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Resumen

Antecedentes: Diversos estudios han evaluado diferentes modelos de desmineralizacion en la
superficie del esmalte para la formacion de lesiones artificiales; sin embargo, la mayoria 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 desmineralizacién se aplique en denticion temporal, debido a las
diferencias entre ambas denticiones. Ademas, han surgido diversas técnicas para el analisis de la
profundidad de la lesién entre ellas la micro-CT (u-CT, por sus siglas en inglés) para evaluar el 6rgano
dentario en 3D Yy asi obtener mediciones mas precisas y concisas, por otra parte, la Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés) para la caracterizacion morfoldgica y el
programa ImageJ para el analisis de la porosidad.

Objetivo: Evaluar un modelo de desmineralizacién in vitro en el esmalte temporal bajo diferentes
periodos de inmersion, a través de la profundidad de la lesion, morfologia y porosidad determinadas
por u-CT, SEM e ImageJ.

Métodos. El proyecto se dividié en dos fases: Fase |. Dieciseéis incisivos y caninos temporales fueron
asignados aleatoriamente en 4 grupos (n=4) dependiendo de los dias de desmineralizacion a los que
fueron sometidos G1_control, G2_ 2 dias, G3_4 dias y G4_7 y fueron examinados mediante u-CT y
SEM. Las diferencias entre la profundidad de la lesion antes y después de la desmineralizacién fueron
evaluadas estadisticamente 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 dias de desmineralizacion,
evaluando 15 regiones de interés (ROI, por sus siglas en inglés): G1_2 dias; G2_ 4 dias, y G3_7 dias.
La morfologia fue evaluada mediante SEM vy la porosidad fue determinada mediante el programa
ImageJ ambas antes de la desmineralizacion (AD) y después de la desmineralizacion (DD). Se
utilizaron las pruebas t- student, Wilcoxon y ANOVA de una via (p<0.05) para el analisis estadistico.
Resultados: Fase I. La profundidad de la lesién artificial fue similar entre los grupos experimentales;
los valores fueron de 38.16 £ 05.40 um a 42.61 £ 04.75 um. Se formaron un total de 14 a 17 lesiones
incipientes artificiales por grupo, la extension y distribucion fueron diferentes para cada periodo de
incubacion. Se produjeron cinco lesiones erosivas en G_7D. Fase Il: 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 desmineralizacion evaluados fueron capaces de formar lesiones
artificiales incipientes e incrementar el nimero de poros en el esmalte primario, aunado a cambios
morfoldgicos mas evidentes a mayor periodo de inmersion del modelo, siendo el de 4 dias el mas

recomendado para facilitar su evaluacion, debido a la extension y solo formacion de lesiones.



Introduccion

Los organos dentarios estan constituidos por diferentes tejidos, el que esta en contacto con la
cavidad oral es el esmalte, considerado el tejido méas duro del cuerpo humano. EIl esmalte se
encuentra sometido a procesos de desmineralizacion-remineralizacion de forma continua,
natural y en constante equilibrio entre factores protectores y patoldgicos. Sin embargo,
cuando persiste el factor patoldgico de forma constante, surge un desequilibro que originara
una lesion de caries. Durante el proceso de desmineralizacion existe una pérdida de minerales
como calcio y fdsforo, originando una lesion y un tejido méas poroso.

Es importante considerar que el esmalte temporal presenta diferentes caracteristicas al
esmalte permanente, sobresaliendo un menor grosor del tejido, una mayor difusion de iones
y, por lo tanto, un mayor riesgo a desarrollar caries en la denticion temporal.

Diversos modelos de desmineralizacion han surgido para simular el proceso de
desmineralizacion in vitro, han usado soluciones desmineralizantes o geles; sin embargo, la
mayoria se han aplicado para la denticién permanente o el esmalte bovino, por lo que estos
modelos no son adecuados para la denticion temporal, debido a las diferencias previamente
mencionadas.

Dentro de las técnicas mas empleadas para evaluar la profundidad de la lesion en el esmalte
destacan la luz polarizada, el SEM, la microradiografia y la microscopia transversa, aunado
al surgimiento de nuevas tecnologias como la p-CT.

Asi mismo, debido a la diversidad de modelos de desmineralizacién y a las diferencias en las
metodologias aplicadas y a los tipos de esmalte evaluados, el presente estudio evalu6 un
modelo de desmineralizacién en el esmalte temporal, considerando la profundidad de la
lesion artificial incipiente, la morfologia y la porosidad del esmalte, determinada por p-CT,
SEM e ImageJ.

Los hallazgos del presente estudio contribuyeron a determinar el modelo de
desmineralizacion apropiado para su aplicacion en la evaluacién de diversas medidas
preventivas entre otras aplicaciones, sugiriendo que 4 dias de desmineralizacion son los mas
apropiados, si bien todos los modelos de desmineralizacion estudiados fueron capaces de
formar lesiones artificiales incipientes e incrementar el numero de poros en el esmalte
temporal, produciendo cambios morfoldgicos mas evidentes acorde a una mayor duracion de

la inmersion en la solucién desmineralizante.



1. Antecedentes

La funcion mas importante relacionada a la masticacion son los 6rganos dentarios que se
clasifican de acuerdo con la aparicion en la cavidad oral en denticién temporal y denticion
permanente.! La denticion temporal inicia su periodo de erupcion a los 6 meses
aproximadamente y concluye alrededor de los 3 afios, constituida por un total de 20 érganos
dentarios? mientras que la denticion permanente sustituye a la denticion temporal alrededor
de los 6 afios y completada a los 21 afios con un total de 32 drganos dentarios.

Los 6rganos dentarios cumplen una funcién de acuerdo con su forma: los incisivos cortan los

alimentos, los caninos desgarran, mientras que los premolares y molares trituran la comida.!?

1.1 Morfologia y estructura dental

Los dientes estdn conformados por diferentes tejidos: esmalte, dentina, pulpa y cemento. El
esmalte es un tejido mineralizado constituido por 95% de materia inorgénica (hidroxiapatita).
La dentina es un tejido mineralizado con un 70% de materia inorganica. La pulpa es el Unico

tejido blando del 6rgano dentario muy vascularizado e inervado por diferentes células.?

1.1.2 Caracteristicas del esmalte dental

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

embriolégicamente del ectodermo por proliferacion localizada del epitelio bucal >

1.1.2.1 Propiedades fisicas

Presenta una alta dureza, lo cual le confiere una alta resistencia a la deformacion. Posee una
elasticidad escasa, por lo tanto, es fragil y puede tener microfracturas.? El esmalte dental
presenta un color translicido de blanco amarillento a blanco grisaceo dependiendo de las
estructuras cercanas como la dentina y la pulpa.>* En el adulto, la permeabilidad del esmalte
es menor debido a la obstruccion de vias organicas, sin embargo en el esmalte joven la

permeabilidad es mayor debido a su alto grado de mineralizacion y es radiopaco.?®



1.1.2.2 Propiedades quimicas

Posee una matriz organica de 0.36-2% constituida por diferentes proteinas como
amelogeninas, enamelinas, amelinas, tuftelina, parvalbdmina, las cuales ejercen funciones de
union y crecimiento de primas.>® El 95% compuesto por calcio, fosfato y carbonato se
depositan en el esmalte originando cristales de hidroxiapatita. EI agua se encuentra en la

periferia proporcionando una capa de hidratacion.?

1.2 Caracteristicas del esmalte temporal

La capa aprismatica se observa con mayor frecuencia en los dientes temporales, donde el
ancho de la zona es mayor en comparacion con los dientes permanentes. ElI 60% de los
dientes temporales tienen una zona de superficie aprismatica de 16 a 45 um de espesor,
mientras que la mitad de los dientes permanentes tienen una zona aprismatica de <5 pm.®

El contenido quimico del esmalte depende de la presencia de oligoelementos ambientales y
a la presencia de calcio y fosforo. Los bebés prematuros presentan diferentes concentraciones
quimicas en el esmalte en comparacion con los bebés a término,” otra de las caracteristicas
que hacen diferente al esmalte temporal incluso dependiendo de ciertas circunstancias
durante el proceso de formacién dental.

Los dientes temporales presentan un esmalte méas fino que sus sucesores permanentes. El
grado de mineralizacion del esmalte temporal es menor que el de los permanentes; por lo
tanto, la absorcion del contenido de agua del primero es mayor.®

Por otro lado, los habitos alimentarios, las enfermedades en la primera infancia, la alteracion
en la amelogenesis, la maduracion del esmalte, las medidas inadecuadas de higiene bucal, la
falta de conocimiento sobre el valor de la denticion 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 denticion temporal.’



1.3 Caries Dental

La caries es una enfermedad multifactorial que resulta de un desequilibrio entre los factores
patoldgicos y protectores.>'%!! El desequilibrio impide el proceso fisiologico y equilibrado
de remineralizacién y desmineralizacién, favoreciendo la ultima. Este proceso ocurre
diariamente varias veces al dia.>'? En la desmineralizacion, las bacterias productoras
segregan &cidos sobre la superficie del esmalte a partir del metabolismo de los carbohidratos.
Cuando el acido alcanza zonas susceptibles se disuelven los minerales y la exposicién
continua de &cido sobre la superficie del esmalte producira una cavidad.'>*® Por otro lado, el
proceso de remineralizacion 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 topicos, que repararan los cristales dafiados.'3*®

Se ha identificado al Streptococus mutans (S. mutans) como la bacteria mas importante en el
inicio de la lesion 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 union al diente.*2!® El inicio de la lesion puede ser reversible
implementando medidas de prevencion como los fluoruros, los cuales depositan calcio,

fosfato o fluoruro sobre la superficie del esmalte. 12141617

1.3.1 Desarrollo de las lesiones

Cuando el proceso patoldgico sobrepasa el equilibrio entre la desmineralizacion vy
remineralizacion surge la caries dental, iniciando con una lesion de mancha blanca. Existen
amplias evidencias que la caries en sus etapas tempranas causa un dafio minimo a la
superficie exterior del diente, aunque si provoca una desmineralizacién considerable debajo
de la superficie de este.1416:17

Las caracteristicas histoldgicas de la pequefia lesion 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 subdividio a la pequefia lesidn
para fines didacticos en 4 zonas, basandose en la apariencia bajo el microscopio de luz.

Darling clasifica cuatro zonas de alteraciones patoldgicas en el esmalte:



Zona superficial
Cuerpo de la lesion

Zona obscura

A w0

Zona translicida

1. Zona Superficial

Esta es la primera zona de la lesidn incipiente, tiene un grosor de 20 a 100 um, una de las
caracteristicas importantes es que los grandes grados de desmineralizacion ocurren a nivel
de la subsuperficie, asi que la pequefia lesion queda cubierta por una capa superficial

relativamente infectada por el ataque. 18°

2. Cuerpo de la lesion

El cuerpo de la lesion es la porcién méas grande del esmalte cariado esta situada por debajo
de la zona superficial. El cuerpo de la lesion tiene una superficie reactiva, profunda frente a
la zona de superficie intacta. Este es un sistema balanceado, donde la velocidad de
precipitacién 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 aparicion de la cavidad, que se hace evidente debido al aumento de la
profundidad de la lesion, y a la ruptura del equilibrio entre la entrada y salida de calcio y

fosfato.®

3. Zona obscura

La zona obscura es la tercera zona de alteracion del esmalte, se encuentra por debajo del
cuerpo de la lesion y superficialmente con respecto a la zona translicida y se presenta en el
95% de las lesiones.

Un enigma respecto a la zona obscura es por qué los poros son mas pequefios que los que se

observaron en la zona trasltcida y en el cuerpo de la lesion, si debiera ser al contrario, ya que
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conforme avanza la lesion los poros van siendo mas y mas grandes debido a la
desmineralizacion.®

En experimentos realizados sobre la remineralizacion, un area identificada como cuerpo de
la lesion se remineraliza, adquiriendo las caracteristicas histologicas de la zona obscura,
donde los poros relativamente grandes del cuerpo de la lesion pudieron, en efecto convertirse
en diminutos; por tanto, la zona obscura no es una etapa como consecuencia de la
degradacion del tejido, sino que los microporos mas pequefios pueden ser formados por
remineralizacién. De este modo, el soporte es proporcionado por el concepto de que el
proceso de caries en esmalte es una dinamica con fases de desmineralizacion, alternandose

con fases de remineralizacion, mas que un simple proceso de disolucion continua.*®

4. Zona Translicida

Esta zona es la cuarta zona de alteracion del esmalte, su extension puede variar desde 5 a 100
pm, se observa en el 50% de las lesiones aproximadamente.

En estudios realizados con microscopio polarizado, cuando una seccion del terreno de
esmalte cariado es examinada en aire estéril usando luz polarizada, se encontrd que la zona
traslicida contenia 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 alteracion del esmalte en esta zona resulta en espacios o poros en los sitios de unién como
los bordes del prisma y estrias-transversales que al ser llenados con un medio aclarante las
marcas estructurales no son visibles, dando como resultado una zona esencialmente
traslicida sin estructura.5181°

En los estudios quimicos se encontrd 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 proteinas. Estudios de microdiseccion revelaron que con base a su peso la zona
translucida del esmalte tiene un bajo contenido de carbonato relativo a esmalte sano. La

proporcion fosfato-magnesio es aproximadamente 14% mas bajo que el esmalte sano.81°



1.3.2 Modelos de desmineralizacion

El proceso de desmineralizacion se puede realizar mediante diferentes modelos: in vitro, in
situ en animales o0 ensayos clinicos aleatorios controlados.

Las lesiones artificiales en drganos dentarios humanos y bovinos son una herramienta
importante para analizar las estrategias de prevencion y tratamiento de las lesiones cariosas.
Por lo tanto, los modelos de desmineralizacién han presentado un papel fundamental en la
investigacion de la caries, ayudando a establecer la etiologia multifactorial y a definir el
impacto de numerosos factores que contribuyen a la formacion de caries. Respecto a la
prevencion los modelos de desmineralizacion han ayudado a evaluar agentes preventivos de
caries, por ejemplo: el flior, productos naturales o la aplicacion de laser.

Los modelos experimentales in vitro son los métodos mas 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 rapido y pueden realizarse experimentos
con una sola variable en condiciones muy controladas, son méas sensibles, precisos y, por
ultimo, es el mejor método para seleccionar un gran nimero de agentes y determinar el modo
de accion. Sin embargo, los modelos in vitro tienen limitaciones significativas,
principalmente relacionadas con su incapacidad para simular los complejos procesos

bioldgicos implicados en la caries.?°

1.4 Microtomografia computarizada (u-CT)

Desde el surgimiento de los Rayos X por Roentgen en 1895 ha evolucionado el diagnéstico
en medicina con la finalidad de ser menos invasivo. La imagen de tomografia computarizada
por rayos X fue desarrollado en 1970 y dio pauta para tomar diferentes imagenes y
reproducirlas en tercera dimension, fue entonces, que en 1980 surgi6é la microtomografia
computarizada por rayos X.?

La pu-CT crea un conjunto de datos tridimensionales que representan radiopacidad en cada
punto dentro de la muestra tomando una serie de imagenes de rayos X del espécimen,
girandolo de lado a lado y analizando cada seccion para reconstruir datos volumétricos.? Es
un método de atenuacion de rayos X que brinda alta resolucién tridimensional de la estructura
interna de los tejidos duros o materiales. Permite obtener una distribucion espacial de los

coeficientes de atenuacion dentro del objeto sin la superposicion de estructuras. El alto nivel



de sensibilidad y especificidad de la u-CT en relacién con el estandar de oro de la micrografia
e histologia transversa han sido confirmados por estudios correlativos.?®

En los ultimos afios, la u-CT ha sido utilizada en el area odontolégica para la evaluacion de
minerales, patrones de densidad del hueso y dental, asi como para la microestructura de los
biomateriales dentales.?*2* Algunas de las ventajas en la u-CT comparada con otros métodos
como la luz polarizada, microscopia electronica de barrido y micro-radiografia transversa es

que no requiere que se seccione la muestra para el analisis.?

1.5 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

ElI SEM es un microscopio electronico que produce una imagen de una muestra escaneandola
con un haz de electrones enfocado. Los electrones interactian con los &tomos de la muestra,
que emiten electrones secundarios que contienen informacion sobre la topografia y la
composicion 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 invencién en 1942, las
capacidades del SEM se han vuelto primordiales en el descubrimiento y la comprension del
mundo nanométrico, hoy en dia se utilizan ampliamente tanto para la investigacion como en
la industria. EI SEM puede lograr una resolucién mejor que un nanémetro. Sin embargo, para
muchas aplicaciones, trabajar con una resolucion sub-nanométrica implica una cantidad
excesivamente grande de puntos de escaneo.?

Hoy en dia, se cuenta con un mayor acceso a la tecnologia SEM, realizando de manera &gil
el procesamiento de iméagenes, con mayor magnificacion, asi como la capacidad de
almacenar imagenes digitalmente, abriendo un nuevo camino para el procesamiento digital
en tiempo real. Ademas, permite obtener imagenes de la superficie de las muestras desde

varias perspectivas simultaneamente. 2°

1.5.1 Programa ImageJ

ImageJ es un software para el procesamiento de imagenes de dominio publico; 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 evaluacién del volumen contaba con
tres pasos. El primero calcular el nimero de pixeles por unidad de area (1 cm?). El segundo

paso es medir el area de region de interés (ROI) usando la proporcion del namero de pixeles
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por unidad de area. El paso final es calcular el volumen usando con los datos anteriores
integrados.?®

La binarizacion de imagenes es uno de los pasos de preprocesamiento mas relevantes que
conduce a una disminucién significativa en la cantidad de informacion sujeta a analisis
adicionales y permite un aumento de su velocidad. Esta operacion se aplica tipicamente en
muchos sistemas que utilizan principalmente métodos de reconocimiento de formas y no
requieren el andlisis de color o textura.?’ De los algoritmos de binarizacion de imagenes,
probablemente el método de umbral de imagen méas popular fue propuesto en 1979, quien
entreg0 la idea de minimizar la suma de las varianzas intraclase de dos grupos de pixeles
clasificados como primer plano y fondo, asumiendo el histograma bimodal de la intensidad
de los pixeles de la imagen.?® Por lo tanto, este enfoque conduce a la maximizacion de la
varianza entre clases y por ello, se logra una buena separacion de dos clases de pixeles,

representados finalmente en blanco y negro.?’
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2. Planteamiento del problema

La caries es una enfermedad multifactorial que mientras los factores protectores y
patoldgicos estan en equilibrio no se desarrollan las lesiones, sin embargo cuando se rompe
este equilibrio surge la caries dental, que es la mas comun y prevenible de las patologias en
la infancia.®1"2° El proceso es atribuido a las bacterias, que utilizan los carbohidratos de la
dieta para producir &cidos, originando cambios en el pH y con ello se inicia la pérdida de
minerales o desmineralizacion, que al no interrumpirse se desarrollara una lesion incipiente
inicialmente para posteriormente cavitarse. 34

Existen diferentes modelos in vitro para poder reproducir el proceso de desmineralizacion y
lesion incipiente o de mancha blanca sobre la superficie del 6rgano dentario y de esta forma
comprobar la efectividad de diferentes medidas de prevencion. Los modelos han sido
aplicados en denticion permanente o en tejidos de origen bovino,**%! sin existir un modelo
especifico para la denticién temporal.

Por otra parte, el esmalte temporal en comparacion con el permanente presenta diferentes
caracteristicas entre las que se encuentran: menor grosor, mayor coeficiente de difusion de
iones y mayor nimero de zonas aprismaticas por lo tanto, no es conveniente aplicar los
modelos de desmineralizacion en denticion temporal para el desarrollo de lesiones
incipientes con el fin de evaluar diversas medidas preventivas.3*34

La luz polarizada, microscopia transversa y mas actualmente la tecnologia u-CT han sido
utilizadas para la evaluacion y analisis de la lesion.35-3° Por otra parte el SEM nos permite la
caracterizacion morfoldgica del esmalte dental y el programa ImageJ para obtener la
porosidad de la superficie del esmalte.*® El surgimiento de la p-CT ha ayudado a visualizar
y observar estructuras metéalicas o tejidos dentales en 3D obteniendo datos méas precisos sobre
el comportamiento de diversos fendmenos como el proceso de desmineralizacion en esmalte
temporal cuyos reportes son muy escasos,*®*° probablemente debido al tiempo prolongado
de escaneo y analisis de las muestras, asi como a la poca disponibilidad de equipos y elevado
costo de la técnica.

Como se menciond anteriormente los modelos para el desarrollo de lesiones incipientes no
son aplicables a la denticion temporal, por lo cual este trabajo pretende responder a la
pregunta ¢cudl es el modelo de desmineralizacion in vitro en el esmalte temporal mas
adecuado para el desarrollo de lesiones incipientes bajo diferentes periodos de inmersion, a

través de la profundidad de la lesion, morfologia y porosidad?
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3. Justificacion

La caries es la enfermedad bucal de mayor prevalencia en México, afecta a la gran mayoria
de los nifios y puede ser tan severa como la caries de la infancia temprana, la cual involucra
los incisivos superiores, iniciando con una desmineralizacion en la subsuperficie del esmalte
manteniéndose intacta la superficie. A la lesion inicial se le denomina lesion incipiente o
mancha blanca, sin embargo, si la desmineralizacion permanece por tiempos prolongados, la
lesion se vuelve yesosa y se cavita. Por lo cual, es muy importante evitar y tratar esta lesion

inicial con protocolos de remineralizacion.

Se ha observado que el proceso de desmineralizacion en denticion temporal es diferente
debido al menor grosor del esmalte y mayor difusion de iones entre otros y la mayoria de los
modelos de desmineralizacion han sido desarrollados para la denticion permanente. Por lo
tanto, este proyecto pretende desarrollar un modelo apropiado para dientes temporales
empleando nuevas tecnologias como la u-CT que nos ayuda a observar el érgano dentario en
3D, en la actualidad no existen reportes de un modelo de desmineralizacion especifico para
denticion temporal bajo diferentes periodos de inmersion evaluados con p-CT,
complementado con SEM para caracterizar la superficie dental y con el andlisis de la

porosidad a través del software ImageJ poco utilizada en el area odontoldgica.
Los resultados del presente estudio aportardn un modelo in vitro de desmineralizacion

adecuado Yy especifico para el esmalte temporal que podra ser utilizado para la evaluacion de

estrategias preventivas de remineralizacion entre otras aplicaciones.
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4. Hipotesis

Hipdtesis
La progresion de la lesion y porosidad serd mayor en el modelo de desmineralizacion con 4

dias de inmersién comparado con el de 2 dias de inmersion.
Hipotesis Nula

La progresion de la lesion y porosidad serd menor en el modelo de desmineralizacion con 4

dias de inmersion comparado con el de 2 dias de inmersion.
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5. Objetivo General y especificos

Objetivo general:
Evaluar un modelo de desmineralizacion in vitro en el esmalte temporal bajo diferentes
periodos de inmersion, a través de la profundidad de la lesion, morfologia y porosidad

determinadas por u-CT, SEM e ImageJ.

Objetivos especificos:

e Fase I: Determinar la profundidad de la lesion y morfologia mediante un modelo de
desmineralizacion con diferentes periodos de inmersion en denticion temporal.
» Evaluar la superficie del esmalte temporal mediante u-CT y SEM antes
del proceso de desmineralizacion.
» Evaluar la superficie del esmalte temporal mediante u-CT y SEM después
del proceso de desmineralizacion.

» Comparar los diferentes protocolos de desmineralizacion.

e Fase Il: Determinar la morfologia y porosidad mediante un modelo con diferentes
periodos de inmersion en denticion temporal.
» Evaluar la superficie del esmalte temporal mediante SEM y el programa
ImagelJ antes del proceso de desmineralizacion.
» Evaluar la superficie del esmalte temporal mediante SEM e ImgeJ después
del proceso de desmineralizacion.

» Comparar los diferentes protocolos de desmineralizacion.
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6. Disefio metodoldgico

6.1 Disefio del estudio
Tipo de estudio: Experimental, longitudinal, descriptivo, comparativo, prospectivo, y

prolectivo. (Ver fig. 1)

6.2 Universo y muestra
Se seleccionaron 25 drganos dentarios temporales.

6.3 Criterios inclusion/exclusion
Criterios de inclusion
¢ Incisivos temporales superiores e inferiores sanos.
¢ Incisivos temporales caninos superiores e inferiores sanos.
e Incisivos temporales proximos por exfoliar.
e Incisivos temporales extraidos por razones terapéuticas.
Criterios de exclusion
e Incisivos temporales superiores o inferiores:
e Con fracturas.
e Hipoplasia de esmalte.
e Con caries.
Criterios de eliminacion
¢ Incisivos temporales que se contaminaron durante su manipulacion.

¢ Incisivos temporales que sufrieron algun dafio en el proceso o preparacion.

6.4 Variables de Estudio
e Dependientes:
Morfologia
Profundidad de la lesion
Porosidad
e Independientes:

e Solucién desmineralizante
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El estudio fue dividido en dos fases como se muestra en la Fig. 1

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

Fase I: Profundidad de la lesién y caracterizacién morfolégica Fase II: Morfologia y porosidad
16 dientes temporales 9 dientes temporales
u-CT SEM SEM Porosidad Image J
G_Control G_2D G_4D G_7D Gl 2D G2 4D G3 7D
n=4 n=4 n=4 n=4 — = _
grupo control 2 dias 4 dias 7 dias - - - - = -
desmineralizacion desmineralizacion desmineralizacion =3 plg ROIZ1S =3 plg ROI=15 n=3 p/g ROI=15
2 desmineralizacion 4 desmineralizacion 7 desmineralizacion

Desmineralizacion a 37°C pH=4.4

Desmineralizacion a 37°C pH=4.4

p-CT SEM

SEM

Porosidad ImageJ

Figura. 1 Diagrama del Disefio de Estudio
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Tabla 1. Definicion Operacional y Conceptual de Variables

Variables Dependientes

Variable

Definicion conceptual

Definicion operacional

Tipo de variable

Escala de medicion

Morfologia

Descripcion de las propiedades

de la forma en la superficie del

Observacion en SEM. Superficie lisa: aquella con escasas

depresiones y hendiduras debidas al desgaste dental natural.

esmalte. Microporosidades: conjunto de diminutos intersticios
irregulares existentes en el esmalte dental. Cualitativa Nominal
Crater: depresion pronunciada en la superficie del esmalte
dental.
Prismas expuestos: prismas que han cambiado su morfologia
natural debido a la eliminacién de materia intra y/o
interprismatica.
Profundidad de la | Distribucién de minerales en Profundidad de la lesién: zona radiolticida en mm constituida Cuantitativa
lesion tejidos calcificados. por la pérdida de minerales del esmalte, parametro estandar para | Continua Razon
la determinacion de la progresion de la caries.
Porosidad Fraccion de huecos o espacios Area ocupada por poros en um? determinada por la cantidad de | Cuantitativa
vacios en un material o poros. Continua Razon
superficie dental.
Variables independientes
Solucién Mezcla homogénea de dos 0 mas | Concentracidn de compuestos determinada en mM por cloruro Cualitativa Nominal

desmineralizante

sustancias.

de calcio, dihidrégeno fosfato de potasio, acido acético e

hidréxido de potasio.
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6.5 Procedimiento

Seleccidn de los dientes y preparacion de la muestra

En fase | y I, se seleccionaron incisivos temporales acorde con los criterios de inclusion. Los dientes se
almacenaron en un frasco con timol al 0.2% sin ser enjuagados para posteriormente ser llevados al Centro
de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia “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 especimenes fueron lavados con agua
desionizada y se removieron con una hoja bisturi los tejidos blandos, eliminando restos de sangre. Los
6rganos dentarios que presentaron raiz 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 solucion de timol al 0.2% a 4°C hasta la realizacién de los analisis.
(Fig. 2)

‘Fuente: Propia

Fig. 2 Recoleccion de dientes temporales timol
al 0.2%
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Preparacion de muestras
Posteriormente, los érganos dentarios sanos se limpiaron durante 15 min en un contenedor con agua
desionizada en un bafio ultrasonico (Quantrex Q140, L&R Ultrasonics, N.J., EUA) y despues se dejaron

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

[clolcc)

ASEISOB Llizasni Clean

Fuente: Propia

Fig. 3 Tina ultrasonica Fig. 4 Separados individuamente para su
analisis

Fase |

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

desmineralizacion, se manipularon y dividieron en 4 grupos (n=4/grupo) de la siguiente manera:
G1: Sin tratamiento (agua desionizada).

G1: Solucion desmineralizante pH 4.4 2 dias.

G2: Solucion desmineralizante pH 4.4 4 dias.

G3: Solucion desmineralizante pH 4.4 7 dias.
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Fase Il

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

desmineralizacion, se manipularon y dividieron en 3 grupos (n=3/grupo) de la siguiente manera:
G1: Solucion desmineralizante pH 4.4 2 dias.
G2: Solucion desmineralizante pH 4.4 4 dias.
G3: Solucion desmineralizante pH 4.4 7 dias.

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

p-CT

La p-CT se empled Gnicamente en la fase | para evaluar la profundidad de la lesion en16 muestras
sometidas a un sistema de microtomografia computarizada de rayos X (InspeXIO smx-100 CT;Shimadzu,
Kyoto, Japan). Cada muestra fue montada en un ordenador que controlé una mesa giratoria con una
superficie dentada en posicion perpendicular, en el haz de rayos X se coloc6 un rodillo himedo en la parte
superior de la muestra evitando deshidratacion de esta durante el escaneo. Se utiliz6 un filtro de latén 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 pA. La distancia entre la fuente de rayos X y la
muestra fue de 50 mm, por ultimo 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 calibracion.

Cada espécimen fue escaneado mediante la u-CT antes y despues del proceso de desmineralizacion. Se
obtuvieron 1,200 imagenes por grupo en cada etapa, resultando un total de 9,600 imagenes,
posteriormente fueron trasformadas a formato DICOM. La evaluacion 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 analisis de las imagenes consistio en los niveles de escala de
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grises: gris claro esmalte sano, gris obscuro esmalte desmineralizado.***> Una vez detectadas fueron
trazadas y delimitadas con una linea negra, la zonas con mayor profundidad fueron medida en um. (Fig.
8)

Fig. 8 Microtomoégrafo en 3D

SEM

En fase | y fase Il los especimenes se analizaron mediante SEM. Las muestras fueron fijadas a un
portamuestras de aluminio con cinta adhesiva de carbon (SPI Supplies, EUA). El anélisis se realizd
usando un microscopio electrénico de barrido (JEOL, JSM6510LV, Japon) en el modo de bajo vacio a 10
Pa de presion en la cAmara, con un voltaje de aceleracion de los electrones de 20 kV y detectando
electrones retrodispersados. La morfologia de la superficie del esmalte fue observada a una magnificacion
500x, 1,000x y 1,500x para la fase | y en la fase 11 se emple6 una magnificacion 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 intencion de asegurar la reproducibilidad entre examinadores en cuanto a los hallazgos morfolégicos,
tres examinadores fueron calibrados con imagenes de SEM de esmalte seleccionadas de nuestros archivos
de investigacion previo al inicio del anlisis de SEM (Kappa 0.95). (Fig. 5,6 y 7)
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Fuente: Propia

Fig. 6 Muestras montadas en la

Fig. 5 Preparacion de la platina platina

para el montaje de las muestras

Fuente: Propia

Fig. 7 Microscopio Electréonico de
Barrido

Porosidad

La evaluacion de la porosidad se realizé en la fase I, realizando un conteo de poros de forma cuantitativa,
mediante las imagenes de SEM con una magnificacion 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 um. Obteniendo un total de 15 éreas de interés (ROI) en
cada micrografia (108x108 um) antes y después de desmineralizar, convirtiéndolas en imagenes de 8 bits
escala de grises y luego, en imagenes binarias de acuerdo con el principio del algoritmo. Este analisis,
utilizé la herramienta de umbral para separar los objetos de la parte posterior de la fotomicrografia. La
porosidad se calculd utilizando iméagenes binarias, considerando los orificios de los poros como se
describe y el nimero total de contornos y la superficie total de los poros en cada micrografia se calcularon
en um.
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Se puede consultar literatura adicional con respecto a los detalles de los operadores morfologicos

matematicos para la eliminacion de ruido y / o para evitar el limite interno de una region como poros.*®
(Fig. 9)

. Y - [ ImageJ
: B olc|o|~4xa|x]elO) ale 4|87 | |»
g1m1 completa.tif | |
125.38x124.36 ym (247x245); 8-bit; 59 ‘ :

—

Threshold

140
= 255
Results
[Mean  [StdDev [Min [Max [Perim.  Red (2]
168.727 20.065 145 200 8.194
159.684 16.018 141 202 16.982 Stack histogram
173.411 24.924 140 231 45.081
167.700 23.046 141 204 10.050 gacer et
171.710 26.248 140 240 17.577
166.462 18.813 141 202 13.096
{ e 170.933 20.916 144 216 9.927
* Drawing of g1m1 complet... : 164.250 15.899 140 187 7.773
RS 125.38x124.36 um (247x245); 8-bit; 59 192375 23.788 155 227 9.086

Summary

Slice [Count [TotalArea |Average Size |%Area |Mean  |Perim. |Medi
glml completa.tif 95 1384.695 14.576 8.880 165.111 29.053 163.116

Fuente: Propia e e e

Fig. 9 Analisis de porosidad ImageJ

Proceso de desmineralizacion
En fase | y 11 se utilizé un modelo de desmineralizacion, la solucién desmineralizante consistié en 2.2mM

cloruro de calcio, 2.2mM dihidrégeno fosfato de potasio, 0.05 M acido acético and 1 M hidroxido de

potasio ajustado a un pH de 4.4 por 2, 4 y 7 dias para crear en el esmalte una lesion de caries incipiente.**
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Una vez que se concluy6 el proceso de desmineralizacion, los especimenes 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 p-CT y SEM. (Fig. 10,11y 12)

Fig. 11 Reactivos para la solucion
desmineralizante

Fig. 11 Ajuste de pH 4.4
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6.6 Analisis Estadistico

Los datos se analizaron con el software SPSS (SPSS IBM, Nueva York, NY, EE. UU.) Version 25. Las
pruebas incluyeron una prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribucién de los datos, para la
fase | se empled la prueba t-student para evaluar la profundidad de la lesion antes-después del tratamiento.
Posteriormente, en la fase Il se utilizaron las pruebas de t- student, Wilcoxon y el anélisis de varianza
unidireccional (ANOVA) para comparar entre grupos. Debido a que la prueba de Levene mostrd la misma
varianza, se aplicé 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 Etica del estudio

La presente investigacion contempld los principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (64 Asamblea General de
octubre de 2013).**% Especificamente en el Articulo 7 de este documento se establece que “la
investigacion médica esta 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 donacion de los érganos
dentarios no representd dafio alguno para los sujetos que decidieron participar en la investigacion. La
extraccion de los érganos dentarios se realizd Unicamente por indicacion terapéutica del odont6logo
tratante.

Ademas, con apego al Articulo 9, se protegid a las personas que participaron en la investigacién, velando
por su integridad, salud, intimidad y dignidad, resguardando su informacion personal en calidad de

confidencialidad.

La participacion fue voluntaria en todos los casos y se brindé la informacion detallada sobre el proyecto
de investigacion que se realizo, de acuerdo al Articulo 26. Todas las dudas acerca de los objetivos,
métodos, disposicion de las muestras, beneficios calculados, entre otros, fueron aclaradas por el
investigador o en su caso por el odont6logo tratante hasta asegurar el completo entendimiento de la

informacion Anexo I1.

Asimismo, se cumplié 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 Investigacion en

Salud.*"48

Segun el Articulo 17, la presente investigacion se considerd “con riesgo minimo”, debido a que involucrd

la obtencion de dientes temporales, exfoliados o extraidos por indicacion terapéutica.
El paciente menor de edad firmé un escrito de asentimiento informado, conforme a lo establecido en el

Articulo 37 y su representante legal y dos testigos firmaron el consentimiento informado que reunio los

requisitos enunciados en el Articulo 22, ver Anexo 9.
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Ademas, en todo momento se cuido la integridad de los investigadores implementando las medidas
adecuadas de seguridad en el laboratorio.

En relacion al investigador, este siguio las normas de acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud
en materia de investigacion para la salud titulo cuarto, de la bioseguridad de las investigaciones capitulo
I, de la investigacion con microorganismos patdgenos o material biolégico que pueda contenerlos,
descrito en los articulos 75y 77.48
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7.1.4 Resumen

Numerosos estudios han analizado diferentes modelos de desmineralizacion sobre la superficie del
esmalte, para formar lesiones incipientes artificiales; sin embargo, la mayoria de ellos son complejos,
lentos, poco claros y los resultados no se pueden emplear en dientes primarios debido a las diferencias de
contenido quimico entre permanentes y temporales. Este estudio evalué un modelo de desmineralizacion
sobre esmalte primario, en tres periodos de incubacién; cuantificando la formacidon de lesiones incipientes
artificiales y la profundidad de la lesion mediante pu-CT, complementandolo con SEM para la
caracterizacion morfoldgica. Se incluyeron en este estudio dieciséis drganos dentarios temporales
anteriores sanos extraidos por retencion prolongada y razones ortopédicas/ortodonticas, previo
consentimiento informado. Las muestras se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos n = 4: G_Control,
G 2D, G 4D y G_7D. Los anélisis de u-CT y SEM se realizaron en dos etapas: antes de la
desmineralizacion (AD) y después de la desmineralizacion (DD). En el analisis estadistico se utilizé 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 lesion incipiente fue similar entre los grupos experimentales;
los valores fueron de 38.16 = 05.40 um a 42.61 + 04.75 um. Se formaron un total de 14 a 17 lesiones
incipientes artificiales por grupo, la extension y distribucién fueron diferentes para cada periodo de
incubacidn. Se formaron cinco lesiones erosivas en G_7D. Todos los grupos experimentales consiguieron
formar lesiones artificiales incipientes en el esmalte temporal. La caracterizacion en SEM mostr6 cambios
mas pronunciados en la superficie del esmalte, a medida que aumentaban los dias de inmersién en la
solucion de desmineralizacién. El periodo de incubacién de 4 dias es el mas recomendado para el modelo
de desmineralizacién, debido a la formacion de lesiones incipientes Gnicamente y su extension, lo que

facilita su valoracion.
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7.1.4 Resumen

Los modelos in vitro simulan un fendmeno de interés de la cavidad oral; especificamente en la
investigacion de odontologia preventiva. Desde 1989, se han utilizado diversos métodos para
evaluar la desmineralizacion. Diversos estudios se han realizado para observar y medir la
progresion de la caries mediante modelos de desmineralizacion. Sin embargo, la mayoria de los
estudios se centran en dientes permanentes o bovinos, la morfologia del esmalte y la profundidad
de la lesion de caries. Este estudio evalGa los cambios en la porosidad sobre la superficie del
esmalte temporal después de un modelo de desmineralizacion. Se incluyeron nueve Organos
dentarios temporales anteriores sanos extraidos por retencion prolongada y razones
ortopédicas/ortoddncicas, previo consentimiento informado. Los especimenes se asignaron
aleatoriamente a tres grupos n = 3: G1_2D, G2 4D y G3_7D. Los analisis SEM se realizaron
durante dos etapas: antes de la desmineralizacion (AD) y después de la desmineralizacion (DD).
Las imagenes SEM se analizaron con el programa ImageJ, posteriormente se determinaron las
diferencias entre los grupos con el programa estadistico SPSS version 25 se utiliz6 la prueba t-
student, Wilcoxon y ANOVA (p <0.05).

La caracterizacion morfoldgica AD reveld nuevos crateres y grietas en la superficie del esmalte en
los grupos G1_2D y G2_4D. Se observaron areas 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
analisis estadistico indica diferencias significativas para la porosidad de la superficie del esmalte
entre ellos (p <0.01). El recuento de poros de la DD aumentd significativamente en todos los grupos
(p <0.01).

Los cambios morfologicos fueron mas evidentes a medida que aumentaban los dias de
desmineralizacion; Se puede emplear la inmersion de 7 dias de desmineralizacion como modelo
erosivo del esmalte.

El recuento de poros aumentd después de la inmersion en el modelo de desmineralizacion, la

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

Fase |

El presente estudio empled p-CT y SEM para evaluar un modelo de desmineralizacion en esmalte
temporal, en tres periodos de incubacion (2, 4 y 7 dias).

Se han utilizado diversos modelos de desmineralizacion, la mayoria de ellos se han realizado en
esmalte permanente o esmalte bovino,®31*° sin embargo, existen escasos estudios en denticion
temporal. Es necesario un modelo de desmineralizacion especifico para esmalte temporal, debido
a las diferencias entre los dientes permanentes y temporales, los Gltimos tienen un mayor nimero
de zonas aprismaticas en su superficie,®*2 y un menor contenido inorganico lo cual, lo hace mas
susceptible a caries dental.>® Por las razones antes mencionadas con base en la revision de literatura
y los resultados de un estudio piloto, se evalué un modelo de desmineralizacion con pH 4.4 bajo
tres periodos de incubacion para producir lesiones artificiales del esmalte, diferente a los
propuestos para dientes permanentes.?=34® Debido a las diferencias mencionadas anteriormente y
al grosor delgado del esmalte temporal,®® se decidi6 evaluar los efectos durante el periodo de
incubacion en la formacion y profundidad de las lesiones en un periodo corto de 2 dias (tiempo de
incubacion propuesto), un periodo de 4 dias para lograr una profundidad tnicamente en esmalte*®
y a los 7 dias para producir lesiones mas profundas.®!

La formacion de lesiones se examind visualmente® al final de cada periodo de incubacion;
posteriormente, se llevaron a cabo todas las técnicas de analisis anteriormente propuestas.

Este estudio es el primero en utilizar u-CT para evaluar la formacion de lesiones incipientes
artificiales mediante un modelo de desmineralizacién en esmalte temporal, en tres periodos de
inmersion. Ademas, es el primero en reforzar la evaluacion mediante el anélisis SEM,
contrariamente al estudio realizado con incisivos bovinos evaluados por microradiografias
previamente reportado.3%-31:52

Los estudios comparativos de p-CT vs el analisis histologico en el diagnostico de caries,
demostraron que los resultados se correlacionan adecuadamente con los cortes histologicos 2D y
evaluacion de p-CT.2* Por lo tanto, la p-CT es una alternativa para evaluar lesiones artificiales
especialmente en dientes temporales, debido a la pequefia superficie para el analisis, ademas, el

6rgano dentario temporal es mas fragil que los dientes permanentes.® También, una ventaja de la
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U-CT es la nula destruccion de la muestra durante el procesamiento de escaneo,® el analisis piloto
con la técnica de SEM causoé fracturas en las muestras, razon por la cual, se utilizaron muestras
independientes en este estudio.

Existen varios métodos de caracterizacion para la evaluacion de la superficie del esmalte, la
mayoria de ellos se han aplicado en dientes permanentes, esmalte bovino y escasos estudios en
dientes temporales. Algunos de ellos son: microdureza,>*** luz polarizada,*****° microradiografia
transversal y microradiografia.3®314° Sin embargo, el analisis de las muestras mediante estas
técnicas requiere seccionarlas en muestras muy delgadas antes de evaluar la superficie o antes y
después de ciertos procedimientos.> Los métodos con técnicas destructivas, provocan muestras
aln mas fragiles®® y no reutilizables durante las evaluaciones de seguimiento de los protocolos. Por
otro lado, en los Gltimos 5 afios, la evaluacion de pu-CT se ha utilizado en algunos estudios sobre
caries y tratamientos dentales, incluida la terapia con fluoruro de diamino de plata,*® el potencial
de remineralizacion de dentifricos,”’ la eficacia del barniz dental®® y los métodos de deteccion de
caries.® La p-CT ha mostrado ser un método con ventajas en comparacion con las técnicas de
caracterizacion tradicionales.

Ozgul et al.,*® reportaron imagenes comparables a este estudio sobre el area desmineralizada
mediante p-CT, revelando una similitud en la profundidad y ndmero 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 u-CT. Por el
contrario, se reportdé una menor profundidad de la lesion en los grupos de protocolos
preventivos. 384

Ademas, la profundidad de la lesion per se no proporciona un analisis completo de los efectos
producidos por los diferentes periodos de incubacion, ya que cada uno presenta una caracterizacion
morfoldgica especifica de la superficie del esmalte, como lo revelan observaciones adicionales en
imagenes u-CT y SEM. En la p-CT se detectd la morfologia en 3D y localizacion de lesiones
artificiales. A pesar de que toda la superficie del esmalte se sumergié en una solucién
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 quimicamente homogéneo.®® Ademas, un estudio anterior encontré variaciones no

solo entre diferentes dientes sino entre diferentes sitios en el mismo diente.®
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Se observaron variaciones segun el periodo de incubacion en la solucion desmineralizante en
relacion con la extension y tipos de lesiones artificiales. Las lesiones artificiales ocurrieron en el
modelo de desmineralizacion corto a 2 dias de inmersion, segin lo reportado por Wang et al.,*
quienes concluyeron que el esmalte temporal se disuelve considerablemente mas rapido que el
esmalte permanente, y podria ser mas pronunciado si se establece un periodo de incubacion mas
largo, como lo revela el andlisis de u-CT. Cada periodo presento caracteristicas especificas como:
pequefias lesiones incipientes después de 2 dias de incubacion, mas grandes asociadas a 4 dias y 2
tipos de lesiones artificiales (incipientes y erosivas) formadas a los 7 dias, dando como resultado
un nuevo modelo de formacion de lesiones mixtas, un hallazgo importante no esperado.

Con el fin de nutrir los hallazgos de p-CT, se empled SEM para complementar el anélisis de
superficie del esmalte y proporcionar informacion adicional valiosa sobre la caracterizacion
morfologica. Es importante notar que no existen reportes previos que complementen los estudios
de p-CT con la caracterizacion SEM con un modelo de desmineralizacion para la formacion de
lesiones artificiales en esmalte temporal. Un estudio de Yu et al.,%! evalu el efecto remineralizante
en la aplicacién 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 comparacion con las micrografias de otros
grupos. Ademas, las profundidades de las lesiones obtenidas en iméagenes de pu-CT variaron de 129
um a 181 um (mas alto que nuestros resultados), sin diferencias significativas en lesiones profundas
entre los grupos experimentales. Cabe destacar que, aunque emplearon p-CT y SEM para
caracterizar los dientes permanentes, no relacionaron ambas técnicas en sus resultados. En
comparacion con nuestros hallazgos, se reveld una relacién entre la superficie del esmalte mediante
u-CT vy el aspecto liso del tejido mediante SEM caracterizado por microporosidades y rasgufios
homogéneos; ambas morfologias descritas son caracteristicas del esmalte funcional sano, visto
previamente antes del modelo de desmineralizacion para la formacion de lesiones artificiales.
Aunque los grupos experimentales mostraron multiples lesiones incipientes a lo largo de la
superficie del esmalte en el analisis p-CT, la apariencia de la superficie varié entre los grupos SEM:
G2_D mostré pequefias lesiones con apariencia rugosa del esmalte, mientras que el grupo G_4D
mostra lesiones incipientes y extensas sobre la superficie del esmalte, ademas se observo un patron

de escamas de pescado. La péerdida de continuidad de la superficie del esmalte en G_7D mediante
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W-CT se caracterizo por una superficie de esmalte erosionado segun lo revelado por el analisis
SEM.

El patron de escamas de pescado observado en G_4D fue similar a los resultados reportados por
Elkassas y Arafa.,?® donde la formacion de lesiones se dio en un periodo de incubacion de 5 dias
bajo una solucion desmineralizacion diferente.

Los hallazgos de nuestro estudio sugieren que el uso del modelo de incubacion de 4 dias para la
formacion de lesiones incipientes artificiales, en las condiciones especificas empleadas, es el mejor
ya que, produce un mayor numero de lesiones homogeéneas, lo que podria incrementar la calidad
de la evaluacion de futuros protocolos para la prevencion o tratamiento de lesiones incipientes. El
periodo de incubacién de 7 dias podria utilizarse en la evaluacién simultanea de protocolos para la
prevencion o el tratamiento no solo de lesiones incipientes sino también de la erosion del esmalte,
ademas de sentar las bases para el desarrollo de nuevos modelos de erosidn en dientes temporales.
Si bien no se recomienda el uso del periodo de incubacién de 2 dias debido a la formacion de
pequefias lesiones artificiales que son méas complejas de localizar y evaluar, resalta la
susceptibilidad del esmalte deciduo al desarrollo de lesiones de caries incipientes, como se
menciond anteriormente,®%? incluso en periodos cortos de desmineralizacion, enfatizando la
necesidad de prevenir y tratar estas lesiones desde etapas muy tempranas en nifios.

Las principales limitaciones de este estudio fue la dificultad en la recoleccion de muestras (dientes
primarios sanos extraidos por motivos terapéuticos), el acceso reducido a equipos de p-CT (alta
demandada por la amplia gama de analisis de materiales que se pueden realizar, debido a la
capacidad modular la cantidad de rayos X), el tiempo dedicado al escaneo, reconstruccion y analisis
de las imégenes, entre otros. Ademas, el analisis de la muestra durante dos etapas (antes y después
del modelo de desmineralizacion) duplicé el nimero de imagenes requeridas. Aunque se redujo el
nimero de muestras por grupo, el andlisis u-CT se realiz6 en dos fases antes y después de la
desmineralizacion. Se obtuvieron 1,200 imagenes por grupo en cada etapa, resultado un total de
9,600 imégenes analizadas. Sin embargo, se recomiendan estudios adicionales en relacion con la
densidad mineral y la porosidad de las lesiones artificiales del esmalte.

Aunque este modelo in vitro incluyd dientes exfoliados (replicando una desmineralizacion
constante para producir una lesion 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 incubacion en un modelo de desmineralizacion relacionado

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

Fase 11

Los resultados de este estudio mostraron la morfologia y porosidad del esmalte temporal, antes y
después de un modelo de desmineralizacion en tres periodos de inmersion, evaluados mediante
SEM vy el programa ImageJ.

Se han estudiado varios métodos para medir la porosidad; la mayoria de ellos se han realizado en
biomateriales o ingenieria.*%6263%4 Sin embargo, ningun articulo ha reportado la evaluacion de la
porosidad en esmalte temporal. Se necesitan protocolos de desmineralizacion especificos para
esmalte temporal, ya que se han demostrado las diferencias entre los dientes permanentes y
temporales lo que da por resultado un esmalte temporal mas susceptible a la caries dental.%®

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 desmineralizacion. Shellis®
reportd que la zona interprismatica y la densidad en promedio era mayor en dientes temporales.
Estos resultados apoyan y proporcionan una base para la hip6tesis entre las diferencias de 6rganos
dentarios temporales y permanentes o bovinos explicando la porosidad del esmalte y la
susceptibilidad al ataque de caries en esmalte temporal.

Ademas, en odontologia el SEM es un poderoso instrumento que se utiliza comunmente para la
caracterizacion de materiales dentales,**%"%8 bioldgicos o muestras de tejidos vivos;®® de ahi el
motivo de esta investigacion.

Las micrografias SEM AD revelaron microporosidades, ranuras de desgaste y rayones en todos los
grupos; sin embargo, cada grupo tenia su patron especifico; G_2D y G_7D mostraron mayor y
menor namero de rayones, respectivamente. Estas irregularidades pueden ser producidas por
factores externos como habitos alimentarios, higiene bucal inadecuada,’® o atribuirse a los procesos
naturales de desgaste.’*

Las caracteristicas morfolégicas DD fueron mas evidentes que AD; sin embargo, el esmalte
erosionado y un aspecto destructivo se observo solo en G_7D, los cambios morfoldgicos fueron
similares comparados con la pérdida de estructura de esmalte observada por u-CT Yy reportada por

Gonzalez-Sotelo et al.,*° en las mismas condiciones de desmineralizacion.
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Las micrografias SEM se procesaron con el software Imagel.*®? Utilizando un método de
binarizacion para separar objetos de la parte posterior de la microfotografia y obtener valores de
porosidad considerando los orificios de los poros en cada micrografia registrando el nimero total
de porosidades en un area determinada,*®’2 aplicado para contar el nimero de poros en tejido
humano como el esmalte dental.

El andlisis de ImageJ mostré que el recuento de poros en la superficie del esmalte AD no fue
homogéneo en todos los grupos, G_2D mostré un recuento de poros mas alto en la superficie del
esmalte que los demas; esto podria 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 prisma”™ y probablemente debido a las
caracteristicas higiénicas o dietéticas y a factores como la exposicion de acidos en el ambiente oral.
Como era de esperar, todos los grupos presentaron un aumento en el recuento de poros DD. La
literatura sefiala que la desmineralizacion aumenta la porosidad. Dibdin™ evalud la estructura de
poros del esmalte dental sano y desmineralizado, descubriendo que se producia un aumento en la
porosidad después del tratamiento con soluciones desmineralizantes. La desmineralizacion del
esmalte es significativa debido al ataque de los acidos, volviendo la superficie rugosa por pérdida
de minerales; ademas, el proceso de desmineralizacion es heterogéneo y anisotrépico, debido a las
estructuras jerarquicas del esmalte dental, ocurriendo mas facilmente en el limite interprisma-
prisma y en algunos sitios de los prismas o interprismas.” Todos estos procesos podrian 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 podria influir en la
porosidad final. Es importante sefialar que una estructura mas porosa permitiria una mayor difusion
de iones en ambas direcciones, dentro y fuera de las microestructuras del esmalte;’® por lo tanto,
las medidas preventivas adecuadas y habitos alimentarios favorables en los pacientes, también
podrian favorecer los procesos de remineralizacion, fendmeno no evaluado en el presente estudio,
pero importante a considerar en futuras investigaciones in vitro.

Un analisis de los valores del recuento de poros mostré un incremento de mas del doble en la
porosidad de todos los grupos; el aumento fue ligeramente mayor en los grupos con periodos de
desmineralizacion mas cortos (G_2D y G_4D). Un menor aumento observado en la porosidad de
G_7D podria deberse a la erosion en la superficie del esmalte, que expone un area mas profunda
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con menos prismas del esmalte; por lo tanto, se dispone de menos espacios intra e interprismaticos
para la difusion de la solucion desmineralizante™ y la formacion de poros. Asimismo, se ha
reportado que en el fendomeno de disolucion &acida sobre el esmalte humano se produce una
profunda desmineralizacion y pérdida volumétrica, que aumentan con el tiempo.’’

Los modelos in vitro tienen limitaciones importantes, principalmente relacionadas con su
incapacidad para simular los complejos procesos biolégicos implicados en la caries. Otros limites
incluyen la fragilidad de la muestra cuando se procesa, la facilidad de una muestra para fracturarse
cuando se somete al vacio en la técnica SEM vy la pequefia superficie para la manipulacién
experimental.

Finalmente, los resultados de este estudio no se pueden comparar con los hallazgos de otros trabajos
cientificos, ya que hay pocos estudios sobre el area y ningun analisis por ImageJ; sin embargo, los
resultados obtenidos de este grupo de investigacion contribuyen a dilucidar los procesos de
desmineralizacion en dientes temporales. La metodologia descrita podria emplearse en estudios
futuros para evaluar medidas preventivas para el control de la caries, como enjuagues bucales con

fldor, gel, barnices, irradiacién con laser y procedimientos preventivos combinados.

Adicionalmente, este estudio muestra la posibilidad de aplicar el programa ImageJ, a través de un
analisis mas profundo de micrografias 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 proposito, como geologia, ingenieria, entre otros.
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10. Conclusiones generales

Fase |

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

Aunque todos los modelos in vitro evaluados bajo tres periodos de incubacion forman lesiones
artificiales incipientes de similar profundidad, se observaron cambios morfoldgicos mas
pronunciados a medida que aumentaba el periodo; sin embargo, la incubacion de 4 dias es el
periodo mas recomendado debido a la formacion adecuada de lesiones incipientes y su extension

en el esmalte temporal.

Fase 11

En este estudio, los cambios morfoldgicos fueron més evidentes a medida que aumentaban los dias
de desmineralizacion, se podrian emplear 7 dias de inmersion como un modelo de erosion en
esmalte temporal.

El recuento de poros aumentd después del modelo de desmineralizacion; sin embargo, la porosidad
inicial parece ser un factor determinante para la porosidad final, independientemente del periodo

de inmersioén.
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9. Anexos

INFORMACION PARA LOS PACIENTES Y CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO PARA PARTICIPAR EN LOS PROYECTOS DE INVESTIGACION

Titulo del proyecto: Modelo de desmineralizacion en esmalte temporal: evaluaciones Micro-CT y SEM.

Justificacion de la investigacion

La caries dental es la enfermedad bucal con mayor prevalencia en México, afecta a la gran mayoria de los nifios. Inicia
con una desmineralizacion de color blanco y si progresa termina en una cavitacion.

Diversos estudios han simulado el proceso de desmineralizacion in vitro, sin embargo, la mayoria son poco claros y se
han realizado mayormente en denticion permanente o esmalte bovino. Existen diversas metodologias para el analisis
del esmalte temporal entre ellas la u-CT y SEM, la primera para un escaneo en 3D Yy la segunda para un analisis
morfolégico.

En este protocolo de investigacion se comprobara el efecto sobre la superficie del esmalte temporal al ser sometido en
tres periodos de inmersion.

Objetivo de la investigacion

Evaluar un modelo de desmineralizacién in vitro en diferentes periodos de inmersion, mediante la morfologia,
profundidad de la lesion y porosidad del esmalte temporal, determinadas por p-CT y SEM.

Procedimientos a realizar

Recoleccidn de dientes extraidos por personal capacitado y depositados en frasco de timol al 0.2%.

Molestias o riesgos esperados

Por ser dientes préximos por exfoliar, sin o con una raiz de longitud muy corta y con indicacion de extraccion, no se
esperan molestias posteriores a la misma. El paciente podria experimentar sensacidon de traccién durante el
procedimiento.

Riesgo por omisién del paciente de las indicaciones postratamientoEn caso de que el paciente no siga las
indicaciones del Odontdlogo podria presentar retraso en la reparacion tisular.

Los beneficios que se pueden obtener

Se favorece la erupcion del diente permanente sucesor y cuando se cuenta con el espacio suficiente en el arco dental,
alineacion del diente permanente por erupcionar o erupcionado.

Garantia 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 sera guardada.

Gastos del estudio

Cubiertos por el financiamiento correspondiente (institucional o externo).

En el cumplimiento de la Ley General de Salud, Ley federal de proteccién de datos personales en posesion de los
particulares, aviso de privacidad de la UAEMex. Reglamento de la Ley General de salud en materia de investigacion,
art. 13, 3, 14, 16; Cddigo 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 ejecucién de proyectos de investigacion 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 odontologo (a) me ha explicado ampliamente que en mi situacién es conveniente la extraccion del diente
temporal; con un lenguaje claro y sencillo, me ha explicado toda la intervencion quirdrgica en cavidad bucal, aunque de
modo infrecuente e incluso impredecible, puede tener riesgos y complicaciones entre las que se incluyen: inflamacion,
dolor o infeccién.

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 efectuara bajo anestesia topica y/o local para poder realizar la intervencién
sin dolor. Se me ha informado que sentiré una sensacién de anestesia que eventualmente se quitara en unas horas.
La extraccion dental es un procedimiento quirdrgico que consiste en sacar un diente de la encia y del

alvéolo (cavidad 6sea en cuyo interior se aloja la raiz del 6rgano 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 sera utilizado con fines de investigacion cientifica, que en
todo momento se guardaré la identidad de la persona y que los datos obtenidos pueden ser utilizados en foros de
investigacion y publicaciones con fines académicos.

Se me ha informado sobre las implicaciones para la realizacion del proyecto y las posibles aportaciones que podria
generar en el ambito del conocimiento de la Odontologia, he comprendido toda la informacion 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. Asi mismo, doy autorizacion para que utilice la informacién de mi participacion en la
investigacion para publicacion cientifica, con la garantia de proteccion de datos personales.

EL MEDICO 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 INFORMACION RECIBIDA Y QUE COMPRENDO EL ALCANCE Y LOS RIESGOS DEL ACTO
MEDICO Y EN TALES CONDICIONES CONSIENTO QUE SE ME REALICE EL PROCEDIMIENTO Y QUE
SE UTILICE EL MATERIAL OBTENIDO CON FINES ACADEMICOS Y DE INVESTIGACION.

En Toluca, Edo. de México a , del mes del afio
Nombre y firma del paciente Nombre y firma del Investigador
Testigos
Nombre y firma Nombre y firma
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
ASENTIMIENTO INFORMADO

Titulo de proyecto: Modelo de desmineralizacion en esmalte temporal: evaluaciones
Micro-CT y SEM.

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

Avanzados en Odontologia de la Universidad Autonoma del Estado de México. Actualmente el investigador
Arlete Gonzélez Sotelo esta realizando un estudio para conocer el efecto de la desmineralizacion en dientes
temporales durante tres periodos de inmersion.

El objetivo del estudio es evaluar un modelo de desmineralizacion in vitro en diferentes periodos de inmersion.
Tu participacion en el estudio consistird en donar tu diente el cual, serd intercambiado por un premio y un
ratoncito para que se lo coloques al ratén de los dientes.

Tu donacion es voluntaria, es decir aun cuando tus papa o mama hayan dicho que puedes donarlo, si tl no
quieres hacerlo puedes decir que no. Es tu decisién si lo donas o no en el estudio. También, es importante que
sepas que si no lo quieres donar no habré ningin problema.

La informacion que proporciones serd confidencial. Esto quiere decir que no diremos a nadie tus datos como
nombre (O RESULTADOS DE MEDICIONES), s6lo lo sabran las personas que forman parte del equipo de
este estudio. Asi también, a tus papas 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 ( v) en el cuadrito de abajo que dice “Si quiero participar”
y escribe tu nombre.

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

[]Si quiero participar

Nombre:

Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento:

Fecha: de de
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