tamafio de radio
i6nico e hidratado de los elementos utilizados, se crean bases experimentales valiosas
que permitiran cambiar distintas propiedades del esmalte dental, aplicables para la
eficacia y efectividad de los tratamientos no invasivos de alteraciones tempranas de la

composicion inorganica adamantina (erosiones, caries incipientes, sensibilidad dental).
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Anexo A: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA USO DE DIENTES DONADOS COMO ESPECIMENES DE
INVESTIGACION
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

HOJA DE REGISTRO:

FECHA: , ,

Yo: con CC

En pleno uso de mis facultades mentales dono voluntariamente a la UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA el(los)
diente(s) que me extrajeron por indicacion odontolégica, para que sea(n) utilizado(s) en la investigacién de tipo
experimental in vitro: “Estudio in vitro de la difusién de algunas especies quimicas en esmalte dental humano”,
realizada por la estudiante de Maestria en odontologia Gelen Patricia Bernett Zurita y bajo la direccién del profesor
Edgar Delgado Mejia y la co-direccion de la profesora Carolina Torres Rodriguez. El equipo de investigaciéon se
compromete a mantener bajo estricta confidencialidad la informacién suministrada por el donante. Se establece y aclara
que la recoleccion es Sin animo de lucro.

Estos dientes son propiedad de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA.

Si el donante no es quien firma este consentimiento. El motivo por el cual no lo hace es:
Ser menor de edad Presentar discapacidades mentales Otras

Descripcion

Relacién del firmante con el donante:

He leido claramente el documento, me han explicado el proceso al que seran sometidos los dientes donados. Confirmo mi
donacion voluntaria.

CC.

Este consentimiento puede ser revocado liboremente por el paciente, en caso de que lo considere necesario.
Se da cumplimiento al decreto 2493 de 2004 acerca de la donacién de érganos del ministerio de Proteccién social de la Republica de Colombia. Se realiza con la
guia de la Organizacién Mundial de la salud (OMS).
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ANEXO B: Cartilla informativa

l:'ﬁ'." LETVERSIAL
bl NACION

W COCARLA,

T
ESTUDIO IN VITRO DE LA DIFUSION DE ALGUNAS ESPECIES QUIMICAS EN

ESMALTE DENTAL HUMANDO

CARTILLA INFORMATIVA: USO DE DIENTES PARA INVESTIGACION

sefior (a) donante,

£l [loz) diente (=) gue acaba de donar, seran utilizades en un estudio de
investigacion y seran sometidos a los siguientes tratamientos una vez
extraidos.

Esta investigacion tiene lugar en la universidad nacional de Colombia, s tisns
alguna duda puede comunicarse con el grupo de investigacion SRAMO:
3202534407; gpbernettz@unal. edu.co
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1

A

FASE DE DESINFECCION Y CONSERVACION :

f / ! J. _1/ Se obtienen los dientes

|'_'

Se procsde Ampla r

“ z& 3lmacena en cloraming T

para su COnSErvacion

FASE DE EXPERIMENTACION

]
se cortaran a la mitad los dientes para su andlisis al microscopio,
después de aplicarie dos tipos de sustancias.
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Anexo c: Hoja de registro de actividades

HOJA DE VIDA DE DIENTES DONADOS COMO ESPECIMENES DE INVESTIGACION.
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
REGISTRO:

FECHA PROCEDIMIENTO OBSERVACIONES
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ANEXO D: Registro clinico de dientes donados

REGISTRO CLINICO DE DIENTES DONADOS
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

NE® DE REGISTRO ESTUDIO REALIZADO POR

Fecha (dia, mes , afio) .
Clinica Semestre
Odontdlogo o estudiante tratante

INFORMACION DEL DONANTE (Obtenida del donante o de su Historia Clinica)

MNombre _ld:

Edad (afios) Raza Género (M masculing, F femenina)
Direccion de donante

Teléfono Celular

Lugar de Macimiento Fecha de Nacimiento ____ .,
Lugar donde ha vivido los ultimos 5 afios Estrato socioecondmico

Existencia de trastornos- habitos-alimentarios (Incluido consumo, gaseosas, tinto, vino,
cigarrillo, citricos
Lso de crema, enjuagues
Consumo de té (verde-Rojo) 5i__ WNo__ Consumidor Frecuente Si No
Uso de bebidas carbonatadas (Redbull) Si__ No_ Consumidor Frecuente Si_ No
Antecedentes Medicos
Antecedentes Odontoldgicos
Maotivo de la Exodoncia Diente (Numera)

DESCRIPCION DE HALLAZGOS DEL ESPECIMEN

El paciente y el odontoldgo tratante autorizan revisar |a historia clinica para obtener estos
datos.
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Anexo E: Perfiles de promedio de porcentaje atobmico
elemento segun tiempo de tratamiento y estado
esmalte. Concentracion 1.
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Anexo F: Perfiles de promedio de porcentaje atbmico por
elemento segun tiempo de tratamiento y estado del
esmalte. Concentracién 2
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