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Antecedentes

El esmalte es la capa que cubre la corona del diente y es peculiar porque es el tnico
tejido calcificado derivado epitelial en vertebrados. Ademas es la sustancia mas dura
en el cuerpo. Su dureza esta entre la del hierro, el acero y al carbono, pero tiene
una mayor elasticidad.!

Es bien conocido por los odontélogos que el esmalte dental humano (EDH) es
translicido, su color varia entre blanco-amarillento y un blanco-grisaceo, sin
embargo este color no es propio ya que depende de la dentina. Su transparencia
puede atribuirse a variaciones en el grado de calcificacion y homogeneidad: a mayor

mineralizacién, mayor translucidez.

El EDH se compone de 96% de material inorganico y 4 % de material organicoy 1%
de agua. La parte inorganica de un diente humano se conforma principalmente de
un fosfato célcico llamado hidroxiapatita, sin embargo esta hidroxiapatita no es pura
(como se encuentra en algunos minerales en su estado natural) sino que se

presenta impurezas de sodio, magnesio y cloro principalmente.?

Esta combinacién de proteinas, agua y una fase mineral altamente anisotropica,
nanoestructurada, conduce a una combinacién Unica de resistencia y tenacidad, lo
qgue le da propiedades viscoelasticas, desgaste y erosion. Estas caracteristicas
permiten que el esmalte dental dure una vida en el ambiente duro y variable de la

cavidad oral.3

Formacion del Esmalte

La formacién del esmalte (amelogénesis) implica una serie de actividades celulares
altamente reguladas y procesos de mineralizacion controlados por proteinas. Las
etapas generalmente reconocidas del desarrollo del esmalte son las etapas
presecretoria, secretoria, transicion y maduracion que, se definen por la morfologia

y funcion de los ameloblastos.



Durante la etapa de presecrecion, los ameloblastos penetran a través de la unién
cemento esmalte (DEJ, por sus siglas en ingles), retiran la lamina basal y comienzan
a secretar proteinas de matriz de esmalte en la DEJ formadora. Poco después, a
medida que los ameloblastos entran en la etapa secretora, se alargan, desarrollan
los procesos de Tom y segregan grandes cantidades de proteinas en la matriz del
esmalte, que son necesarias para quelas cintas de cristalito del esmalte se formen
y se alarguen. Una vez que el esmalte alcanza el espesor total, la transicion de los
ameloblastos a células de reabsorcidén de proteinas mas cortas definen la etapa de
maduracion del desarrollo, en esta etapa el esmalte alcanzara su forma endurecida
final. Estas caracteristicas generales de la amelogénesis son notablemente
constantes en diferentes especies.

Se han identificado péptidos naturales de las proteinas especificas del esmalte
humano maduro, es decir, amelogenina, ameloblastina y esmalina. Estas proteinas
juegan un papel esencial en la amelogénesis, las células de ameloblastos secretan
una matriz organica que contiene proteinas especificas del esmalte, la cual es
seguida inmediatamente por mineralizacion. A medida que avanza la cristalizacion
de hidroxiapatita (HAP), las enzimas especificas degradan y eliminan la mayor parte
de la matriz orgénica restante.

Las proteinas de la matriz del esmalte juegan un papel vital en la regulacién de la
mineralizacién y la organizacion del cristal durante el desarrollo del esmalte. La
amelogenina es la proteina mas abundante en el esmalte formador, constituyendo
mas del 90% de la matriz orgéanica extracelular. Esta proteina es necesaria para el
desarrollo correcto del esmalte, esta es esencial para la organizacién del patron
prismatico, el control del tamafio del cristal y la regulacién del crecimiento de los
cristales alargados y el espesor del esmalte.*

La ameloblastina es la segunda proteina de matriz de esmalte mas abundante.Los
experimentos inmunohistoquimicos mostraron que esta proteina se localiza entre
las varillas de esmalte en un area denominada el espacio de la envoltura para el
cual las proteinas fueron por lo tanto denominadas proteinas de vaina. Las proteinas
gue se localizan en el espacio de la envoltura son productos de escision de

ameloblastina. Por el contrario, la ameloblastina intacta, en el esmalte recién



formado mas externo, se acumula en las varillas de esmalte y no en el espacio de
la envoltura como lo hacen los productos de escision. Este fue el primer dato que
sugiere que la ameloblastina de longitud completa realiza una funcién en el frente
de mineralizacién y que desempefia una funcién diferente una vez que se extiende

y se acumula en el espacio de la envoltura.®

El bloque basico del esmalte es la varilla del esmalte, que consiste en los cristales
alargados, arreglados en paralelo con sus ejes c cristalograficos. Las varillas de
esmalte tienen aproximadamente 2-3 ym de diametro y estan envueltas en una fina
capa de matriz organica llamada vainas de varilla de esmalte. Aunque la matriz
organica esta presente a lo largo del espesor del esmalte, su concentracion es
mayor en la capa interna del esmalte, donde, ademas de las vainas del vastago,
estan presentes estructuras organicas mayores denominadas mechones de esmalte

en la interfase con la dentina.®

Contenido Mineral en el Esmalte Dental de Dientes Temporales

Los minerales son elementos inorganicos que siempre mantienen su estructura
guimica. Su biodisponibilidad es variable y va a depender de numerosos factores.
Los minerales no estan encargados de suministrar energia al organismo, sino que
tienen funciones reguladoras ademas de estructurales.

El contenido mineral del tejido 6seo y dentario son principalmente calcio, fésforo y
magnesio, controlan la composicién de los liquidos extracelulares (sodio, cloro),
intracelulares (potasio, magnesio y fésforo) y forman parte de enzimas y otras
proteinas que intervienen en el metabolismo.

Estos constituyen un 95 - 96% de la estructura dental, su contenido basicamente es
un fosfato calcico cristalino (hidroxiapatita). Esta composiciébn permite realizar
multiples sustituciones en las que encontramos: El calcio por magnesio, sodio,

potasio y fosfatos.



Estas sustituciones modifican la red cristalina del apatito, altera el tamafio cristalino,
afecta la dureza y disolucion y otras propiedades. Los microanalisis por exploracion
electronica del esmalte muestran que la concentracion de calcio y fosfato aumenta
ligeramente desde la unidn dentina-esmalte hacia la superficie del esmalte. Por lo
general el calcio se encuentra en un porcentaje mas alto en la zona superficial, lo
gue genera un porcentaje de calcio y fosfato mayor en el esmalte dental. En los
cristales de hidroxiapatita del esmalte los iones de calcio (Ca?*), fosfato (PO4%) e
hidroxilo (OH ~) permanecen unidos por enlaces ionicos, debido a sus fuertes cargas
eléctricas opuestas, estos iones pueden interactuar con las moléculas de agua, que
también tienen carga eléctrica. Estudios bioquimicos indican que las diferencias en
el contenido de calcio y fésforo entre el esmalte de dientes primarios y permanentes,
expresados en g/100 de tejido seco, son: 35.0 para el calcio y 18.5 para el fosforo

en los primarios y 36.4 para el calcio y 17.4 para el fésforo en los permanentes.

Dentro de los principales minerales del esmalte dental tenemos:
Magnesio

El magnesio (Mg) es el cuarto mineral mas abundante en el cuerpo humano, por
detras del calcio (Ca), potasio (K), y sodio (Na). Aproximadamente el 40% del Mg
presente en el organismo es extracelular, encontrandose casi el 60% restante en
huesos y dientes y menos de 1% en la circulacién.

En lo que al tejido 6seo y dentario se refiere, la mayor cantidad de Mg se encuentra
combinado con el Ca y fosforo (P) en los cristales de apatita. Alfrey y col.,
demostraron que el porcentaje de Mg 6seo de la superficie es rapidamente utilizado

para reemplazar otros déficits del tejido durante su deficiencia.

Calcio

El calcio, es el mineral mas abundante en el organismo, la mayor parte de este
mineral, la vamos a encontrar como componente clave en el hueso y dientes (99%),
mientras que el resto forma parte del liquido extracelular, intracelular y como

constituyente de diversos tejidos.



El Ca 6seo lo vamos a encontrar de dos formas:

- Ca intercambiable: constituye cristales amorfos de fosfato monocalcico poco fijado
al hueso y muy pequefio, facilmente intercambiable. Ante una subida en los niveles
de Ca se producira una deposicién facil y lo contrario ante un déficit transitorio,
movilizandose desde el hueso a la sangre. Representa un 1% aproximadamente del

calcio 6seo total.

- Ca en deposito: menos intercambiable. Se encuentra en forma de hidroxiapatita

combinado con sodio, magnesio, carbonatos y citratos.

Durante el primer trimestre de gestacion el depdsito de Ca es escaso, aumentando
a partir de este momento de forma gradual hasta los 20-30 gr que encontramos al
final de la gestacion.

La mineralizaciéon del diente se produce antes de la erupcion dentaria, en el interior
de los huesos maxilares. Durante este proceso, el Ca pasa de la circulacién
sistémica a través de los ameloblastos para después depositarse en la matriz de

esmalte, dénde sera incorporado en forma de cristal.

Fo6sforo

Es el segundo elemento mas abundante del cuerpo humano. Representa el 1%
(500-700 g) del peso corporal. ElI P, junto con el Ca, forma los cristales de
hidroxiapatita constituyendo de este modo, la fraccién mineral de los dientes, siendo
este el que va a funcionar como reservorio del organismo.

La concentracién plasmatica de P, es mas elevada en la infancia, disminuye
posteriormente con el crecimiento, para después estabilizarse en edad adulta a

partir de los 25 afios.”



Proceso de Mineralizacion del Esmalte

El desarrollo de los tejidos duros del diente es un proceso dinamico altamente
regulado que culmina con la formacién de estructuras mineralizadas complejas,
optimizadas para llevar a cabo funciones especificas. La hidroxiapatita que forma
los dientes tiene una estructura particularmente estable, sin embargo, durante la vida

del sujeto puede sufrir variaciones en su composicion elemental.

La composicion quimica del esmalte de los dientes primarios no difiere
significativamente de la composicion de las mismas estructuras en los dientes
permanentes. Sin embargo, las diferencias esenciales estan en el grado de

mineralizacién aunque existen datos contradictorios.

La mineralizacion del esmalte dental se ha observado que varia entre los diferentes
dientes presentes en la cavidad oral, por los que tiene gran importancia en la tasa

de difusion entre los dientes deciduos y los permanentes.

A nivel ultraestructural, el esmalte consiste en prismas de hidroxiapatita que
incorporan Ca en su composicién. Dentro de este tejido pueden darse ademas
diferentes reemplazos en la estructura elemental, por ejemplo, el Ca puede ser
reemplazado por Sodio (Na), Magnesio (Mg), Zinc (Zn); el grupo carbonato puede
sustituir al fosfato y el Fluoruro al hidroxilo. Estos cambios tendrian efecto

especialmente en cuanto a la solubilidad del esmalte a pH bajo.

Los cristales del esmalte se desarrollan rapida y homogéneamente a partir de su
forma inicial no mineralizada por el rapido flujo de iones de Ca y PO4 ocupando el
espacio, formado a medida que se pierde agua y sales minerales. Plate y Héling
describieron a lo largo de las microfibrillas de la dentina unas zonas polares
llamadas sitios activos donde el calcio y los grupos fosfatos se concentran sobre los

aminoacidos del colageno e inducen la nucleacion del cristal.

Las actividades de los organismos pueden influir en las reacciones de
mineralizacion. En la formacion del esmalte dental, los vertebrados superiores han

desarrollado un proceso de biomineralizacion que produce el material mas fuerte en



el mundo biolégico. El momento y la posicidon de la iniciacion del cristal y la estructura

cristalina, la forma y la orientacion han sido sometidos a control genético.

El control sobre la mineralizacion del esmalte es posible gracias a la formacion del
desarrollo de un compartimiento aislado dentro del 6rgano del diente. Este espacio
extracelular esta protegido de las influencias externas por dos laminas de células
que bloquean la infiltracion de iones incluso pequefios en la camara. Su
composicion esta determinada enteramente por las actividades secretoras y de
reabsorcion de las células que lo recubren. Las secreciones en la matriz deben ser
continuamente monitoreadas y variadas secuencialmente para satisfacer los

requerimientos dinamicos de un proceso de multiples etapas.

A medida que avanza la formacion del diente, las células del epitelio del esmalte
interno experimentan una serie de diferenciaciones progresivas. Los cambios en la
morfologia celular estdn asociados con actividades funcionales alteradas. Aunque
comprenden un continuo desarrollo, las células del epitelio del esmalte interno se

diferencian en ameloblastos de la fase pre secretora, de transicion y de maduracion.

Estos dos tipos de ameloblastos tienen una serie de propiedades distintivas. Los
ameloblastos tienen especializaciones membranosas colectivamente conocidas
como borde estriado que estan asociadas con las mitocondrias y estan implicadas
en la endocitosis. Debido a que estas células reabsorben la proteina y el agua de la
matriz del esmalte mientras que la suministran con iones calcio y fosfato, se han

descrito como células transportadoras.®

En general, la capa mineral durante la etapa de maduracion se caracteriza por una
disminucién abrupta de la materia organica de la matriz y el engrosamiento de los
cristalitos del esmalte, es decir, el crecimiento del cristal en la direccion

perpendicular al eje largo de la estructura apatitica.

Durante el desarrollo de los molares de los primates, los odontoblastos y los
ameloblastos se desarrollan mas rapidamente en la punta de la cuspide futura. Los
odontoblastos se diferencian en células columnares y secretan la predentina del

manto, que es rica en colageno tipo | y vesiculas de matriz.



La lamina basal se desintegra y es penetrada por procesos delgados de las células
epiteliales superpuestas. La interrupcion de la lamina basal se produce después de
gue los odontoblastos han comenzado a producir predentina, pero antes de la
aparicion de la calcificacion.

La estructura atomica de los cristales inorganicos se determina mediante el analisis
de los patrones de difraccién de rayos X para los cristales individuales. EI modelo
estructural mas cercano para el esmalte es la hidroxiapatita estequiométrica de
calcio (OHAp, por sus siglas en ingles). La estructura de cristal de rayos X de
hidroxiapatita sintética es conocida y se describe en una serie de revisiones
excelentes. La descripcion de un cristal se centra en la unidad de repeticion mas
pequefia, que se denomina célula unitaria. La célula unitaria de hidroxiapatita de
calcio tiene la férmula quimica Caio (PO4)s (OH)2. Las dimensiones y angulos de las
células unitarias del esmalte de los dientes, OHAp y fosfato octacélcico (OCP, por
sus siglas en ingles). El mineral de esmalte difiere de la hidroxiapatita ideal, ya que

incorpora HPOa.

Para describir la apatita del esmalte, por lo general comienza con la estructura de
OHAp y explica las diferencias en términos de vacantes y sustituciones con otros
iones describe la estructura de OHAp como siendo dominado por grandes iones
fosfato dispuestos en hojas de hexadgonos estrechamente empaquetados. Los iones
de calcio e hidroxilo mas pequefios encajan en los intersticios entre los iones fosfato,
causando sélo ligeras distorsiones en los hexagonos estrechamente colocados en
cuanto a la disposicion de los fosfatos. La estabilidad intrinseca del relleno de fosfato
probablemente explica la capacidad de la red de apatita para acomodar

sustituciones para los iones de calcio e hidroxilo.

En el esmalte dental, los iones fosfato experimentan la menor cantidad de
sustituciones, seguido de calcio e hidréxido (aceptando que HPOa2 ~ para POa43 "es
una modificacién en lugar de una sustitucion) Aproximadamente el 30% de los
grupos hidroxilo estan sustituidos con otros aniones tales como carbonato, fluoruro,

o cloruro.



Las similitudes superficiales entre OCP y OHAp plantean la posibilidad de que los
cristales de esmalte originales estén constituidos por fosfato octacalcico, que actua

tanto como superficie precursora como epitaxial para la deposicion de hidroxiapatita.

La proporcion de calcio y fosfato es de 1.67 en hidroxiapatita, 1.33 en fosfato
octacalcico y 1.625 en esmalte dental. Una intercalacion de OHAp y OCP podria
ayudar a explicar un valor menor de lo esperado de la relacion Ca-P y es compatible
con las dimensiones observadas de cristalizacion temprana del esmalte. El ndcleo
de OCP podria teéricamente hidrolizar, mientras que en el estado sélido, ha

hidrolizado de fosfato octacalcium (OCPH) y luego a OHAp.?

Otras Teorias

La cristalizacion de la HAP se inicia por la mineralizacion de un precursor de fosfato
de calcio amorfo (ACP, por sus siglas en inglés). Recientemente se propuso que los
iones de Magnesio (Mg) desempefian un papel critico en la estabilizacion de esta
fase ACP y la formacion del mineral HAP, donde los iones Mg superficiales retardan
el crecimiento de los cristales HAP, llevando a las cristalitas HAP de tamafio
nanomeétrico. El conocimiento de la distribucion de los iones Mg y la presencia del
precursor ACP en el esmalte dental humano maduro proporcionaria la informacion
necesaria para una mejor comprension de la amelogénesis y podria eventualmente
permitir el desarrollo de estrategias para potenciar la remineralizacion, ralentizar la
progresion o prevenir la caries, e incluso para restaurar el esmalte dental perdido.
Sin embargo, hasta hace poco, no ha sido posible observar la distribucion de los
iones Mg dentro de los nanocables HAP, a nanoescala en el esmalte dental

humano.1°
Desmineralizacion de los Dientes

La desmineralizacion del esmalte dental es de particular relevancia clinica, y varios
estudios han investigado las posibles diferencias entre la susceptibilidad del esmalte

primario (deciduo) y permanente a la erosion.



Los resultados han sido contradictorios, mostrando una mayor susceptibilidad del
esmalte deciduo a la erosion (50% mas pérdida mineral, y 30% de la profundidad
de la lesion), o no hay diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, el
esmalte primario presenta diferencias morfoldgicas: es menos mineralizado que el
esmalte permanente, y el coeficiente de difusidn es mayor en el esmalte primario
gue en el esmalte permanente. La densidad mineral total fue menor en las capas
mas externas, pero no mostré diferencias significativas cerca de la union esmalte
dentina. Los estudios de nano indentacion in vitro, combinados con microscopiade
fuerza atdmica en los primeros estadios de desmineralizacion, sugirieron que el
esmalte primario no era mas susceptible a la erosién, aunque se informé que era

estadisticamente mas suave y menos elastico.'!

Cambios durante el Proceso de Maduracion del Esmalte

Los cambios en la composicion de la matriz organica desde el esmalte secretor al
maduro fueron ampliamente estudiados en la década de 1970 por Robinson y
colegas quienes informaron varios hallazgos importantes. Especificamente,
analizaron la composicion de aminoacidos de la matriz de esmalte en diferentes
etapas de amelogénesis y mostraron que habia una pequefia fraccion de matriz de
esmalte depositada durante la etapa de secrecion que permanecia en su lugar
después de la maduracién, mientras que la fraccion mayor de la matriz de esmalte
secretor fue degradada durante la etapa de maduracion.

Ademas, los estudios inmunoquimicos mostraron que los anticuerpos contra la
fraccion de proteina de mechdn reaccionan con un material en vesiculas secretoras
de ameloblastos y con cuerpos multivasiculares en células de epitelio de piel. En
conjunto, los estudios anteriores sugieren fuertemente que una proteina con
caracteristicas similares a la queratina que esta presente en el esmalte maduro. Sin
embargo, la composicion exacta de la proteina de mechén ha permanecido
indeterminada, principalmente porque esta fuertemente reticulada y es insoluble en

una amplia gama de solventes.
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Los cristales del esmalte se desarrollan rapida y homogéneamente a partir de su
forma inicial no mineralizada por el rapido flujo de iones de Ca y PO4 ocupando el
espacio, formado a medida que se pierde agua y sales minerales. Plate y Héling
describieron a lo largo de las microfibrillas de la dentina unas zonas polares
llamadas sitios activos donde el calcio y los grupos fosfatos se concentran sobre los
aminoacidos del colageno e inducen la nucleacion del cristal.

El fosforo en la forma de fosfatos en los tejidos mineralizados es el mayor
componente de la hidroxiapatita. Hiller a través de sus investigaciones concluyo6 que
la relacion Ca-P es casi constante en el esmalte en desarrollo. En contraste, Glick
encontré que la relacibn Ca-P cambiaba con el grado de mineralizacion y mas

recientemente Lungren llego a las mismas conclusiones.

En el esmalte se postula la existencia de fosfato octocalcico como precursor de la
hidroxiapatita. A pesar de que la naturaleza de la apatita del esmalte se ha estudiado
de forma exhaustiva, todavia no se ha llegado a dilucidar si el cristal de apatita del
esmalte incluye precursores inmediatos en su proceso de formacion o si es apatita

ya desde su origen.'?

Cambios en el Esmalte Dental en Niflos Prematuros

Los nifios de muy bajo peso al nacer (VLBW, por sus siglas en inglés) faltan en el
periodo de mayor acumulacion de minerales que ocurre durante el dltimo trimestre
del embarazo y corren mayor riesgo de defectos del esmalte. Ningun estudio ha
descrito bien la relacién entre la nutricion neonatal y los resultados dentales en

neonatos pretérmino.

Aproximadamente el 1.5% de todos los nacidos vivos son neonatos VLBW y el 72%
sobreviven al alta. Las principales morbilidades médicas de estos lactantes se han
mantenido estaticas a pesar de una supervivencia mejorada que necesita servicios
de salud a largo plazo. La mayor parte de la investigacidon se ha centrado
principalmente en las morbilidades cronicas, tales como el desarrollo neurolégico,

la displasia broncopulmonar (DBP), la retinopatia de la prematuridad (ROP) y las

11



capacidades cognitivas. Los problemas de salud dental relacionados con la

prematuridad incluyen la hipoplasia del esmalte.

Esta formada por la mineralizacién de una matriz proteica, que comienzaalrededor
de 14-15 semanas de gestacion en el Utero y continla hasta la adolescencia tardia.
Los insultos durante este periodo dan lugar a defectos del desarrollo del esmalte
(DDE), que consisten en hipoplasia del esmalte y / u opacidad difusa y / o esmalte
demarcado. EI DDE es causado principalmente por una desregulacion en la
homeostasis del calcio que resulta de causas sistémicas prenatales o postnatales y

/ 0 causas locales como la intubacion endotraqueal en el periodo postnatal.

El 80% del calcio fetal y el fésforo se acumulan durante el tercer trimestre del
embarazo, y cantidades significativas de minerales se acrecen en el tejido dental
durante la vida intrauterina. Si bien el estado nutricional general es importante, la
biologia del desarrollo de los dientes y huesos indica la importancia del calcio y el

fésforo en la cristalizacién y mineralizacion del esmalte.
Biomarcadores de Nutricion

Los valores medios de fosforo, calcio sérico y fosfatasa alcalina estaban todos
dentro del rango normal en los grupos de casos y controles para la hipoplasia. Sin
embargo, los niveles medios de fésforo y calcio (mg / dl) fueron significativamente
menores en los casos de hipoplasia en comparacién con los controles (5.8 £ 0.6 vs
6.4 £ 0.8; 9.6 £ 0.3 vs 9.9 + 0.4, P <0.05, respectivamente) el nivel medio de
fosfatasa alcalina (U / L) fue significativamente mayor en los casos de hipoplasia en
comparacion con los controles (370.1 + 133.4 3 frente a 306.0 =+ 114.1, p <0.05).
Ademas, el niumero medio de eventos de hipocalcemia fue significativamente mayor
entre los lactantes en el grupo de hipoplasia en comparacién con el grupo de

control.13

Técnicas utilizadas en el estudio de la composicion del esmalte

En los dltimos afos, la tecnologia ha avanzado en los estudios biologicos,
brindandonos una gama de instrumentos y técnicas diferentes para realizar los

estudios pertinentes para realizar una investigacion detallada, por lo que existen
12



diferentes técnicas para poder estudiar la composicion quimica y mineral del

esmalte dental humano.

Espectroscopia de Bioimpedancia

La espectroscopia de bioimpedancia (BIS) puede definirse como la evaluacion de la
oposicion eléctrica dependiente de la frecuencia (tanto componentes reales como
imaginarios) al flujo de una corriente alterna a través de una muestra biolégica como
resultado de una tension eléctrica aplicada:

Se han utilizado en Odontologia, por ejemplo, en la estimacién de la longitud de los
conductos radiculares y para evaluar las propiedades fisicas de los dientes de los
tejidos duros, especialmente el esmalte y la dentina.

La disposicién consistia en un tazén de solucion salina con un soporte mecanico
gue sostenia el diente en posicion vertical permitiendo que la raiz del diente
estuviera en contacto con la solucion salina.

Se utilizaron dos electrodos en el experimento. Uno de esos electrodos era un
vastago de acero inoxidable en contacto con la solucién salina y el otro era un
electrodo de explorador de acero inoxidable que se utilizd para investigar las
superficies del diente. Para promover una baja impedancia de contacto entre el
diente y el electrodo explorador, se utilizd un gel salino en la punta de dicho

electrodo.

El método BIS alternativo es el que se basa en la respuesta de corriente de una
excitacion de paso de voltaje, siendo un método en el dominio del tiempo, es
equivalente a un método de espectroscopia en el dominio de la frecuencia porque
tedricamente una sefial de excitacion de un paso escanea todos los componentes
de la frecuencia. En resumen, el hardware del sistema aplica un voltaje escalonado
(900 mV) al diente y mide la respuesta de corriente utilizando un preamplificador de

corriente a voltaje y una tarjeta de adquisicion de 12 bits a 500 kHz.
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En el enfoque BIS, es necesario considerar un modelo eléctrico a la muestra
biologica en investigacion con el fin de lograr una expectativa tedrica de la respuesta
actual, que se utiliza para estimar los parametros eléctricos asociados a la

bioimpedancia.'*

Microscopia Electrénica

La microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) nos permite

estudiar en detalle la superficie y la estructura del EDH.

Para estudiar los cristales que conforman al prisma y debido a su escala
nanomeétrica, se usa un microscopio electrénico de transmision (TEM, por sus siglas
en inglés). Para observar el EDH con un TEM se requiere que la muestra de EDH
tenga un espesor de unos 10 nm aproximadamente, hay dos métodos de
preparacion para alcanzar estas dimensiones. Uno es hacer polvo el EDH y otro es
devastarlo hasta obtener las dimensiones requeridas. En el primer método, se usa
un esmeril o la pieza de mano para obtener el polvo del esmalte, que posteriormente
se deposita sobre una rejilla de cobre de 3mmde diametro, recubierta previamente

con una pelicula de plastico “colodion” y una pelicula delgada de carbén.

En el segundo método, se usan las técnicas metalogréaficas, como son los desgastes
con papel lija, pafios y el pulido a espejo con alimina. El pulido final se obtiene

erosionando atomicamente por medio de un haz iénico “ion milling”.

El tipo de estudio que se quiera hacer marca la diferencia para el método de
preparacion de una muestra, el método de polvo permite hacer el estudio estructural
y quimico de cristales individuales. Por otro lado, el método metalografico permite,
ademas los estudios de la interface entre los cristales y el de interacciones entre

estos.1®
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Planteamiento del Problema

El 80% del calcio fetal y el fésforo se acumulan durante el tercer trimestre del
embarazo, y cantidades significativas de minerales se acrecen en el tejido dental
durante la vida intrauterina. Si bien el estado nutricional general es importante, la
biologia del desarrollo de los dientes y huesos indica la importancia del calcio y el

fésforo en la cristalizacion y mineralizacion del esmalte.

La relacion Calcio-Fésforo (Ca-P) es importante ya que nos da el grado de
mineralizacion del diente; sin embargo, existe escasa literatura en dientes

temporales.

¢, Cudl es la relacion Ca-P en dientes temporales?
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Hipotesis
Hipotesis de Trabajo

La relacion Ca-P en dientes temporales sera menor que la reportada en

Hidroxiapatita pura.

Hipotesis nula

La relacion Ca-P en dientes temporales no sera menor que la reportada en

Hidroxiapatita pura.
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Objetivos

Objetivo general

e Determinar la relacion Ca-P del esmalte humano de dientes temporales

Objetivos especificos
e Obtener el porcentaje atdmico de calcio del esmalte de dientestemporales
e Evaluar el porcentaje atomico de fosforo del esmalte de dientestemporales

e Comparar la relacion calcio-fésforo del esmalte de dientes temporales con
otros estudios.
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Justificacion

La importancia de esta investigacion radica en identificar el contenido mineral en el
esmalte temporal, ya que actualmente se esta implementando la Odontologia
minimamente invasiva, la cual interviene en los procesos de mineralizacion dentaria
y acorde a los resultados obtenidos permitira establecer estrategias de prevencion
contra la caries dental.
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Material y Métodos

Disefo de Estudio

El presente es un estudio experimental, en el cual se incluyeron un total 30 dientes
temporales obtenidos al momento de su exfoliacion, con previo consentimiento

informado (Anexo I- Ay | -B).
Criterios de inclusion.

Dientes temporales, sanos.

Criterios de exclusion
Dientes temporales con caries

Fracturas o dafios evidentes de la pieza dental durante la extraccion.

Criterios de eliminacién

Dientes temporales que presentaron fracturas durante el corte de las muestras.

Variables de Estudio
Independientes

Esmalte de dientes temporales
Dependientes

Relacioén calcio/ fosforo del esmalte.
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Variables independientes

Variables Definicién conceptual Definicidon operacional Tipo de | Escalade
variable medicién
Diente estructura anatémica | Dientes temporales Cuantitativa discreta
calcificada que se localizaen la
cavidad oral de mudltiples
especies de vertebrados y que
tiene como principal funcion la
masticacion
Esmalte es una cubierta compuesta por cualitativa nominal
dental hidroxiapatita, de gran pureza,
que recubre la corona
de los 6rganos dentarios
Variables dependientes
Variable Definiciéon conceptual Definiciéon operacional Tipo de | Escala de
variable medicién
Calcio Es un elemento quimico, de | Elemento constituyente del esmalte, | Cuantitativa Razén at%
simbolo Ca y de nimero atémico 20. el cual es determinado por | continua
espectroscopia de rayos X por
dispersion de energia
Fosforo Elemento quimico cuyo simbolo es Py de Elemento constituyente del esmalte, el Cuantitativa Razén at%
ndmero atéomico 15 cual es determinado por espectroscopia | continua
de rayos X por dispersion de energia
Relacién Relacion establecida entre la | Se obtiene al dividir el porcentaje Cuantitativa Razon at%
molar Ca/P concentracion de Ca y Fosforo atémico de calcio entre el porcentaje continua
atémico del fosforo
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Procedimientos

Preparacion de la Muestra

Los tejidos blandos de las piezas dentarias fueron removidos con una hoja de bisturi,
para eliminar los restos de sangre se utiliz6 agua destilada. Posteriormente las
muestras se almacenaron en una solucion de timol al 0.1% (W/ vol) a 4°C hasta su
uso. Después se procedié a eliminar la raiz hasta la union cemento-esmalte con
discos de diamante (BesQual, USA) y un motor de baja velocidad (Brasseler, USA),

irrigando con agua destilada para evitar la deshidratacion de las muestras.

Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (EDS por sus siglas en

inglés)

Los 6rganos dentarios se dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez concluido
el proceso de secado las muestras se fijaron a una platina de aluminio con una cinta
adhesiva de carbon (SPI Supplies, USA), para posteriormente determinar el
porcentaje en peso de calcio (Ca), fésforo (P) en el Espectroscopio de Rayos X por

Dispersion de Energia (ThermoNoran Superdry, USA).

Andlisis Estadistico

Los datos se analizaron en el paquete estadistico SPSS 20 IBM, (New York, NY,
USA). Se obtuvo la media y desviacion estandar del porcentaje atémico de calcio y fosforo,
asi como de la relacion Ca-P.
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Implicaciones Bioéticas

Para llevar a cabo el presente trabajo se consideraron los aspectos éticos de la
investigacion en seres humanos, de acuerdo a los principios de la declaracién de
Helsinki y a los vertidos en el reglamento de la ley General de Salud en Materia de

Investigacion.

Por tratarse de una investigacion con riesgo minimo, y de acuerdo al Titulo
Segundo, De los Aspectos Eticos de la Investigacién en Seres Humanos Capitulo |,
articulo 23 que menciona que, en el caso de investigaciones con riesgo minimo, la
Comision de Etica, por razones justificadas, podra autorizar que el consentimiento
informado se obtenga sin formularse por escrito, y tratandose de investigaciones sin

riesgo, podréa dispensar al investigador la obtencion del consentimiento informado.
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Resultados

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos del contenido mineral, para el
calcio, fosforo y la relacién Calcio-Fésforo. El porcentaje atdmico de Fésforo fue de

53.52 + 6.938 y el porcentaje atomico de calcio fue de 46.49 + 6.931.

Se observa que la relacion Ca-P del esmalte de los dientes temporales fue de 0.90.

Tabla 1. Promedio y desviacion estandar del porcentaje atdbmico (at%) para fésforo,

calcio y relacion Ca-P en esmalte dental temporal.

P Ca Ca/P
53.52 46.49 0.90
+ + +
6.938 6.931 0.24
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Discusion

El esmalte dental es el tejido humano mineralizado mas duro, se compone casi
exclusivamente (mas de 95% en peso) de hidroxiapatita [Ca1o(PO4)s(OH)2,HAP],
con elementos traza incorporados. Sin embargo, el esmalte es también poroso, con
un componente inorganico que representa sélo 87% del volumen total. Este hecho
significa que aproximadamente 13% del volumen del esmalte se compone de
material organico (matriz). Esta matriz organica, rica en proteinas, esta constituida
principalmente por agua (11% del volumen total del esmalte).’

Como ya es hien sabido el contenido mineral del tejido 6seo y dentario se basa
principalmente en la cantidad calcio, fésforo y magnesio, los cuales controlan la
composicién de los liquidos extracelulares (sodio, cloro), intracelulares (potasio,
magnesio y fésforo) y forman parte de enzimas y otras proteinas que intervienen en
el metabolismo.

Estos macro minerales constituyen un 95 - 96% de la estructura dental, su contenido
basicamente es un fosfato calcico cristalino (hidroxiapatita). Dicha composicion
permite realizar multiples sustituciones en las que encontramos: El calcio por

magnesio, sodio, potasio y fosfatos.’

Ca y P son dos elementos bioldgicamente abundantes, y el P es un elemento
compartido por el coldgeno que dirige la precipitacién biomineral. La apatita es una
“sal poco soluble”, por lo que constituye un depdsito seguro para Cay P para su uso
durante otras funciones biolégicas. Las propiedades de la apatita se pueden
adaptar, en cierta medida, por medio de su capacidad de aceptar una gran variedad
de sustituciones quimicas, cada una de las cuales afecta sus propiedades quimicas
y fisicas. La propiedad mas importante es la amplia sustitucion de carbonato que
presenta la apatita, lo cual controla la tension de la estructura, la solubilidad, la
naturaleza de la sustitucion y, tal vez, el tamafio maximo de cristales de apatita. 1’
El desarrollo de los tejidos duros del diente es un proceso dindmico altamente
regulado que culmina con la formacion de estructuras mineralizadas complejas,

optimizadas para llevar a cabo funciones especificas. La hidroxiapatita que forma
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los dientes tienen una estructura particularmente estable sin embargo, durante la vida

del sujeto puede sufrir variaciones en su composicion elemental.”

La composicion quimica y la mineralizacion del esmalte dental se ha observado que
varia entre los diferentes dientes presentes en la cavidad oral. EI grado de
mineralizacion y el contenido quimico del esmalte, se ha demostrado en los ultimos
afos, que tiene gran importancia en la tasa de difusion entre los dientes deciduos y

los permanentes.'®

Fischer y col. (2013) estudiaron los cambios que, con la edad, se producian en la
concentracion de elementos en los dientes deciduos. Para ello evaluaron 45 dientes
caducos de nifios y nifias de 5-14 afios sanos y con un estilo de vida saludable.
Observaron que las concentraciones de todos los metales disminuian con la edad

del sujeto.®

En la actualidad se presentan con mas frecuencia casos con alteraciones en la
mineralizaciéon del esmalte por lo que es importante considerar el factor de
nacimientos prematuros, tomando en cuenta que la mineralizacion de los dientes
deciduos comienza durante el tercer mes de embarazo, culminando dicho proceso
alrededor de los 12 meses después del parto a término (37-40 semanas de

gestacion).*®

Rythén y col. (2010) evaluaron el contenido mineral, del esmalte y dentina, de 17
dientes primarios provenientes de 14 nifios con una edad gestacional menor de 29
semanas, comparando los hallazgos obtenidos con 36 dientes caducos de nifios
nacidos a término. Los dientes de los primeros mostraron un aumento en el
porcentaje en peso (wt%) carbono (C), una disminucién del Ca, y una baja en la
relacion Ca/P asi como del Ca/C en la parte mas externa del esmalte, (cerca de la
superficie: 32.72 vs. 34.70; p = 0.040) y valores mas altos para el carbono. No hubo
diferencias en la composicion quimica entre los dientes de los dos grupos con
respecto a los valores de fosforo.

La relacién Ca / P fue bastante constante, sin embargo, fue ligeramente mas baja

en el esmalte de dientes de nifios pretérmino, siendo significativamente mas baja
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en las dos ubicaciones debajo de la superficie (1.89 vs. 2.00, p = 0.026; y 1.92 vs.
2.01, p = 0.047). La relaciéon Ca / C fue menor en la superficie.?°

En comparacion con el presente estudio se muestra que los valores para el Cay el
P fueron menores tanto en los dientes de nifios prematuros como en los del grupo
control, en cuanto a la relacion calcio-fosforo, obtuvieron una relacién mas alta que
en el nuestro; sin embargo, la técnica de medicion fue diferente ya que en este
estudio se realiz6 mediante EDS y Rhyten lo realizé mediante microanalisis por

rayos X (XRMA, por sus siglas en ingles).

El fosforo en la forma de fosfatos en los tejidos mineralizados es el mayor
componente de la hidroxiapatita. Hiller a través de sus investigaciones concluy6 que
la relacién Ca-P es casi constante en el esmalte en desarrollo. En contraste, Glick
encontré que la relacién Ca-P cambiaba con el grado de mineralizaciébn y mas
recientemente Lungren llegé a las mismas conclusiones?!? en el presente estudio se
obtuvo unarelacion Ca-P de dientes temporales menor a la de la hidroxiapatita, pero
de igual manera esta relacion se mantuvo desde 0.43 hasta la mas alta que fue 1.33,
en comparacion con la de la hidroxiapatita que es de 1.67.

En un estudio realizado por Alcantara-Galeana et al., en el cual sometieron dientes
temporales a un grabado &cido y posteriormente colocaron diferentes agentes
adhesivos encontraron que en dientes temporales no tratados con grabado acido
tenian valores de Ca de 16.2 + 2.6, P de 9.9 + 1.1, muy por debajo del presente
estudio y una relacion Ca-P de 1.6 = 0.1 la cual fue mas alta, que en este estudio.
Sin embargo, los dientes sometidos a un grabado acido presentaron las diferencias
mas notables y significativas en la composicion quimica entre todos los grupos. El
C en% disminuyd, mientras que O y P en% aumentaron con respecto al grupo de
control. Sin embargo, la relacion Ca en% y Ca-P se mantuvo estable. El acido
fosforico induce una disminucién tanto en el contenido de carbonatos del apatito del
esmalte como en la formacion de iones HPOa.

En el dltimo grupo el cual fue irradiado con laser Er:YAG a alta densidad de energia
(19.1 J / cm?), la composicién quimica fue similar al grupo de control en% de todos

los elementos evaluados. Sin embargo, la relacion Ca -P aumentd. A pesar de que
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no hubo una reduccién significativa de P en%, este valor fue suficiente para
aumentar la relacion Ca-P cercana a 1.9, que excedio el valor estequiométrico de la
hidroxiapatita.'®

Zamudio-Ortega y col.'’ reportaron relaciones Ca-P de 1.45 + 0.11 hasta 1.53 +
0.10 en esmalte de dientes temporales libres de caries, sin encontrar diferencias
significativas entre grupos previo a la irradiacion con laser Er:YAG. La menor
relacion Ca-P, encontrada en el presente trabajo pudiera explicarse por posibles
diferencias en la alimentacién de los sujetos y por tanto en su estado nutricion
pudiera incidir en el contenido mineral del esmalte.

Sus resultados sugieren que la irradiacion laser empleada puede producir cambios
quimicos en el esmalte que mejoran su contenido mineral reflejado por un
incremento de la relacion Ca-P. La relaciébn molar Ca-P se considera un indicador
de mineralizacion confiable que permite establecer patrones de comportamiento,
independientemente de las variaciones en otros elementos en los dientes,17 por
lo que la comparacion realizada es viable.

Si bien los valores diagnoDent de la muestra se encontraron dentro de la categoria
de diente sano, los datos obtenidos en nuestro estudio revelaron que la relacién Ca-
P de los diente temporales examinados fue menor que la encontrada en la
hidroxiapatita pura, por lo que podria existir una mayor posibilidad de desarrollo de
caries dental si los sujetos presentasen otros factores predisponentes por lo que se
sugiere que aun en pacientes con dientes sanos se implementen protocolos de

prevencion que permitan conservar su salud bucal.
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Conclusiones

De la presente investigacion se concluye que la relaciéon Ca-P en esmalte de dientes
temporales de la muestra estudiada fue menor que la de la hidroxiapatita pura, con
un menor grado de mineralizacion que debe reforzase con medidas preventivas
contra la caries dental en la poblacion infantil, para asi poder disminuir la incidencia

y prevalencia de las mismas en cada paciente.
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INTRODUCCION: El esmalte humano es el tejido que cubre la corona del diente, es
el mas duro y mineralizado del cuerpo humano, con una dureza entre la del hierro,
el acero y al carbono, pero con mayor elasticidad. Se compone de 96% de material
inorgénico, 3% de material organico y 1% de agua. Esta combinacién de proteinas,
agua y una fase mineral altamente anisotropica, nanoestructurada, conduce a una

combinacion Unica de resistencia y tenacidad.

La parte inorganica del esmalte se conforma principalmente de un fosfato célcico
llamado hidroxiapatita (HA), la cual es una apatita carbonatada no estequiométrica,
gue presenta impurezas de sodio, magnesio y cloro, principalmente.

La relacién Calcio-Fésforo (Ca-P) ha sido considerada como un indicador confiable
de la mineralizacibn que permite establecer patrones de comportamiento y
comparaciones, ya que representa una relacion independiente de la presencia o
ausencia de otros elementos. La hidroxiapatita estequiométrica, presenta una
relaciéon Ca-P de 1.67. Algunos autores mencionan que la relacién Ca-P es casi
constante en el esmalte en desarrollo, mientras que otros han reportado que cambia
con el grado de mineralizacion. En comparacion con los dientes permanentes, los
temporales se distinguen por presentar un menor grosor de esmalte y mayor
porosidad, menor grado de mineralizacion, mayor contenido organico y ser mas
permeables, factores a considerar en el desarrollo de la caries dental. Sin embargo,
en la actualidad existen escasos reportes respecto a la relacion Ca-P en el esmalte

deciduo.
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OBJETIVO: Determinar la relaciéon Ca-P del esmalte humano de dientes temporales

METODOS: Estudio experimental, se incluyeron 30 dientes temporales sanos
valores DIAGNOdent 0-13. Se determiné el porcentaje atémico (%at) de calcio (Ca)
y fésforo (P) en el Espectroscopio de Rayos X por Dispersion de Energia,
posteriormente se obtuvo la relacion Ca-P. Se utilizé estadistica descriptiva (media

y desviacion estandar).

RESULTADOS: el esmalte de dientes temporales, mostro 46.49 %at de Ca 'y 53.52

%at de P, asi como una relacién Ca-P de .90 + 0.24.

CONCLUSIONES: La relacion Ca-P del esmalte de dientes temporales presento
valores muy por debajo de la hidroxiapatita estequiométrica, lo cual podria ocasionar

una mayor susceptibilidad a caries dental.
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ANEXOS

Medicion del porcentaje atomico (%at) para Fosforo, calcio y relacion Ca-P, del

esmalte temporal
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% at Ca

Ca-P
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Universidad Autbnoma del Estado de México

Toluca, México, 30 de Enero de 2019

Dr. en Est. VICTOR HUGO TORAL RIZO ]
COORDINADOR DE POSGRADO Y MAESTRIA

PRESENTE

La que suscribe, C.D. Liliana Carbajal Palacios, pasante de la Especialidad en
Odontopediatria, solicito a usted de la manera mas atenta, la autorizacion para llevar
a cabo la impresion de tesis derivada del proyecto terminal que lleva por titulo:
Relacion Calcio-Fésforo en esmalte de dientes temporales”, que se realizé bajo la
tutoria de la DRA. EN O. ROSALIA CONTRERAS BULNES y la DRA. EN C.S.
LAURA EMMA RODRIGUEZ VILCHIS, para asi continuar con los tramites de
liberacidn y obtencion del grado académico.

Sin otro particular y esperando respuesta favorable, le envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE

C.D Liliana Carbajal Palacios
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COORDINADOR DE POSGRADO Y MAESTRIA

PRESENTE

Por este conducto nos permitimos informar a usted que la alumna C.D Liliana
Carbajal Palacios con niumero de cuenta 0641251, de la Décimo Octava Generacion
de la Especialidad en Odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la UAEMex,
ha concluido su proyecto terminal “Relacién Calcio-Fosforo en esmalte de diente
temporales”, por lo que puede continuar con los tramites correspondientes para
obtener el diploma de Especialista de Odontopediatria.
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Dra. En O. Rosalia Contreras Bulnes
Directora del Proyecto Terminal

Dra. En. C.S Laura Emma Rodriguez Vilchis
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