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Resumen 

 

Antecedentes: Diversos estudios han evaluado diferentes modelos de desmineralización en la 

superficie del esmalte para la formación de lesiones artificiales; sin embargo, la mayoría de ellos son 

complejos, lentos, poco claros y se han llevado a cabo en dientes permanentes por lo que, no es 

apropiado que el modelo de desmineralización se aplique en dentición temporal, debido a las 

diferencias entre ambas denticiones. Además, han surgido diversas técnicas para el análisis de la 

profundidad de la lesión entre ellas la micro-CT (µ-CT, por sus siglas en inglés) para evaluar el órgano 

dentario en 3D y así obtener mediciones más precisas y concisas, por otra parte, la Microscopía 

Electrónica de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés) para la caracterización morfológica y el 

programa ImageJ para el análisis de la porosidad.  

 Objetivo: Evaluar un modelo de desmineralización in vitro en el esmalte temporal bajo diferentes 

períodos de inmersión, a través de la profundidad de la lesión, morfología y porosidad determinadas 

por µ-CT, SEM e ImageJ.   

Métodos. El proyecto se dividió en dos fases: Fase I. Dieciséis incisivos y caninos temporales fueron 

asignados aleatoriamente en 4 grupos (n=4) dependiendo de los días de desmineralización a los que 

fueron sometidos G1_control, G2_ 2 días, G3_4 días y G4_7 y fueron examinados mediante µ-CT y 

SEM.  Las diferencias entre la profundidad de la lesión antes y después de la desmineralización fueron 

evaluadas estadísticamente mediante la prueba de t- student (p≤0.05). Fase II. Nueve incisivos y 

caninos temporales fueron asignados a tres grupos de acuerdo a los días de desmineralización, 

evaluando 15 regiones de interés (ROI, por sus siglas en inglés): G1_2 días; G2_ 4 días, y G3_7 días. 

La morfología fue evaluada mediante SEM y la porosidad fue determinada mediante el programa 

ImageJ ambas antes de la desmineralización (AD) y después de la desmineralización (DD).  Se 

utilizaron las pruebas t- student, Wilcoxon y ANOVA de una vía (p≤0.05) para el análisis estadístico. 

Resultados: Fase I. La profundidad de la lesión artificial fue similar entre los grupos experimentales; 

los valores fueron de 38.16 ± 05.40 μm a 42.61 ± 04.75 μm. Se formaron un total de 14 a 17 lesiones 

incipientes artificiales por grupo, la extensión y distribución fueron diferentes para cada período de 

incubación. Se produjeron cinco lesiones erosivas en G_7D. Fase II: en la porosidad AD la cantidad 

de poros fueron de 64.26±37.62 a 97.93±34.25, y DD de 150.06±64.86 a 256±58. 

Conclusiones: Todos los modelos de desmineralización evaluados fueron capaces de formar lesiones 

artificiales incipientes e incrementar el número de poros en el esmalte primario, aunado a cambios 

morfológicos más evidentes a mayor periodo de inmersión del modelo, siendo el de 4 días el más 

recomendado para facilitar su evaluación, debido a la extensión y solo formación de lesiones. 
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Introducción 

 

Los órganos dentarios están constituidos por diferentes tejidos, el que esta en contacto con la 

cavidad oral es el esmalte, considerado el tejido más duro del cuerpo humano. El esmalte se 

encuentra sometido a procesos de desmineralización-remineralización de forma continua, 

natural y en constante equilibrio entre factores protectores y patológicos. Sin embargo, 

cuando persiste el factor patológico de forma constante, surge un desequilibro que originará 

una lesión de caries. Durante el proceso de desmineralización existe una pérdida de minerales 

como calcio y fósforo, originando una lesión y un tejido más poroso.  

Es importante considerar que el esmalte temporal presenta diferentes características al 

esmalte permanente, sobresaliendo un menor grosor del tejido, una mayor difusión de iones 

y, por lo tanto, un mayor riesgo a desarrollar caries en la dentición temporal. 

Diversos modelos de desmineralización han surgido para simular el proceso de 

desmineralización in vitro, han usado soluciones desmineralizantes o geles; sin embargo, la 

mayoría se han aplicado para la dentición permanente o el esmalte bovino, por lo que estos 

modelos no son adecuados para la dentición temporal, debido a las diferencias previamente 

mencionadas. 

Dentro de las técnicas más empleadas para evaluar la profundidad de la lesión en el esmalte 

destacan la luz polarizada, el SEM, la microradiografía y la microscopía transversa, aunado 

al surgimiento de nuevas tecnologías como la µ-CT. 

Así mismo, debido a la diversidad de modelos de desmineralización y a las diferencias en las 

metodologías aplicadas y a los tipos de esmalte evaluados, el presente estudio evaluó un 

modelo de desmineralización en el esmalte temporal, considerando la profundidad de la 

lesión artificial incipiente, la morfología y la porosidad del esmalte, determinada por µ-CT, 

SEM e ImageJ. 

Los hallazgos del presente estudio contribuyeron a determinar el modelo de 

desmineralización apropiado para su aplicación en la evaluación de diversas medidas 

preventivas entre otras aplicaciones, sugiriendo que 4 días de desmineralización son los más 

apropiados, si bien todos los modelos de desmineralización estudiados fueron capaces de 

formar lesiones artificiales incipientes e incrementar el número de poros en el esmalte 

temporal, produciendo cambios morfológicos más evidentes acorde a una mayor duración de 

la inmersión en la solución desmineralizante.  
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1. Antecedentes 

 

La función más importante relacionada a la masticación son los órganos dentarios que se 

clasifican de acuerdo con la aparición en la cavidad oral en dentición temporal y dentición 

permanente.1 La dentición temporal inicia su periodo de erupción a los 6 meses 

aproximadamente y concluye alrededor de los 3 años, constituida por un total de 20 órganos 

dentarios2 mientras que la dentición permanente sustituye a la dentición temporal alrededor 

de los 6 años y completada a los 21 años con un total de 32 órganos dentarios.  

Los órganos dentarios cumplen una función de acuerdo con su forma: los incisivos cortan los 

alimentos, los caninos desgarran, mientras que los premolares y molares trituran la comida.1,2 

 

1.1 Morfología y estructura dental 

 

Los dientes están conformados por diferentes tejidos: esmalte, dentina, pulpa y cemento. El 

esmalte es un tejido mineralizado constituido por 95% de materia inorgánica (hidroxiapatita). 

La dentina es un tejido mineralizado con un 70% de materia inorgánica. La pulpa es el único 

tejido blando del órgano dentario muy vascularizado e inervado por diferentes células.2 

 

1.1.2 Características del esmalte dental 

 

Es el tejido más duro del cuerpo humano, representa la parte más externa del diente. Proviene 

embriológicamente del ectodermo por proliferación localizada del epitelio bucal.1-3  

 

 

1.1.2.1 Propiedades físicas 

 

Presenta una alta dureza, lo cual le confiere una alta resistencia a la deformación. Posee una 

elasticidad escasa, por lo tanto, es frágil y puede tener microfracturas.2 El esmalte dental 

presenta un color translúcido de blanco amarillento a blanco grisáceo dependiendo de las 

estructuras cercanas como la dentina y la pulpa.2,4 En el adulto, la permeabilidad del esmalte 

es menor debido a la obstrucción de vías orgánicas, sin embargo en el esmalte joven la 

permeabilidad es mayor debido a su alto grado de mineralización y es radiopaco.2,5  
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1.1.2.2 Propiedades químicas  

 

Posee una matriz orgánica de 0.36-2% constituida por diferentes proteínas como 

amelogeninas, enamelinas, amelinas, tuftelina, parvalbúmina, las cuales ejercen funciones de 

unión y crecimiento de primas.2,3 El 95% compuesto por calcio, fosfato y carbonato se 

depositan en el esmalte originando cristales de hidroxiapatita. El agua se encuentra en la 

periferia proporcionando una capa de hidratación.2 

  

1.2 Características del esmalte temporal 

 

La capa aprismática se observa con mayor frecuencia en los dientes temporales, donde el 

ancho de la zona es mayor en comparación con los dientes permanentes. El 60% de los 

dientes temporales tienen una zona de superficie aprismática de 16 a 45 μm de espesor, 

mientras que la mitad de los dientes permanentes tienen una zona aprismática de <5 μm.6 

El contenido químico del esmalte depende de la presencia de oligoelementos ambientales y 

a la presencia de calcio y fósforo. Los bebés prematuros presentan diferentes concentraciones 

químicas en el esmalte en comparación con los bebés a término,7 otra de las características 

que hacen diferente al esmalte temporal incluso dependiendo de ciertas circunstancias 

durante el proceso de formación dental. 

Los dientes temporales presentan un esmalte más fino que sus sucesores permanentes. El 

grado de mineralización del esmalte temporal es menor que el de los permanentes; por lo 

tanto, la absorción del contenido de agua del primero es mayor.8 

Por otro lado, los hábitos alimentarios, las enfermedades en la primera infancia, la alteración 

en la amelogénesis, la maduración del esmalte, las medidas inadecuadas de higiene bucal, la 

falta de conocimiento sobre el valor de la dentición temporal por parte de los padres y la falta 

de disponibilidad de personal dental capacitado en salud bucal infantil, pueden contribuir a 

la mayor prevalencia de caries en dentición temporal.7 
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1.3 Caries Dental  

 

La caries es una enfermedad multifactorial que resulta de un desequilibrio entre los factores 

patológicos y protectores.9,10,11 El desequilibrio impide el proceso fisiológico y equilibrado 

de remineralización y desmineralización, favoreciendo la última. Este proceso ocurre 

diariamente varias veces al día.9,12 En la desmineralización, las bacterias productoras 

segregan ácidos sobre la superficie del esmalte a partir del metabolismo de los carbohidratos. 

Cuando el ácido alcanza zonas susceptibles se disuelven los minerales y la exposición 

continua de ácido sobre la superficie del esmalte producirá una cavidad.12-15 Por otro lado, el 

proceso de remineralización es natural para las lesiones de caries no cavitadas, los iones de 

calcio y fosfato se dispersan en el diente, provenientes de diferentes fuentes como la saliva o 

fluoruros tópicos, que repararán los cristales dañados.13-15 

Se ha identificado al Streptococus mutans (S. mutans) como la bacteria más importante en el 

inicio de la lesión por caries. Sin embargo, otras bacterias pueden estar implicadas en dicho 

proceso. Se ha observado que el Streptococcus mutans tiene una capacidad para adherirse a 

la superficie del esmalte, debido a una estructura llamada fimbrias en la cual se encuentran 

adhesinas que favorecen la unión al diente.12,16 El inicio de la lesión puede ser reversible 

implementando medidas de prevención como los fluoruros, los cuales depositan calcio, 

fosfato o fluoruro sobre la superficie del esmalte.12,14,16,17  

 

1.3.1 Desarrollo de las lesiones  

 

Cuando el proceso patológico sobrepasa el equilibrio entre la desmineralización y 

remineralización surge la caries dental, iniciando con una lesión de mancha blanca. Existen 

amplias evidencias que la caries en sus etapas tempranas causa un daño mínimo a la 

superficie exterior del diente, aunque sí provoca una desmineralización considerable debajo 

de la superficie de este.14,16,17 

Las características histológicas de la pequeña lesión cariosa en el esmalte dental humano 

pueden ser descritas en varias zonas cuando las secciones del terreno longitudinal son 

examinadas bajo el microscopio de luz, por lo que Silverstone subdividió a la pequeña lesión 

para fines didácticos en 4 zonas, basándose en la apariencia bajo el microscopio de luz. 

Darling clasifica cuatro zonas de alteraciones patológicas en el esmalte: 
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1. Zona superficial 

2. Cuerpo de la lesión 

3. Zona obscura 

4. Zona translúcida 

 

 

1.  Zona Superficial 

 

Esta es la primera zona de la lesión incipiente, tiene un grosor de 20 a 100 µm, una de las 

características importantes es que los grandes grados de desmineralización ocurren a nivel 

de la subsuperficie, así que la pequeña lesión queda cubierta por una capa superficial 

relativamente infectada por el ataque. 18,19   

 

 

2.  Cuerpo de la lesión 

 

El cuerpo de la lesión es la porción más grande del esmalte cariado está situada por debajo 

de la zona superficial. El cuerpo de la lesión tiene una superficie reactiva, profunda frente a 

la zona de superficie intacta. Este es un sistema balanceado, donde la velocidad de 

precipitación es igual a la velocidad en que los iones minerales se pierden a través de la placa 

hacia la saliva. La ruptura de este balance que ocurre durante el progreso de la caries 

determina la aparición de la cavidad, que se hace evidente debido al aumento de la 

profundidad de la lesión, y a la ruptura del equilibrio entre la entrada y salida de calcio y 

fosfato.19   

 

 

3.  Zona obscura 

 

La zona obscura es la tercera zona de alteración del esmalte, se encuentra por debajo del 

cuerpo de la lesión y superficialmente con respecto a la zona translúcida y se presenta en el 

95% de las lesiones.  

Un enigma respecto a la zona obscura es por qué los poros son más pequeños que los que se 

observaron en la zona traslúcida y en el cuerpo de la lesión, si debiera ser al contrario, ya que 
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conforme avanza la lesión los poros van siendo más y más grandes debido a la 

desmineralización.16   

En experimentos realizados sobre la remineralización, un área identificada como cuerpo de 

la lesión se remineraliza, adquiriendo las características histológicas de la zona obscura, 

donde los poros relativamente grandes del cuerpo de la lesión pudieron, en efecto convertirse 

en diminutos; por tanto, la zona obscura no es una etapa como consecuencia de la 

degradación del tejido, sino que los microporos más pequeños pueden ser formados por 

remineralización. De este modo, el soporte es proporcionado por el concepto de que el 

proceso de caries en esmalte es una dinámica con fases de desmineralización, alternándose 

con fases de remineralización, más que un simple proceso de disolución continua.19   

 

 

4. Zona Translúcida 

 

Esta zona es la cuarta zona de alteración del esmalte, su extensión puede variar desde 5 a 100 

µm, se observa en el 50% de las lesiones aproximadamente.  

En estudios realizados con microscopio polarizado, cuando una sección del terreno de 

esmalte cariado es examinada en aire estéril usando luz polarizada, se encontró que la zona 

traslúcida contenía aproximadamente 1% de espacios, esta cantidad de espacios representan 

un incremento significativo en el volumen del poro comparado con el esmalte sano, que 

contiene 0.1% de espacios.  

La alteración del esmalte en esta zona resulta en espacios o poros en los sitios de unión como 

los bordes del prisma y estrías-transversales que al ser llenados con un medio aclarante las 

marcas estructurales no son visibles, dando como resultado una zona esencialmente 

traslúcida sin estructura.6,18,19  

En los estudios químicos se encontró una pérdida de mineral de 1.2% por volumen de unidad, 

hay pérdida de magnesio, el contenido de fluoruro aumenta relativamente, no se manifiesta 

pérdida de proteínas. Estudios de microdisección revelaron que con base a su peso la zona 

translúcida del esmalte tiene un bajo contenido de carbonato relativo a esmalte sano. La 

proporción fosfato-magnesio es aproximadamente 14% más bajo que el esmalte sano.18,19   
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1.3.2 Modelos de desmineralización 

 

El proceso de desmineralización se puede realizar mediante diferentes modelos: in vitro, in 

situ en animales o ensayos clínicos aleatorios controlados.  

Las lesiones artificiales en órganos dentarios humanos y bovinos son una herramienta 

importante para analizar las estrategias de prevención y tratamiento de las lesiones cariosas. 

Por lo tanto, los modelos de desmineralización han presentado un papel fundamental en la 

investigación de la caries, ayudando a establecer la etiología multifactorial y a definir el 

impacto de numerosos factores que contribuyen a la formación de caries. Respecto a la 

prevención los modelos de desmineralización han ayudado a evaluar agentes preventivos de 

caries, por ejemplo: el flúor, productos naturales o la aplicación de láser. 

Los modelos experimentales in vitro son los métodos más aplicados, se pueden emplear en 

un periodo corto y requieren menos personal que los estudios in situ. Algunas de las ventajas 

son las siguientes: menos costoso, relativamente rápido y pueden realizarse experimentos 

con una sola variable en condiciones muy controladas, son más sensibles, precisos y, por 

último, es el mejor método para seleccionar un gran número de agentes y determinar el modo 

de acción. Sin embargo, los modelos in vitro tienen limitaciones significativas, 

principalmente relacionadas con su incapacidad para simular los complejos procesos 

biológicos implicados en la caries.20  

 

1.4 Microtomografía computarizada (µ-CT) 

 

Desde el surgimiento de los Rayos X por Roentgen en 1895 ha evolucionado el diagnóstico 

en medicina con la finalidad de ser menos invasivo. La imagen de tomografía computarizada 

por rayos X fue desarrollado en 1970 y dio pauta para tomar diferentes imágenes y 

reproducirlas en tercera dimensión, fue entonces, que en 1980 surgió la microtomografía 

computarizada por rayos X.21 

La µ-CT crea un conjunto de datos tridimensionales que representan radiopacidad en cada 

punto dentro de la muestra tomando una serie de imágenes de rayos X del espécimen, 

girándolo de lado a lado y analizando cada sección para reconstruir datos volumétricos.22 Es 

un método de atenuación de rayos X que brinda alta resolución tridimensional de la estructura 

interna de los tejidos duros o materiales. Permite obtener una distribución espacial de los 

coeficientes de atenuación dentro del objeto sin la superposición de estructuras. El alto nivel 
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de sensibilidad y especificidad de la µ-CT en relación con el estándar de oro de la micrografía 

e histología transversa han sido confirmados por estudios correlativos.23  

En los últimos años, la µ-CT ha sido utilizada en el área odontológica para la evaluación de 

minerales, patrones de densidad del hueso y dental, así como para la microestructura de los 

biomateriales dentales.23,24 Algunas de las ventajas en la µ-CT comparada con otros métodos 

como la luz polarizada, microscopía electrónica de barrido y micro-radiografía transversa es 

que no requiere que se seccione la muestra para el análisis.23  

 

1.5 Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) 

 

El SEM es un microscopio electrónico que produce una imagen de una muestra escaneándola 

con un haz de electrones enfocado. Los electrones interactúan con los átomos de la muestra, 

que emiten electrones secundarios que contienen información sobre la topografía y la 

composición de la superficie. La muestra es escaneada por el haz de electrones punto por 

punto, hasta que se forma una imagen de la superficie. Desde su invención en 1942, las 

capacidades del SEM se han vuelto primordiales en el descubrimiento y la comprensión del 

mundo nanométrico, hoy en día se utilizan ampliamente tanto para la investigación como en 

la industria. El SEM puede lograr una resolución mejor que un nanómetro. Sin embargo, para 

muchas aplicaciones, trabajar con una resolución sub-nanométrica implica una cantidad 

excesivamente grande de puntos de escaneo.25 

Hoy en día, se cuenta con un mayor acceso a la tecnología SEM, realizando de manera ágil 

el procesamiento de imágenes, con mayor magnificación, así como la capacidad de 

almacenar imágenes digitalmente, abriendo un nuevo camino para el procesamiento digital 

en tiempo real. Además, permite obtener imágenes de la superficie de las muestras desde 

varias perspectivas simultáneamente. 25 

 

 

1.5.1 Programa ImageJ 

 

ImageJ es un software para el procesamiento de imágenes de dominio público; la base-Java 

fue desarrollada en el National Institutes of Health (NIH) (http://imagej.nih.gov/ij/) para 

medir el volumen de tejido. El procesamiento para la evaluación del volumen contaba con 

tres pasos. El primero calcular el número de píxeles por unidad de área (1 cm2). El segundo 

paso es medir el área de región de interés (ROI) usando la proporción del número de píxeles 
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por unidad de área. El paso final es calcular el volumen usando con los datos anteriores 

integrados.26  

La binarización de imágenes es uno de los pasos de preprocesamiento más relevantes que 

conduce a una disminución significativa en la cantidad de información sujeta a análisis 

adicionales y permite un aumento de su velocidad. Esta operación se aplica típicamente en 

muchos sistemas que utilizan principalmente métodos de reconocimiento de formas y no 

requieren el análisis de color o textura.27 De los algoritmos de binarización de imágenes, 

probablemente el método de umbral de imagen más popular fue propuesto en 1979, quien 

entregó la idea de minimizar la suma de las varianzas intraclase de dos grupos de píxeles 

clasificados como primer plano y fondo, asumiendo el histograma bimodal de la intensidad 

de los píxeles de la imagen.28 Por lo tanto, este enfoque conduce a la maximización de la 

varianza entre clases y por ello, se logra una buena separación de dos clases de píxeles, 

representados finalmente en blanco y negro.27 
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2. Planteamiento del problema 

 

La caries es una enfermedad multifactorial que mientras los factores protectores y 

patológicos están en equilibrio no se desarrollan las lesiones, sin embargo cuando se rompe 

este equilibrio surge la caries dental, que es la más común y prevenible  de las patologías en 

la infancia.9,17,29 El proceso es atribuido a las bacterias, que utilizan los carbohidratos de la 

dieta para producir ácidos, originando cambios en el pH y con ello se inicia la pérdida de 

minerales o desmineralización,  que al no interrumpirse se desarrollará una lesión incipiente 

inicialmente para posteriormente cavitarse.13,14 

Existen diferentes modelos in vitro para poder reproducir el proceso de desmineralización y 

lesión incipiente o de mancha blanca sobre la superficie del órgano dentario y de esta forma 

comprobar la efectividad de diferentes medidas de prevención. Los modelos han sido 

aplicados en dentición permanente o en tejidos de origen bovino,30,31 sin existir un modelo 

específico para la dentición temporal. 

Por otra parte, el esmalte temporal en comparación con el permanente presenta diferentes 

características entre las que se encuentran: menor grosor, mayor coeficiente de difusión de 

iones y mayor número de zonas aprismáticas por lo tanto, no es conveniente aplicar los 

modelos de desmineralización en dentición temporal para el desarrollo de lesiones 

incipientes con el fin de evaluar diversas medidas preventivas.32-34 

La luz polarizada, microscopía transversa y más actualmente la tecnología µ-CT han sido 

utilizadas para la evaluación y análisis de la lesión.35-39 Por otra parte el SEM nos permite la 

caracterización morfológica del esmalte dental y el programa ImageJ para obtener la 

porosidad de la superficie del esmalte.40 El surgimiento de la µ-CT ha ayudado a visualizar 

y observar estructuras metálicas o tejidos dentales en 3D obteniendo datos más precisos sobre 

el comportamiento de diversos fenómenos como el proceso de desmineralización en esmalte 

temporal cuyos reportes son muy escasos,38,39 probablemente debido al  tiempo prolongado 

de escaneo y análisis de las muestras, así como a la poca disponibilidad de equipos y elevado 

costo de la técnica. 

Como se mencionó anteriormente los modelos para el desarrollo de lesiones incipientes no 

son aplicables a la dentición temporal, por lo cual este trabajo pretende responder a la 

pregunta ¿cuál es el modelo de desmineralización in vitro en el esmalte temporal más 

adecuado para el desarrollo de lesiones incipientes bajo diferentes períodos de inmersión, a 

través de la profundidad de la lesión, morfología y porosidad? 
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3. Justificación 

 

 

La caries es la enfermedad bucal de mayor prevalencia en México, afecta a la gran mayoría 

de los niños y puede ser tan severa como la caries de la infancia temprana, la cual involucra 

los incisivos superiores, iniciando con una desmineralización en la subsuperficie del esmalte 

manteniéndose intacta la superficie. A la lesión inicial se le denomina lesión incipiente o 

mancha blanca, sin embargo, si la desmineralización permanece por tiempos prolongados, la 

lesión se vuelve yesosa y se cavita. Por lo cual, es muy importante evitar y tratar esta lesión 

inicial con protocolos de remineralización. 

 

Se ha observado que el proceso de desmineralización en dentición temporal es diferente 

debido al menor grosor del esmalte y mayor difusión de iones entre otros y la mayoría de los 

modelos de desmineralización han sido desarrollados para la dentición permanente. Por lo 

tanto, este proyecto pretende desarrollar un modelo apropiado para dientes temporales 

empleando nuevas tecnologías como la µ-CT que nos ayuda a observar el órgano dentario en 

3D, en la actualidad no existen reportes  de un modelo de desmineralización específico para 

dentición temporal bajo diferentes períodos de inmersión evaluados con µ-CT, 

complementado con SEM para caracterizar la superficie dental y con el análisis de la 

porosidad a través del software ImageJ poco utilizada en el área odontológica.  

 

Los resultados del presente estudio aportarán un modelo in vitro de desmineralización 

adecuado y específico para el esmalte temporal que podrá ser utilizado para la evaluación de 

estrategias preventivas de remineralización entre otras aplicaciones. 
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4. Hipótesis  

 

Hipótesis 

La progresión de la lesión y porosidad será mayor en el modelo de desmineralización con 4 

días de inmersión comparado con el de 2 días de inmersión.   

 

Hipótesis Nula 

La progresión de la lesión y porosidad será menor en el modelo de desmineralización con 4 

días de inmersión comparado con el de 2 días de inmersión.  
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5. Objetivo General y específicos 

 

Objetivo general: 

Evaluar un modelo de desmineralización in vitro en el esmalte temporal bajo diferentes 

períodos de inmersión, a través de la profundidad de la lesión, morfología y porosidad 

determinadas por µ-CT, SEM e ImageJ.   

 

Objetivos específicos: 

 

 Fase I: Determinar la profundidad de la lesión y morfología mediante un modelo de 

desmineralización con diferentes períodos de inmersión en dentición temporal. 

• Evaluar la superficie del esmalte temporal mediante µ-CT y SEM antes 

del proceso de desmineralización. 

• Evaluar la superficie del esmalte temporal mediante µ-CT y SEM después 

del proceso de desmineralización.  

• Comparar los diferentes protocolos de desmineralización. 

 

 Fase II: Determinar la morfología y porosidad mediante un modelo con diferentes 

períodos de inmersión en dentición temporal. 

• Evaluar la superficie del esmalte temporal mediante SEM y el programa 

ImageJ antes del proceso de desmineralización. 

• Evaluar la superficie del esmalte temporal mediante SEM e ImgeJ después 

del proceso de desmineralización. 

• Comparar los diferentes protocolos de desmineralización. 
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6. Diseño metodológico 

 

6.1 Diseño del estudio 

Tipo de estudio: Experimental, longitudinal, descriptivo, comparativo, prospectivo, y 

prolectivo. (Ver fig. 1) 

 

6.2 Universo y muestra  

Se seleccionaron 25 órganos dentarios temporales. 

 

6.3 Criterios inclusión/exclusión  

Criterios de inclusión  

 Incisivos temporales superiores e inferiores sanos. 

 Incisivos temporales caninos superiores e inferiores sanos. 

 Incisivos temporales próximos por exfoliar. 

 Incisivos temporales extraídos por razones terapéuticas. 

Criterios de exclusión 

 Incisivos temporales superiores o inferiores: 

 Con fracturas. 

 Hipoplasia de esmalte. 

 Con caries. 

Criterios de eliminación  

 Incisivos temporales que se contaminaron durante su manipulación. 

 Incisivos temporales que sufrieron algún daño en el proceso o preparación. 

 

6.4 Variables de Estudio 

 Dependientes: 

Morfología  

Profundidad de la lesión 

Porosidad  

 Independientes: 

 Solución desmineralizante 
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Figura. 1 Diagrama del Diseño de Estudio  
 

Modelo de desmineralización en esmalte temporal: evaluaciones Micro-CT y SEM 

 

Fase I: Profundidad de la lesión y caracterización morfológica  

Desmineralización a 37°C pH=4.4 

16 dientes temporales 

G_4D 

n=4 

4 días 

desmineralización 

G_7D 

n=4 

7 días 

desmineralización 

G_2D 

n=4 

2 días 

desmineralización 

G_Control 

n=4 

grupo control 

µ-CT SEM 

µ-CT 

 
SEM 

Desmineralización  a 37°C pH=4.4 

SEM Porosidad ImageJ 

G2_4D 

n=3 p/g ROI=15 

4 desmineralización 

G3_7D 

n=3 p/g ROI=15 

7 desmineralización 

G1_2D  

n=3 p/g ROI=15 

2 desmineralización 

9 dientes temporales  

Fase II: Morfología y porosidad   

SEM Porosidad Image J 

  

El estudio fue dividido en dos fases como se muestra en la Fig. 1 
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Variables Dependientes 

Variable Definición conceptual Definición operacional Tipo de variable Escala de medición 

Morfología Descripción de las propiedades 

de la forma en la superficie del 

esmalte. 

Observación en SEM. Superficie lisa: aquella con escasas 

depresiones y hendiduras debidas al desgaste dental natural. 

Microporosidades: conjunto de diminutos intersticios 

irregulares existentes en el esmalte dental.  

Cráter: depresión pronunciada en la superficie del esmalte 

dental.  

Prismas expuestos: prismas que han cambiado su morfología 

natural debido a la eliminación de materia intra y/o 

interprismática. 

  

  

  

Cualitativa 

  

  

  

  

  

  

Nominal 

  

  

  

Profundidad de la 

lesión 

Distribución de minerales en 

tejidos calcificados. 

Profundidad de la lesión: zona radiolúcida en mm constituida 

por la pérdida de minerales del esmalte, parámetro estándar para 

la determinación de la progresión de la caries. 

Cuantitativa  

Continua  

  

  

Razón  

 

Porosidad  Fracción de huecos o espacios 

vacíos en un material o 

superficie dental. 

Área ocupada por poros en μm2 determinada por la cantidad de 

poros. 

Cuantitativa 

Continua 

 

Razón 

Variables independientes 

Solución 

desmineralizante 

Mezcla homogénea de dos o más 

sustancias. 

Concentración de compuestos determinada en mM por cloruro 

de calcio, dihidrógeno fosfato de potasio, ácido acético e 

hidróxido de potasio. 

Cualitativa  

 

Nominal 

Tabla 1. Definición Operacional y Conceptual de Variables 
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6.5 Procedimiento 

 

Selección de los dientes y preparación de la muestra 

 

En fase I y II, se seleccionaron incisivos temporales acorde con los criterios de inclusión. Los dientes se 

almacenaron en un frasco con timol al 0.2% sin ser enjuagados para posteriormente ser llevados al Centro 

de Investigación y Estudios Avanzados en Odontología “Dr. Keisaburo Miyata”. Se recolectaron en 

consultorios dentales particulares previo consentimiento de los padres o tutores y asentimiento informado 

por parte del menor de edad ver anexo 9. 

Una vez recolectados y almacenados en el laboratorio, los especímenes fueron lavados con agua 

desionizada y se removieron con una hoja bisturí los tejidos blandos, eliminando restos de sangre. Los 

órganos dentarios que presentaron raíz se eliminaron con un disco de carburo del micromotor dental. Las 

coronas fueron cepilladas gentilmente con un cepillo suave (Sulcus, Oral-B, México) y nuevamente se 

enjuagaron con agua desionizada.  

Las muestras se almacenaron en una solución de timol al 0.2% a 4°C hasta la realización de los análisis. 

(Fig. 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Recolección de dientes temporales timol  

al 0.2% 

Fuente: Propia 
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Preparación de muestras 

Posteriormente, los órganos dentarios sanos se limpiaron durante 15 min en un contenedor con agua 

desionizada en un baño ultrasónico (Quantrex Q140, L&R Ultrasonics, N.J., EUA) y después se dejaron 

secar al aire. Finalmente fueron distribuidos aleatoriamente para las diferentes fases. (Fig. 3 y 4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fase I 

 

Dieciséis órganos dentarios temporales se utilizaron para establecer el protocolo del proceso de 

desmineralización, se manipularon y dividieron en 4 grupos (n=4/grupo) de la siguiente manera: 

G1: Sin tratamiento (agua desionizada).  

G1: Solución desmineralizante pH 4.4 2 días. 

G2: Solución desmineralizante pH 4.4 4 días. 

G3: Solución desmineralizante pH 4.4 7 días. 

 

Fig. 4 Separados individuamente para su 

análisis 

Fig. 3 Tina ultrasónica  

Fuente: Propia Fuente: Propia 
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Fase II 

 

Los nueve órganos dentarios temporales se utilizaron para establecer el protocolo del proceso de 

desmineralización, se manipularon y dividieron en 3 grupos (n=3/grupo) de la siguiente manera:  

G1: Solución desmineralizante pH 4.4 2 días. 

G2: Solución desmineralizante pH 4.4 4 días. 

G3: Solución desmineralizante pH 4.4 7 días. 

Se emplearon las siguientes técnicas para el análisis de las muestras: 

 

µ-CT 

La µ-CT se empleó únicamente en la fase I para evaluar la profundidad de la lesión en16 muestras 

sometidas a un sistema de microtomografía computarizada de rayos X (InspeXIO smx-100 CT;Shimadzu, 

Kyoto, Japan). Cada muestra fue montada en un ordenador que controló una mesa giratoria con una 

superficie dentada en posición perpendicular, en el haz de rayos X se colocó un rodillo húmedo en la parte 

superior de la muestra evitando deshidratación de esta durante el escaneo. Se utilizó un filtro de latón de 

0,2 mm de espesor para reducir el efecto de endurecimiento del haz. 

 

El voltaje del tubo fue de 100 kV a una corriente de 70 µA. La distancia entre la fuente de rayos X y la 

muestra fue de 50 mm, por último la distancia entre la muestra y el detector de fuente de rayos X utilizado 

fue de 300 mm. La muestra fue rotada 360° en segmentos de 0.3°. Una serie de sombras minerales 

(Phantoms; Ratoc System Engineering, Tokyo, Japan) fueron escaneadas antes para obtener un promedio 

de calibración. 

Cada espécimen fue escaneado mediante la µ-CT antes y después del proceso de desmineralización. Se 

obtuvieron 1,200 imágenes por grupo en cada etapa, resultando un total de 9,600 imágenes, 

posteriormente fueron trasformadas a formato DICOM. La evaluación de la imagen fue observada en el 

programa RadiAnt DICOM Viewer (https://www.radiantviewer.com) para crear un modelo en 3D y 

realizar recontrucciones multiplanares. El análisis de las imágenes consistió en los niveles de escala de 

https://www.radiantviewer.com/
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grises: gris claro esmalte sano, gris obscuro esmalte desmineralizado.41,42 Una vez detectadas fueron 

trazadas y delimitadas con una línea negra, la zonas con mayor profundidad fueron medida en µm. (Fig. 

8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SEM 

 

En fase I y fase II los especímenes se analizaron mediante SEM. Las muestras fueron fijadas a un 

portamuestras de aluminio con cinta adhesiva de carbón (SPI Supplies, EUA). El análisis se realizó 

usando un microscopio electrónico de barrido (JEOL, JSM6510LV, Japón) en el modo de bajo vacío a 10 

Pa de presión en la cámara, con un voltaje de aceleración de los electrones de 20 kV y detectando 

electrones retrodispersados. La morfología de la superficie del esmalte fue observada a una magnificación 

500x, 1,000x y 1,500x para la fase I y en la fase II se empleó una magnificación de 200x. La herramienta 

scaler del software de imagen (INCA, Oxford Instruments, Oxfordshire, Reino Unido) fue utilizada para 

trazar una cruz de las esquinas de la muestra cuadrada y el centro exacto de la cruz fue examinado. Con 

la intención de asegurar la reproducibilidad entre examinadores en cuanto a los hallazgos morfológicos, 

tres examinadores fueron calibrados con imágenes de SEM de esmalte seleccionadas de nuestros archivos 

de investigación previo al inicio del análisis de SEM (Kappa 0.95). (Fig. 5,6 y 7) 

Fig. 8 Microtomógrafo en 3D  

Fuente: Propia 
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Porosidad   

 

La evaluación de la porosidad se realizó en la fase II, realizando un conteo de poros de forma cuantitativa, 

mediante las imágenes de SEM con una magnificación de 200x y se analizaron en el programa de ImageJ 

(Rasand WS, ImageJ; Instituto Nacional de Salud, Bethesda, MD, EE. UU.). El primer paso fue calibrar 

cada imagen con la barra de referencia a 100 μm. Obteniendo un total de 15 áreas de interés (ROI) en 

cada micrografía (108x108 μm) antes y después de desmineralizar, convirtiéndolas en imágenes de 8 bits 

escala de grises y luego, en imágenes binarias de acuerdo con el principio del algoritmo. Este análisis, 

utilizó la herramienta de umbral para separar los objetos de la parte posterior de la fotomicrografía. La 

porosidad se calculó utilizando imágenes binarias, considerando los orificios de los poros como se 

describe y el número total de contornos y la superficie total de los poros en cada micrografía se calcularon 

en μm. 

Fig. 5 Preparación de la platina 

para el montaje de las muestras 

Fuente: Propia 

Fuente: Propia 

Fig. 6 Muestras montadas en la 

platina 

Fig. 7 Microscopio Electrónico de 

Barrido 

Fuente: Propia 
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Se puede consultar literatura adicional con respecto a los detalles de los operadores morfológicos 

matemáticos para la eliminación de ruido y / o para evitar el límite interno de una región como poros.43 

(Fig. 9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proceso de desmineralización 

 

En fase I y II se utilizó un modelo de desmineralización, la solución desmineralizante consistió en 2.2mM 

cloruro de calcio, 2.2mM dihidrógeno fosfato de potasio, 0.05 M ácido acético and 1 M hidróxido de 

potasio ajustado a un pH de 4.4 por 2, 4 y 7 días para crear en el esmalte una lesión de caries incipiente.44 

Fig. 9 Análisis de porosidad ImageJ 

Fuente: Propia 
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Una vez que se concluyó el proceso de desmineralización, los especímenes se enjuagaron durante 20 

segundos con agua deionizada y se secaron con aire libre de aceite durante 15 segundos. Después, del 

tratamiento las muestras se evaluaron mediante µ-CT y SEM. (Fig. 10,11 y 12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 Balanza analítica Fig. 11 Reactivos para la solución 

desmineralizante 

Fig. 11 Ajuste de pH 4.4 

Fuente: Propia Fuente: Propia 

Fuente: Propia 
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6.6 Análisis Estadístico 

 

Los datos se analizaron con el software SPSS (SPSS IBM, Nueva York, NY, EE. UU.) Versión 25. Las 

pruebas incluyeron una prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribución de los datos, para la 

fase I se empleó la prueba t-student para evaluar la profundidad de la lesión antes-después del tratamiento. 

Posteriormente, en la fase II se utilizaron las pruebas de t- student, Wilcoxon y el análisis de varianza 

unidireccional (ANOVA) para comparar entre grupos. Debido a que la prueba de Levene mostró la misma 

varianza, se aplicó la prueba post-hoc de Bonferroni. Todas las pruebas se realizaron con un nivel de 

significancia p≤0.05. 
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6.7 Ética del estudio 

 

La presente investigación contempló los principios éticos para las investigaciones médicas en seres 

humanos de la Declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial (64ª Asamblea General de 

octubre de 2013).45,46 Específicamente en el Artículo 7 de este documento se establece que “la 

investigación médica está sujeta a normas éticas que sirven para promover y asegurar el respeto a todos 

los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos individuales”. La donación de los órganos 

dentarios no representó daño alguno para los sujetos que decidieron participar en la investigación. La 

extracción de los órganos dentarios se realizó únicamente por indicación terapéutica del odontólogo 

tratante.  

Además, con apego al Artículo 9, se protegió a las personas que participaron en la investigación, velando 

por su integridad, salud, intimidad y dignidad, resguardando su información personal en calidad de 

confidencialidad. 

 

La participación fue voluntaria en todos los casos y se brindó la información detallada sobre el proyecto 

de investigación que se realizó, de acuerdo al Artículo 26. Todas las dudas acerca de los objetivos, 

métodos, disposición de las muestras, beneficios calculados, entre otros, fueron aclaradas por el 

investigador o en su caso por el odontólogo tratante hasta asegurar el completo entendimiento de la 

información Anexo II. 

 

Asimismo, se cumplió con las leyes y reglamentos vigentes en México, destacando las siguientes 

consideraciones estipuladas en el reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigación en 

Salud.47,48 

 

Según el Artículo 17, la presente investigación se consideró “con riesgo mínimo”, debido a que involucró 

la obtención de dientes temporales, exfoliados o extraídos por indicación terapéutica.  

 

El paciente menor de edad firmó un escrito de asentimiento informado, conforme a lo establecido en el 

Artículo 37 y su representante legal y dos testigos firmaron el consentimiento informado que reunió los 

requisitos enunciados en el Artículo 22, ver Anexo 9. 
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Además, en todo momento se cuidó la integridad de los investigadores implementando las medidas 

adecuadas de seguridad en el laboratorio. 

En relación al investigador, este siguió las normas de acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud 

en materia de investigación para la salud título cuarto, de la bioseguridad de las investigaciones capítulo 

I, de la investigación con microorganismos patógenos o material biológico que pueda contenerlos, 

descrito en los artículos 75 y 77.48  
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7.1.4 Resumen 

 

 

Numerosos estudios han analizado diferentes modelos de desmineralización sobre la superficie del 

esmalte, para formar lesiones incipientes artificiales; sin embargo, la mayoría de ellos son complejos, 

lentos, poco claros y los resultados no se pueden emplear en dientes primarios debido a las diferencias de 

contenido químico entre permanentes y temporales. Este estudio evaluó un modelo de desmineralización 

sobre esmalte primario, en tres períodos de incubación; cuantificando la formación de lesiones incipientes 

artificiales y la profundidad de la lesión mediante µ-CT, complementándolo con SEM para la 

caracterización morfológica. Se incluyeron en este estudio dieciséis órganos dentarios temporales 

anteriores sanos extraídos por retención prolongada y razones ortopédicas/ortodónticas, previo 

consentimiento informado. Las muestras se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos n = 4: G_Control, 

G_2D, G_4D y G_7D. Los análisis de µ-CT y SEM se realizaron en dos etapas: antes de la 

desmineralización (AD) y después de la desmineralización (DD). En el análisis estadístico se utilizó la 

prueba t-student para determinar diferencias entre grupos (p ≤0 .05). No se observaron lesiones incipientes 

en el grupo control. La profundidad de la lesión incipiente fue similar entre los grupos experimentales; 

los valores fueron de 38.16 ± 05.40 μm a 42.61 ± 04.75 μm. Se formaron un total de 14 a 17 lesiones 

incipientes artificiales por grupo, la extensión y distribución fueron diferentes para cada período de 

incubación. Se formaron cinco lesiones erosivas en G_7D. Todos los grupos experimentales consiguieron 

formar lesiones artificiales incipientes en el esmalte temporal. La caracterización en SEM mostró cambios 

más pronunciados en la superficie del esmalte, a medida que aumentaban los días de inmersión en la 

solución de desmineralización. El período de incubación de 4 días es el más recomendado para el modelo 

de desmineralización, debido a la formación de lesiones incipientes únicamente y su extensión, lo que 

facilita su valoración. 
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7.2.3 Carta de envio 
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7.1.4 Resumen 

 

 

Los modelos in vitro simulan un fenómeno de interés de la cavidad oral; específicamente en la 

investigación de odontología preventiva. Desde 1989, se han utilizado diversos métodos para 

evaluar la desmineralización. Diversos estudios se han realizado para observar y medir la 

progresión de la caries mediante modelos de desmineralización. Sin embargo, la mayoría de los 

estudios se centran en dientes permanentes o bovinos, la morfología del esmalte y la profundidad 

de la lesión de caries. Este estudio evalúa los cambios en la porosidad sobre la superficie del 

esmalte temporal después de un modelo de desmineralización. Se incluyeron nueve órganos 

dentarios temporales anteriores sanos extraídos por retención prolongada y razones 

ortopédicas/ortodóncicas, previo consentimiento informado. Los especímenes se asignaron 

aleatoriamente a tres grupos n = 3: G1_2D, G2_4D y G3_7D. Los análisis SEM se realizaron 

durante dos etapas: antes de la desmineralización (AD) y después de la desmineralización (DD). 

Las imágenes SEM se analizaron con el programa ImageJ, posteriormente se determinaron las 

diferencias entre los grupos con el programa estadístico SPSS versión 25 se utilizó la prueba t-

student, Wilcoxon y ANOVA (p ≤ 0.05). 

La caracterización morfológica AD reveló nuevos cráteres y grietas en la superficie del esmalte en 

los grupos G1_2D y G2_4D. Se observaron áreas de esmalte erosionadas localizadas en G3_7D. 

El recuento de poros de la superficie del esmalte de los dientes temporales y los valores AD 

variaron de 64.26 ± 37.62 a 97.93 ± 34.25, DD oscilaron entre 150.06 ± 64.86 a 256 ± 58,14. El 

análisis estadístico indica diferencias significativas para la porosidad de la superficie del esmalte 

entre ellos (p <0.01). El recuento de poros de la DD aumentó significativamente en todos los grupos 

(p <0.01). 

Los cambios morfológicos fueron más evidentes a medida que aumentaban los días de 

desmineralización; Se puede emplear la inmersión de 7 días de desmineralización como modelo 

erosivo del esmalte. 

El recuento de poros aumentó después de la inmersión en el modelo de desmineralización, la 

porosidad inicial parece ser un factor determinante. 
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9. Discusión general  

 

Fase I 

  

El presente estudio empleó µ-CT y SEM para evaluar un modelo de desmineralización en esmalte 

temporal, en tres períodos de incubación (2, 4 y 7 días). 

Se han utilizado diversos modelos de desmineralización, la mayoría de ellos se han realizado en 

esmalte permanente o esmalte bovino,6,31,49 sin embargo, existen escasos estudios en dentición 

temporal. Es necesario un modelo de desmineralización específico para esmalte temporal, debido 

a las diferencias entre los dientes permanentes y temporales, los últimos tienen un mayor número 

de zonas aprismáticas en su superficie,6,32 y un menor contenido inorgánico lo cual, lo hace más 

susceptible a caries dental.50 Por las razones antes mencionadas con base en la revisión de literatura 

y los resultados de un estudio piloto, se evaluó un modelo de desmineralización con pH 4.4 bajo 

tres períodos de incubación para producir lesiones artificiales del esmalte, diferente a los 

propuestos para dientes permanentes.29-31,49 Debido a las diferencias mencionadas anteriormente y 

al grosor delgado del esmalte temporal,51 se decidió evaluar los efectos durante el periodo de 

incubación en la formación y profundidad de las lesiones en un período corto de 2 días (tiempo de 

incubación propuesto), un período de 4 días para lograr una profundidad únicamente en esmalte49 

y a los 7 días para producir lesiones más profundas.31 

La formación de lesiones se examinó visualmente9 al final de cada período de incubación; 

posteriormente, se llevaron a cabo todas las técnicas de análisis anteriormente propuestas. 

Este estudio es el primero en utilizar µ-CT para evaluar la formación de lesiones incipientes 

artificiales mediante un modelo de desmineralización en esmalte temporal, en tres períodos de 

inmersión. Además, es el primero en reforzar la evaluación mediante el análisis SEM, 

contrariamente al estudio realizado con incisivos bovinos evaluados por microradiografías 

previamente reportado.30,31,52 

Los estudios comparativos de µ-CT vs el análisis histológico en el diagnóstico de caries, 

demostraron que los resultados se correlacionan adecuadamente con los cortes histológicos 2D y 

evaluación de µ-CT.24 Por lo tanto,  la µ-CT es una alternativa para evaluar lesiones artificiales 

especialmente en dientes temporales, debido a la pequeña superficie para el análisis, además, el 

órgano dentario temporal es más frágil que los dientes permanentes.6 También, una ventaja de la 
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µ-CT es  la nula destrucción de la muestra durante el procesamiento de escaneo,38 el análisis piloto 

con la técnica de SEM causó fracturas en las muestras, razón por la cual, se utilizaron muestras 

independientes en este estudio. 

Existen varios métodos de caracterización para la evaluación de la superficie del esmalte, la 

mayoría de ellos se han aplicado en dientes permanentes, esmalte bovino y escasos estudios en 

dientes temporales. Algunos de ellos son: microdureza,53,54 luz polarizada,44,49,50 microradiografía 

transversal y microradiografía.30,31,49 Sin embargo, el análisis de las muestras mediante estas 

técnicas requiere seccionarlas en muestras muy delgadas antes de evaluar la superficie o antes y 

después de ciertos procedimientos.55 Los métodos con técnicas destructivas, provocan muestras 

aún más frágiles38 y no reutilizables durante las evaluaciones de seguimiento de los protocolos. Por 

otro lado, en los últimos 5 años, la evaluación de µ-CT se ha utilizado en algunos estudios sobre 

caries y tratamientos dentales, incluida la terapia con fluoruro de diamino de plata,56 el potencial 

de remineralización de dentífricos,57 la eficacia del barniz dental58 y los métodos de detección de 

caries.59 La µ-CT ha mostrado ser un método con ventajas en comparación con las técnicas de 

caracterización tradicionales. 

Ozgul et al.,38 reportaron imágenes comparables a este estudio sobre el área desmineralizada 

mediante µ-CT, revelando una similitud en la profundidad y número de lesiones artificiales 

formadas por grupo. Sin embargo, fueron menos profundas que las lesiones artificiales en dientes 

temporales reportadas en el grupo control negativo evaluadas por luz polarizada o µ-CT. Por el 

contrario, se reportó una menor profundidad de la lesión en los grupos de protocolos 

preventivos.38,54  

Además, la profundidad de la lesión per se no proporciona un análisis completo de los efectos 

producidos por los diferentes períodos de incubación, ya que cada uno presenta una caracterización 

morfológica específica de la superficie del esmalte, como lo revelan observaciones adicionales en 

imágenes µ-CT y SEM. En la µ-CT se detectó la morfología en 3D y localización de lesiones 

artificiales. A pesar de que toda la superficie del esmalte se sumergió en una solución 

desmineralizante, se formaron lesiones artificiales en sitios determinados, y también se limitaron a 

las superficie bucal o palatina de los dientes anteriores, probablemente porque el esmalte no es ni 

estructural ni químicamente homogéneo.60 Además, un estudio anterior encontró variaciones no 

solo entre diferentes dientes sino entre diferentes sitios en el mismo diente.6 
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Se observaron variaciones según el período de incubación en la solución desmineralizante en 

relación con la extensión y tipos de lesiones artificiales. Las lesiones artificiales ocurrieron en el 

modelo de desmineralización corto a 2 días de inmersión, según lo reportado por Wang et al.,33 

quienes concluyeron que el esmalte temporal se disuelve considerablemente más rápido que el 

esmalte permanente, y podría ser más pronunciado si se establece un período de incubación más 

largo, como lo revela el análisis de µ-CT. Cada período presentó características específicas como: 

pequeñas lesiones incipientes después de 2 días de incubación, más grandes asociadas a 4 días y 2 

tipos de lesiones artificiales (incipientes y erosivas) formadas a los 7 días, dando como resultado 

un nuevo modelo de formación de lesiones mixtas, un hallazgo importante no esperado. 

Con el fin de nutrir los hallazgos de µ-CT, se empleó SEM para complementar el análisis de 

superficie del esmalte y proporcionar información adicional valiosa sobre la caracterización 

morfológica. Es importante notar que no existen reportes previos que complementen los estudios 

de µ-CT con la caracterización SEM con un modelo de desmineralización para la formación de 

lesiones artificiales en esmalte temporal. Un estudio de Yu et al.,61 evaluó el efecto remineralizante 

en la aplicación de fluoruro de diamino de plata y fluoruro de sodio en lesiones de caries 

permanentes del esmalte, reportando que las superficies del esmalte tratadas con fluoruros 

permanecieron relativamente densas e intactas en comparación con las micrografías de otros 

grupos. Además, las profundidades de las lesiones obtenidas en imágenes de µ-CT variaron de 129 

μm a 181 μm (más alto que nuestros resultados), sin diferencias significativas en lesiones profundas 

entre los grupos experimentales. Cabe destacar que, aunque emplearon µ-CT y SEM para 

caracterizar los dientes permanentes, no relacionaron ambas técnicas en sus resultados. En 

comparación con nuestros hallazgos, se reveló una relación entre la superficie del esmalte mediante 

µ-CT y el aspecto liso del tejido mediante SEM caracterizado por microporosidades y rasguños 

homogéneos; ambas morfologías descritas son características del esmalte funcional sano, visto 

previamente antes del modelo de desmineralización para la formación de lesiones artificiales. 

Aunque los grupos experimentales mostraron múltiples lesiones incipientes a lo largo de la 

superficie del esmalte en el análisis µ-CT, la apariencia de la superficie varió entre los grupos SEM: 

G2_D mostró pequeñas lesiones con apariencia rugosa del esmalte, mientras que el grupo G_4D 

mostró lesiones incipientes y extensas sobre la superficie del esmalte, además se observó un patrón 

de escamas de pescado. La pérdida de continuidad de la superficie del esmalte en G_7D mediante 
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µ-CT se caracterizó por una superficie de esmalte erosionado según lo revelado por el análisis 

SEM. 

El patrón de escamas de pescado observado en G_4D fue similar a los resultados reportados por 

Elkassas y Arafa.,29 donde la formación de lesiones se dio en un período de incubación de 5 días 

bajo una solución desmineralización diferente. 

Los hallazgos de nuestro estudio sugieren que el uso del modelo de incubación de 4 días para la 

formación de lesiones incipientes artificiales, en las condiciones específicas empleadas, es el mejor 

ya que, produce un mayor número de lesiones homogéneas, lo que podría incrementar la calidad 

de la evaluación de futuros protocolos para la prevención o tratamiento de lesiones incipientes. El 

período de incubación de 7 días podría utilizarse en la evaluación simultánea de protocolos para la 

prevención o el tratamiento no solo de lesiones incipientes sino también de la erosión del esmalte, 

además de sentar las bases para el desarrollo de nuevos modelos de erosión en dientes temporales. 

Si bien no se recomienda el uso del período de incubación de 2 días debido a la formación de 

pequeñas lesiones artificiales que son más complejas de localizar y evaluar, resalta la 

susceptibilidad del esmalte deciduo al desarrollo de lesiones de caries incipientes, como se 

mencionó anteriormente,50,52 incluso en períodos cortos de desmineralización, enfatizando la 

necesidad de prevenir y tratar estas lesiones desde etapas muy tempranas en niños. 

Las principales limitaciones de este estudio fue la dificultad en la recolección de muestras (dientes 

primarios sanos extraídos por motivos terapéuticos), el acceso reducido a equipos de µ-CT (alta 

demandada por la amplia gama de análisis de materiales que se pueden realizar, debido a la 

capacidad modular la cantidad de rayos X), el tiempo dedicado al escaneo, reconstrucción y análisis 

de las imágenes, entre otros. Además, el análisis de la muestra durante dos etapas (antes y después 

del modelo de desmineralización) duplicó el número de imágenes requeridas. Aunque se redujo el 

número de muestras por grupo, el análisis µ-CT se realizó en dos fases antes y después de la 

desmineralización. Se obtuvieron 1,200 imágenes por grupo en cada etapa, resultado un total de 

9,600 imágenes analizadas. Sin embargo, se recomiendan estudios adicionales en relación con la 

densidad mineral y la porosidad de las lesiones artificiales del esmalte. 

Aunque este modelo in vitro incluyó dientes exfoliados (replicando una desmineralización 

constante para producir una lesión incipiente del esmalte artificial), no refleja las condiciones 

exactas de la cavidad bucal. Por tanto, esta variable debe ser considerada en otros estudios in vitro 
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a la hora de evaluar los periodos de incubación en un modelo de desmineralización relacionado 

con materiales y métodos para la prevención de la caries dental. 

 

Fase II 

 

Los resultados de este estudio mostraron la morfología y porosidad del esmalte temporal, antes y 

después de un modelo de desmineralización en tres períodos de inmersión, evaluados mediante 

SEM y el programa ImageJ. 

Se han estudiado varios métodos para medir la porosidad; la mayoría de ellos se han realizado en 

biomateriales o ingeniería.40,62,63,64 Sin embargo, ningún artículo ha reportado la evaluación de la 

porosidad en esmalte temporal. Se necesitan protocolos de desmineralización específicos para 

esmalte temporal, ya que se han demostrado las diferencias entre los dientes permanentes y 

temporales lo que da por resultado un esmalte temporal más susceptible a la caries dental.65  

Por lo tanto, es importante evaluar la porosidad en la superficie del esmalte temporal y evaluar el 

proceso para producir lesiones artificiales después de un modelo de desmineralización. Shellis66 

reportó que la zona interprismática y la densidad en promedio era mayor en dientes temporales. 

Estos resultados apoyan y proporcionan una base para la hipótesis entre las diferencias de órganos 

dentarios temporales y permanentes o bovinos explicando la porosidad del esmalte y la 

susceptibilidad al ataque de caries en esmalte temporal. 

Además, en odontología el SEM es un poderoso instrumento que se utiliza comúnmente para la 

caracterización de materiales dentales,40,67,68 biológicos o muestras de tejidos vivos;69 de ahí el 

motivo de esta investigación. 

Las micrografías SEM AD revelaron microporosidades, ranuras de desgaste y rayones en todos los 

grupos; sin embargo, cada grupo tenía su patrón específico; G_2D y G_7D mostraron mayor y 

menor número de rayones, respectivamente. Estas irregularidades pueden ser producidas por 

factores externos como hábitos alimentarios, higiene bucal inadecuada,70 o atribuirse a los procesos 

naturales de desgaste.71  

Las características morfológicas DD fueron más evidentes que AD; sin embargo, el esmalte 

erosionado y un aspecto destructivo se observó solo en G_7D, los cambios morfológicos fueron 

similares comparados con la pérdida de estructura de esmalte observada por µ-CT y reportada por 

González-Sotelo et al.,39 en las mismas condiciones de desmineralización. 
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Las micrografías SEM se procesaron con el software ImageJ.40,72 Utilizando un método de 

binarización para separar objetos de la parte posterior de la microfotografía y obtener valores de 

porosidad considerando los orificios de los poros en cada micrografía registrando el número total 

de porosidades en un área determinada,40,72 aplicado para contar el número de poros en tejido 

humano como el esmalte dental. 

El análisis de ImageJ mostró que el recuento de poros en la superficie del esmalte AD no fue 

homogéneo en todos los grupos, G_2D mostró un recuento de poros más alto en la superficie del 

esmalte que los demás; esto podría deberse a la estructura heterogénea de los poros del esmalte 

humano, consecuencia de la estructura de los tres niveles de cristales, asociados con los cuerpos 

del prisma, las colas del prisma y las uniones del prisma73 y probablemente debido a las 

características higiénicas o dietéticas y a factores como la exposición de ácidos en el ambiente oral. 

Como era de esperar, todos los grupos presentaron un aumento en el recuento de poros DD. La 

literatura señala que la desmineralización aumenta la porosidad. Dibdin74 evaluó la estructura de 

poros del esmalte dental sano y desmineralizado, descubriendo que se producía un aumento en la 

porosidad después del tratamiento con soluciones desmineralizantes. La desmineralización del 

esmalte es significativa debido al ataque de los ácidos, volviendo la superficie rugosa por pérdida 

de minerales; además, el proceso de desmineralización es heterogéneo y anisotrópico, debido a las 

estructuras jerárquicas del esmalte dental, ocurriendo más fácilmente en el límite interprisma-

prisma y en algunos sitios de los prismas o interprismas.75 Todos estos procesos podrían favorecer 

el aumento de la porosidad del esmalte dental. 

Los resultados obtenidos en el grupo G_2D mostraron una elevada cantidad de poros, 

probablemente debido a una mayor porosidad inicial, lo que aparentemente podría influir en la 

porosidad final. Es importante señalar que una estructura más porosa permitiría una mayor difusión 

de iones en ambas direcciones, dentro y fuera de las microestructuras del esmalte;76 por lo tanto, 

las medidas preventivas adecuadas y hábitos alimentarios favorables en los pacientes, también 

podrían favorecer los procesos de remineralización, fenómeno no evaluado en el presente estudio, 

pero importante a considerar en futuras investigaciones in vitro. 

Un análisis de los valores del recuento de poros mostró un incremento de más del doble en la 

porosidad de todos los grupos; el aumento fue ligeramente mayor en los grupos con períodos de 

desmineralización más cortos (G_2D y G_4D). Un menor aumento observado en la porosidad de 

G_7D podría deberse a la erosión en la superficie del esmalte, que expone un área más profunda 
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con menos prismas del esmalte; por lo tanto, se dispone de menos espacios intra e interprismáticos 

para la difusión de la solución desmineralizante75 y la formación de poros. Asimismo, se ha 

reportado que en el fenómeno de disolución ácida sobre el esmalte humano se produce una 

profunda desmineralización y pérdida volumétrica, que aumentan con el tiempo.77  

Los modelos in vitro tienen limitaciones importantes, principalmente relacionadas con su 

incapacidad para simular los complejos procesos biológicos implicados en la caries. Otros límites 

incluyen la fragilidad de la muestra cuando se procesa, la facilidad de una muestra para fracturarse 

cuando se somete al vacío en la técnica SEM y la pequeña superficie para la manipulación 

experimental. 

Finalmente, los resultados de este estudio no se pueden comparar con los hallazgos de otros trabajos 

científicos, ya que hay pocos estudios sobre el área y ningún análisis por ImageJ; sin embargo, los 

resultados obtenidos de este grupo de investigación contribuyen a dilucidar los procesos de 

desmineralización en dientes temporales. La metodología descrita podría emplearse en estudios 

futuros para evaluar medidas preventivas para el control de la caries, como enjuagues bucales con 

flúor, gel, barnices, irradiación con láser y procedimientos preventivos combinados. 

 

Adicionalmente, este estudio muestra la posibilidad de aplicar el programa ImageJ, a través de un 

análisis más profundo de micrografías SEM, para evaluar la porosidad de los tejidos humanos en 

el campo de las ciencias médicas, y no solo en aquellas ciencias en las que este software se ha 

utilizado ampliamente para el mismo propósito, como geología, ingeniería, entre otros. 
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10. Conclusiones generales 

 

 

Fase I 

 

Dentro de las limitaciones de este estudio, los resultados apoyan que: 

Aunque todos los modelos in vitro evaluados bajo tres períodos de incubación forman lesiones 

artificiales incipientes de similar profundidad, se observaron cambios morfológicos más 

pronunciados a medida que aumentaba el período; sin embargo, la incubación de 4 días es el 

período más recomendado debido a la formación adecuada de lesiones incipientes y su extensión 

en el esmalte temporal.   

 

Fase II 

 

En este estudio, los cambios morfológicos fueron más evidentes a medida que aumentaban los días 

de desmineralización, se podrían emplear 7 días de inmersión como un modelo de erosión en 

esmalte temporal. 

El recuento de poros aumentó después del modelo de desmineralización; sin embargo, la porosidad 

inicial parece ser un factor determinante para la porosidad final, independientemente del período 

de inmersión. 
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9. Anexos 

 
INFORMACIÓN PARA LOS PACIENTES Y CARTA DE CONSENTIMIENTO 

INFORMADO PARA PARTICIPAR EN LOS PROYECTOS DE INVESTIGACIÓN 

 

Título del proyecto: Modelo de desmineralización en esmalte temporal: evaluaciones Micro-CT y SEM. 

 

Justificación de la investigación 

La caries dental es la enfermedad bucal con mayor prevalencia en México, afecta a la gran mayoría de los niños. Inicia 

con una desmineralización de color blanco y si progresa termina en una cavitación. 

Diversos estudios han simulado el proceso de desmineralización in vitro, sin embargo, la mayoría son poco claros y se 

han realizado mayormente en dentición permanente o esmalte bovino. Existen diversas metodologías para el análisis 

del esmalte temporal entre ellas la µ-CT y SEM, la primera para un escaneo en 3D  y la segunda para un análisis 

morfológico. 

En este protocolo de investigación se comprobará el efecto sobre la superficie del esmalte temporal al ser sometido en 

tres periodos de inmersión. 

Objetivo de la investigación 

Evaluar un modelo de desmineralización in vitro en diferentes períodos de inmersión, mediante la morfología, 

profundidad de la lesión y porosidad del esmalte temporal, determinadas por µ-CT y SEM.  

Procedimientos a realizar 

Recolección de dientes extraídos por personal capacitado y depositados en frasco de timol al 0.2%.  

Molestias o riesgos esperados 

Por ser dientes próximos por exfoliar, sin o con una raíz de longitud muy corta y con indicación de extracción, no se 

esperan molestias posteriores a la misma. El paciente podría experimentar sensación de tracción durante el 

procedimiento. 

Riesgo por omisión del paciente de las indicaciones postratamientoEn caso de que el paciente no siga las 

indicaciones del Odontólogo podría presentar retraso en la reparación tisular. 

Los beneficios que se pueden obtener 

Se favorece la erupción del diente permanente sucesor y cuando se cuenta con el espacio suficiente en el arco dental, 

alineación del diente permanente por erupcionar o erupcionado. 

Garantía de recibir respuesta a cualquier pregunta 

Absoluta. 

Libertad de retirar el consentimiento 

En el momento en que el paciente lo decida. 

Confidencialidad del paciente 

Esta será guardada. 

Gastos del estudio 

Cubiertos por el financiamiento correspondiente (institucional o externo).  

En el cumplimiento de la Ley General de Salud, Ley federal de protección de datos personales en posesión de los 

particulares, aviso de privacidad de la UAEMex. Reglamento de la Ley General de salud en materia de investigación, 

art. 13, 3, 14, 16; Código civil federal, art 1803, 1812 en materia de obligaciones del consentimiento informado y la 

NOM-012-SSA3-2012, art. 11, 12 y 13 que establece los criterios para la ejecución de proyectos de investigación para 

la salud en seres humanos. El paciente (en caso de menores o incapacitados consignar el nombre del padre, madre o 

tutor)                                                                                con expediente  en pleno uso de mis facultades, declaro 

que el odontólogo (a) me ha explicado ampliamente que en mi situación es conveniente la extracción del diente 

temporal; con un lenguaje claro y sencillo, me ha explicado toda la intervención quirúrgica en cavidad bucal, aunque de 

modo infrecuente e incluso impredecible, puede tener riesgos y complicaciones entre las que se incluyen: inflamación, 

dolor o infección. 

También, se me ha mencionado que dichas complicaciones pueden ser derivadas directamente del estado 

previo del paciente y de los tratamientos que esté recibiendo o de no seguir las indicaciones posoperatorias. 
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Se me ha explicado que el tratamiento se efectuará bajo anestesia tópica y/o local para poder realizar la intervención 

sin dolor. Se me ha informado que sentiré una sensación de anestesia que eventualmente se quitará en unas horas. 

La extracción dental es un procedimiento quirúrgico que consiste en sacar un diente de la encía y del 

alvéolo (cavidad ósea en cuyo interior se aloja la raíz del órgano dentario). 

 

Se me ha permitido hacer preguntas al respecto, las cuales, me han contestado con claridad. También, se me ha 

explicado que el diente obtenido durante el tratamiento será utilizado con fines de investigación científica, que en 

todo momento se guardará la identidad de la persona y que los datos obtenidos pueden ser utilizados en foros de 

investigación y publicaciones con fines académicos. 

 

Se me ha informado sobre las implicaciones para la realización del proyecto y las posibles aportaciones que podría 

generar en el ámbito del conocimiento de la Odontología, he comprendido toda la información del presente 

documento, me han sido aclaradas todas mis dudas sobre el mismo y en cuanto finalice el proyecto tendré derecho 

a conocer los resultados. Así mismo, doy autorización para que utilice la información de mi participación en la 

investigación para publicación científica, con la garantía de protección de datos personales. 

 

EL MÉDICO ME HA PERMITIDO REALIZAR LAS OBSERVACIONES Y ME HA ACLARADO TODAS 

LAS DUDAS QUE LE HE PLANTEADO. POR ELLO MANIFIESTO QUE ESTOY SATISFECHO(A) CON 

LA INFORMACIÓN RECIBIDA Y QUE COMPRENDO EL ALCANCE Y LOS RIESGOS DEL ACTO 

MÉDICO Y EN TALES CONDICIONES CONSIENTO QUE SE ME REALICE EL PROCEDIMIENTO Y QUE 

SE UTILICE EL MATERIAL OBTENIDO CON FINES ACADÉMICOS Y DE INVESTIGACIÓN. 

 

En Toluca, Edo. de México a        , del mes  del año  . 

 

 

 

 

                                            

______________________                      _______________________ 
    Nombre y firma del paciente                                                Nombre y firma del Investigador 

 

 
Testigos 

 

 

 __________________________                  ____________________ 
                Nombre y firma                                                                      Nombre y firma 
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UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MÉXICO 

FACULTAD DE ODONTOLOGÍA 

ASENTIMIENTO INFORMADO 

 

 

 

 

Mi nombre es _____________________________ y trabajo en el Centro de Investigaciones y Estudios 

Avanzados en Odontología de la Universidad Autónoma del Estado de México. Actualmente el investigador 

Arlete González Sotelo está realizando un estudio para conocer el efecto de la desmineralización en dientes 

temporales durante tres periodos de inmersión. 

El objetivo del estudio es evaluar un modelo de desmineralización in vitro en diferentes períodos de inmersión. 

Tu participación en el estudio consistirá en donar tu diente el cual, será intercambiado por un premio y un 

ratoncito para que se lo coloques al ratón de los dientes. 

Tu donación es voluntaria, es decir aun cuando tus papá o mamá hayan dicho que puedes donarlo, si tú no 

quieres hacerlo puedes decir que no. Es tu decisión si lo donas o no en el estudio. También, es importante que 

sepas que si no lo quieres donar no habrá ningún problema. 

La información que proporciones será confidencial. Esto quiere decir que no diremos a nadie tus datos como 

nombre (O RESULTADOS DE MEDICIONES), sólo lo sabrán las personas que forman parte del equipo de 

este estudio. Así también, a tus papás se les dio un documento, el cual, menciona cual es el objetivo del estudio 

y procedimientos. 

Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una ( ) en el cuadrito de abajo que dice “Sí quiero participar” 

y escribe tu nombre.  

 

 

Si no quieres participar, no pongas ninguna ( ), ni escribas tu nombre. 

 

         Sí quiero participar 

 

Nombre: __________________________________________ 

 

 

Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento:  

 

______________________________________________________________ 

 

Fecha: _______ de ______________ de ____. 

 

Título de proyecto: Modelo de desmineralización en esmalte temporal: evaluaciones 

Micro-CT y SEM. 

 


