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Resumen y Summary




Resumen

Objetivo. Determinar la morfologia, composicién quimica, estructura y las fases cristalinas caracteristicas de la
superficie del esmalte de los dientes temporales humanos sanos y evaluar los cambios morfol6gicos y quimicos
producidos en éste por la irradiacién con laser Er:YAG, la aplicacién de fluoruro, el tratamiento combinado y la
disolucion acida in vitro. Antecedentes. La caries dental es la enfermedad crénica mas comun en la infancia y el
conocimiento profundo del esmalte temporal sano es requerido para mejorar las estrategias de prevencion y
tratamiento, incluyendo la sintesis de nuevos materiales bioactivos. El laser Er:YAG ha sido propuesto como una
potencial estrategia preventiva, pero existe escasa informacion concerniente al esmalte temporal. Material y
Métodos. Fase |. El esmalte de 30 dientes temporales humanos fue examinado mediante: Microscopia Electronica de
Barrido (SEM), Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (EDS), Difraccién de Rayos X de Polvos
(XRD), Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) y Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X
(XPS). Las diferencias quimicas entre incisivos y caninos fueron evaluadas estadisticamente mediante el Test U de
Mann-Whitney (p<0.05). Fase II. Ochenta muestras de esmalte fueron asignadas a ocho grupos (n=10): G1, control;
G2, G3 'y G4, irradiacion con laser Er:YAG a 7.5, 12.7 and 39.8 J/cm?, respectivamente; G5, aplicacién de fluoruro;
G6, G7 y G8, irradiacion a las densidades previas + aplicacion de fluoruro. La morfologia fue evaluada mediante
microscopia electrénica de barrido y la composicion quimica fue determinada mediante espectroscopia de rayos X
por dispersién de energia antes del tratamiento (BT), después del tratamiento (AT) y después de la disolucién acida
(AAD). ANOVA de una via y de medidas repetidas fueron utilizadas (p<0.05) para el andlisis estadistico.
Resultados. Fase I. Tres patrones de esmalte fueron observados. Las relaciones Ca/P fueron 1.37 y 1.03 mediante
EDS y XPS, respectivamente. El tamafio de cristalita fue 210.82+16.78 A. La relacion promedio entre Ca unido a
fosfato y Ca unido a hidroxilo fue aproximadamente 10:1. Fase Il. La morfologia de las superficies irradiadas
incluyé crateres, prismas expuestos, fracturas y fusién. No existieron modificaciones morfolégicas después de la
aplicacion de fluoruro y tampoco AAD. Quimicamente, AT: el porcentaje atémico (%at) de C disminuyd en G3, G4
y G8; el %at de O disminuyé en G5-G8; el contenido de F fue mayor para G7; los elementos traza se mantuvieron
por debajo de 1.0 %eat; el %at de Ca aumentd en G4, G7 y G8; incrementos en el %at de P en G4 y G8; Ca/P
aumentd en G4, G7 y G8. AAD: el %at de F cay6 a 0.00 en G5-G8; el %at de P se increment6 en G7. Conclusiones.
Fase I. El esmalte mostro dos patrones principales (“principalmente liso con algunos surcos” y “abundantes
microporosidades™) y un patron secundario (“prismas expuestos”). Ligeras variaciones entre las relaciones molares
Ca/P encontradas mediante EDS y XPS sugieren diferencias en el contenido mineral desde la superficie del esmalte
hacia el interior. Las fases cristalinas encontradas fueron hidroxiapatita y apatita carbonatada, con mayor
incorporacién de carbonato tipo B. Fase Il. Los cambios morfolégicos del esmalte irradiado con Er:YAG incluyeron
dafios desde leves hasta severos. Las condiciones empleadas en este estudio no son recomendadas para la prevencion
de caries de dientes temporales. La densidad de energia del laser Er:YAG produjo cambios quimicos en el esmalte

que mejoraron su estructura. La disolucién &cida removio fluoruro de la superficie del esmalte.




Summary

Objective. To characterize the enamel surface of human sound deciduous teeth in terms of morphology, chemical
composition, structure and crystalline phases and evaluate the morphological and chemical changes on it produced
by Er:YAG laser irradiation, fluoride application, combined treatment and acid dissolution in vitro. Background.
Dental caries is the most common chronic disease in childhood and deep knowledge of the sound deciduous enamel
is required to improve the prevention and treatment strategies, including the synthesis of new bioactive materials.
Er:YAG laser has been proposed as a potential preventive dental caries strategy, but here is quite scarce information
regarding deciduous enamel. Material and Methods. Phase I. The enamel of 30 human deciduous teeth was
examined by: Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy (EDS), X-ray Powder
Diffraction (XRD), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS).
Chemical differences between incisors and canines were statistically evaluated by Mann-Whitney U Test (p<0.05).
Phase I1. Eighty enamel samples were assigned to eight groups (n=10): G1, control; G2, G3 and G4, Er:YAG laser
irradiation at 7.5, 12.7 and 39.8 J/cm?, respectively; G5, fluoride application; G6, G7 and G8, irradiation at previous
densities + fluoride application. Morphology was evaluated by scanning electron microscopy and chemical
composition determined by energy dispersive X-ray spectroscopy before treatment (BT), after treatment (AT) and
after acid dissolution (AAD). One-way and repeated measures ANOVA were used (p<0.05). Results. Phase I. Three
enamel patterns were observed. Ca/P ratios were 1.37 and 1.03 by EDS and XPS, respectively. Crystallite size was
210.82+16.78 A. Mean ratio between Ca bonded to phosphate and Ca bonded to hydroxyl was approximately 10:1.
Phase Il. The morphology of lased surfaces included craters, exposed prisms, fractures and melting. No
morphological modifications appeared after fluoride application, neither AAD. Chemically, AT: C atomic percent
(at%) decreased in G3, G4 and G8; O at% decreased in G5-G8; F content was higher for G7; trace elements
remained under 1.0 at%; Ca at% increased in G4, G7 and G8; increments in P at% of G4 and G8; Ca/P increased in
G4, G7 and G8. AAD: F at% dropped to 0.00 in G5-G8; P at% increased in G7. Conclusions. Phase I. Enamel
showed two main patterns (“mostly smooth with some grooves” and “abundant microporosities”) and a secondary
pattern (“exposed prisms”). Slight variations among the Ca/P molar ratios found by EDS and XPS, suggest
differences in the mineral content from the enamel surface to the interior. Crystalline phases found were
hydroxyapatite and carbonate apatite, with major type B carbonate incorporation. Phase Il. Morphological changes
of Er:YAG irradiated enamel were from mild to severe damages. Conditions employed in this study are not
recommended for deciduous caries prevention. Er:YAG energy density influenced chemical changes in enamel to

enhance its structure. Acid dissolution removed fluoride from enamel surface.




Antecedentes




1. Antecedentes
1.1. Denticién Temporal
1.1.1. Generalidades de la Denticion Temporal Humana

La denticion temporal, también denominada decidua, primaria o de leche, esta constituida por 20
organos dentarios: 4 incisivos, 2 caninos y 4 molares en cada arcada. Los dientes son de menor
tamario y tienen un color mas blanco que aquellos de la denticion permanente, pero tienen raices
més largas y delgadas para albergar entre ellas los gérmenes de los dientes definitivos.®
Asimismo, los dientes temporales tienen una menor proporcion de la dentina coronaria en
relacion al volumen pulpar; cuernos mas altos y agudos; cuello con contriccion; piso cameral

delgado; y conductos estrechos y curvos, a diferencia de los permanentes.?

La denticion primaria se origina cerca de la sexta semana de desarrollo embrionario, a partir de la
lamina dental epitelial primaria (de origen ectodérmico) que es una invaginacién en forma de
herradura del epitelio bucal hacia el mesénquima subyacente de cada maxilar. A partir de este
momento comienza a incorporarse en su estructura el mesodermo y ulteriores procesos de
proliferacion e histodiferenciacién conducen al crecimiento y desarrollo de los gérmenes

dentarios.®

La distribucion de los dientes deciduos en cada hemiarcada y su cronologia aproximada de

erupcion son las siguientes:*

e Un incisivo central, el primer diente que hace erupcion mas o menos a los 6 meses de edad,
aungue en algunos lactantes esto ocurre hasta los 12 6 13 meses.

e Un incisivo lateral, que erupciona alrededor de los ocho meses.

e Un canino, que aparece alrededor de los 15 meses.

e Dos molares, el primero de los cuales erupciona entre los 10 y los 19 meses y el segundo hace

erupcion entre los 20 y los 31 meses.




1.1.2. Caracteristicas del Esmalte Temporal

El esmalte dental es el tejido mas duro del cuerpo humano y esta muy mineralizado, es alrededor
del 96% en peso mineral, 3% agua y 1% organico.> La parte mineral o inorganica se compone, en
su mayor parte de cristales de hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),] y la parte organica esta
compuesta por proteina.’ La hidroxiapatita que lo compone es una apatita calcica carbonatada no
estequiométrica en forma de cristales que se organizan en bastoncillos o prismas (unidades
estructurales del esmalte) que miden 4 um de ancho por 8 um de largo, los cuales se extienden a
través de todo el espesor del esmalte desde la unién amelodentinaria hasta la superficie libre del

diente.*

Los dientes primarios se distinguen de los permanentes por los llamados “caracteres de la
denticion”, entre los cuales se destacan los siguientes rasgos histologicos concernientes al
esmalte:

e El esmalte deciduo tiene un menor grosor que el de los dientes permanentes.? "

e EIl esmalte de los dientes temporales estd mineralizado en menor grado que el de los
permanentes.’

e El esmalte deciduo tiene un mayor contenido organico.?®

e Los dientes primarios tienen un mayor volumen de poros en el esmalte.*

e Como consecuencia de las caracteristicas anteriores, los dientes temporales son mas
permeables.’

e Las piezas temporales presentan con mayor frecuencia zonas libres de prismas (aprismaticas)
en el esmalte de una profundidad de 20-80 um, las cuales aparecen en las Gltimas etapas de la
amelogénesis.

e En los dientes temporales, los prismas del esmalte del tercio gingival de la corona se
extienden en direccion oclusal a partir de la union amelodentinaria, mientras que en los

dientes permanentes se encuentran en direccion cervical.’




1.2. Caries Dental

1.2.1. Conceptoy Etiologia de la Caries Dental

La caries dental es una enfermedad infecciosa de etiologia multifactorial que involucra a los
microorganismos cariogénicos, la dieta y la susceptibilidad del huésped.® Es concebida como un
proceso patoldgico dinamico en el que existen periodos de desmineralizacion de los tejidos duros
del diente debido a la presencia de metabolitos bacterianos que producen cambios a nivel

molecular e inclusive destruccién tisular, alternando con periodos de remineralizacién.™®

La desmineralizacién o destruccion del diente por la accién del &cido generado en la placa,
usualmente comienza en el esmalte, procede en la dentina que esta por debajo y finalmente
ocurre en la pulpa.** Cuando el pH de la placa dental disminuye, los iones de hidrégeno fluyen
por los poros que circundan a los cristales de hidroxiapatita, provocando la difusion de calcio y
fosfato del esmalte subsuperficial hacia el exterior; sin embargo, debido a que la concentracion de
calcio y fosfato en los fluidos orales es alta, algunos iones de calcio y fosfato precipitan de nuevo
en la superficie del esmalte afectado.’? Este proceso de remineralizacion ocurre mediante el
crecimiento de los cristalitos de hidroxiapatita,* pero cuando la reposicion de los minerales es

més baja que la pérdida neta de éstos, se desarrolla la caries dental.**

Las personas con caries dental pueden verse afectadas en la masticacién, la digestion y la
fonacidn, ademas de que la enfermedad usualmente cursa con dolor intenso y constituye una de

las principales causas de pérdida dental.™

La calidad de vida del enfermo puede verse
comprometida en la esfera personal con sentimientos de verglienza y ansiedad, en la convivencia

social e inclusive en el &mbito econémico.®
1.2.2. Prevalencia
La caries dental representa un gran problema de salud en la mayoria de los paises

industrializados, afectando a un 60-90% de los nifios en edad escolar y a la mayoria de los

adultos, y se espera que su incidencia aumente en algunos paises en vias de desarrollo en los que
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existe un incremento pronunciado en el consumo de azUcares, aunado a la falta de exposicion a

los fluoruros.’

En una encuesta realizada en 1988 a escolares del Distrito Federal con edades entre 5y 12 afios,
se observo una prevalencia general de 90.5% y de 88.6% en nifios de 6 afios, tomando en cuenta
6rganos dentarios tanto temporales como permanentes.’® Posteriormente, en México se
implement6 la fluoracion de la sal de mesa como método preventivo de la caries dental, y
probablemente debido a esto y a otros factores como el uso de dentifricos y enjuagues fluorados,
en algunas zonas del pais se observo una clara reduccion en el indice de dientes cariados,
perdidos y obturados (CPOD).* Sin embargo, varios estudios muestran que los indices de caries,
la prevalencia y las necesidades de tratamiento restaurador contindan siendo elevados en la
poblacién mexicana infantil y adolescente de ciertas regiones.?* De acuerdo con las estadisticas
del Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales 2009 (SIVEPAB), la
prevalencia de caries a nivel nacional en la poblacion adulta fue de 96.4% y en pacientes de 6

afos la media fue de 75.4%.%

1.2.3. Caries en Dientes Temporales y su Valor Predictivo en la

Denticién Permanente

El esfuerzo en el tratamiento preventivo y curativo de la caries en los dientes temporales debe ser
constante, ya que existe una amplia gama de problemas que pueden desencadenarse en el nifio
enfermo. En casos extremos, como en la caries rampante de la denticidn decidua, la destruccion
masiva de los 6rganos dentarios puede ocasionar deterioro de la apariencia estética, dificultades
en el habla, maloclusion y defectos en la masticacién.?” En otros procesos cariosos, los problemas

secundarios pueden ser menos severos, pero no menos significativos.

Clarke y colaboradores?® encontraron signos de malnutricién en los datos de peso, estatura,
indicadores antropométricos y examenes de laboratorio de nifios de 2 a 6 afios de edad que
cursaban con Caries de la Infancia Temprana Severa (CITS); la mayoria presentaba evidencia de
ingesta inadecuada de hierro, con potenciales efectos adversos permanentes en el crecimiento y el

desarrollo ocasionados por la deficiencia de este elemento.
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En una investigacion realizada en China por Li y Wang % se examinaron 362 nifios de 3 a 5 afios
en 1992 y posteriormente en 2000, reportando una asociacion estadisticamente significativa entre
la experiencia de caries en los drganos dentarios temporales y los permanentes (p<0.01),
proponiendo que el status de caries en la denticion primaria podria ser utilizado como un
indicador de riesgo para predecir la caries en la denticién permanente. También existen varios
estudios realizados en escolares de la Ciudad de Campeche en los que se concluye que existe una
30, 31

fuerte asociacion entre la presencia de caries en la denticién primaria y permanente,

reportando valores de odds ratio (OR) hasta de 6.02 en nifios de 6 a 13 afios.?

Skeie y colaboradores® demostraron que la aparicion de caries en los molares temporales sitta al
nifio en el grupo de riesgo de presentar caries en la denticién permanente, con un mayor valor
predictivo del segundo molar deciduo. Lo anterior puede ser corroborado con el estudio de Leroy
et al.,® en el cual se concluyé que si los dos molares primarios presentaban caries y el nifio tenia
una higiene oral deficiente, existia un riesgo elevado de que se formara una cavidad en el primer
molar permanente, entre uno y dos afios después de su erupcién. Ademas, se sabe que la
experiencia de caries en los molares temporales puede provocar alteraciones en el orden de
erupcion de los 6rganos dentarios permanentes (caninos, premolares y segundos molares)** y que
la pérdida temprana de los molares primarios puede ocasionar dificultad para masticar y falta de

espacio para la denticion permanente.®

1.2.4. Prevencion de la Caries Dental

Las estrategias actuales para prevenir la caries dental contemplan: el combate de los
microorganismos gue inducen la caries, a traves de la higiene oral personal, utilizando dentifricos
efectivos, cepillos de dientes de disefio mejorado e hilo dental, asi como técnicas de cepillado
adecuadas; el control de la dieta y la sustitucion de los ingredientes que promueven la caries por
otros con menor potencial cariogénico; el incremento de la resistencia del diente mediante el uso
de fluoruros adicionados en el agua potable, la sal de mesa y otros productos topicos y sistémicos
destinados para este fin; y el sellado de fosas y fisuras.®*® Para que exista una verdadera
prevencion de la caries o una reversion efectiva de las lesiones cariosas, deben predominar los
factores preventivos por encima de los factores patoldgicos (funcion salival reducida, presencia

de bacterias cariogénicas, consumo frecuente de carbohidratos fermentables, etc.).*’
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Mundialmente se reconoce que la fluoracion, como medida de prevencion a nivel colectivo, ha
disminuido en gran medida la prevalencia de caries dental.*®**" EI fluoruro actlia mediante
mecanismos topicos para atacar la caries: evita la desmineralizacion, mejora la remineralizacion e
inhibe a las enzimas bacterianas.®” Ademas, la incorporacién de los iones fluoruro en el diente
estabiliza los cristales de hidroxiapatita y los vuelve mas resistentes a la disolucion, facilitando su
precipitacion.”* En México, la adicién de fluoruro a la sal de consumo humano como via
sistémica Unica es la medida de proteccion especifica masiva contra la caries dental y se
encuentra regulada en la Norma Oficial Mexicana NOM-040-SSA1-1993.%

Algunas opciones novedosas para el tratamiento preventivo de la caries dental que estan
actualmente en investigacion para comprobar su eficacia y seguridad son: selladores proximales,
dispositivos de liberacion retardada de fluoruro, métodos para liberar fosfato de calcio amorfo,
terapias con ozono y métodos para incrementar la resistencia del esmalte a la desmineralizacion,

incluyendo la irradiacion con laser.®




1.3. Tecnologia Laser

1.3.1. Generalidades del Laser

“Laser” es el acronimo de “light amplification by stimulated emission of radiation”
(amplificacion de la luz por la emision estimulada de la radiacion). En 1917, Einstein escribi6 en
“Zur Quantentheorie der Strahlung” (Sobre la Teoria Cuantica de la Radiacion) acerca de la
emisién estimulada de energia radiante, que es el principio en el que se basa la amplificacién de
la luz en el laser.** En 1958, Schawlow y Townes* disefiaron un sistema que podria funcionar
con longitudes de onda del espectro visible e infrarrojo y el primer laser, con medio activo de
rubi, fue construido por Maiman® en 1960. Poco tiempo después, muchos otros tipos de laser
fueron inventados: laser de uranio (1960); laser He-Ne (1961); laser semiconductor (1962);
laseres Nd:YAG, argén y CO, (1964).*

“El dispositivo laser consiste en un medio activo que estimula la emision de fotones, contenido
entre dos espejos, uno de los cuales es capaz de transmitir parcialmente la luz. Cuando se aplica
energia al medio, mas atomos del medio alcanzan un estado excitado. Un foton que golpea un
atomo en el estado excitado, provocara su caida a un estado de energia mas bajo y la liberacién
de un foton con la misma longitud de onda, que viaja en la misma direccién, y en fase con el

primer foton — este proceso es la emision estimulada”.*®

La amplificacién es posible porque las ondas de luz que viajan a través de la cavidad del laser
que contiene el medio activo estan en fase; estas ondas son reflejadas en los espejos colocados en
ambos extremos de la cavidad y atraviesan de un lado al otro, estimulando la emisién de cada vez
més y mas fotones.* La longitud de onda del fotén emitido depende del estado de energia del
electron cuando se libera el foton, y en particular, la longitud de onda especifica de cada

dispositivo laser determina sus propiedades.>

La emision monocromatica, la coherencia y la colimacién o baja divergencia, son las tres
caracteristicas principales del rayo laser que han sido aprovechadas para distintos fines en el
ambito médico.® En la actualidad existen multiples aplicaciones del laser, sobre todo en

otorrinolaringologia, oftalmologia, urologia, dermatologia y cirugia.*® >>>*




10

1.3.2. Aplicaciones del Laser en Odontologia

1. y Stern y Sognnaes> fueron los primeros en describir los efectos del laser en el

Goldman et a
tejido dental al irradiar esmalte y dentina con el laser rubi. Pero no fue sino hasta 1989 que Myers
y colaboradores®” desarrollaron el primer laser para uso odontolégico, consistente en un medio
activo Nd:YAG e indicado para su uso exclusivo en tejidos blandos. Otros laseres que ya eran
utilizados en el area médica fueron adaptados para su uso en Odontologia y comercializados a

inicios de los afios noventa, entre los cuales destacan los laseres de argén, CO, y de diodos.*’
Algunas de las aplicaciones actuales de los laseres de uso dental se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los laseres utilizados en Odontologia

Tipo de laser Longitud Aplicaciones
de onda

Incisién y ablacidn de tejidos blandos; deteccion de caries en fisuras
por cambios Opticos; blanqueamiento fototérmico; desepitelizacion

10,600 nm . L, L. !
co, para asistir la regeneracion; recubrimiento pulpar directo; secado del
conducto radicular.
457 2502 nm Incisién y ablacion de tejidos blandos; curado de resinas;
Gas blangueamiento.
. 488 nm Deteccion de caries dental por fluorescencia laser.
Argén - —
515 nm Blangueamiento fotoquimico.
488y515nm Desmfecmo_q de la bolsa periodontal y el canal radicular; cirugia
menor de tejidos blandos.
He-Ne 633 nm Desinfeccién fotoactivada de bolsas.
Incisién y ablacién de tejidos blandos (excelente homeostasis);
Nd:YAG 1,064 nm remocidn de caries incipiente; desinfeccion de la bolsa periodontal y

del canal radicular.

Remocidn de caries y célculos; desinfeccion de la bolsa periodontal;

desepitelizacién para asistir la regeneracién; recubrimiento pulpar

ErYAG 2,940 nm directo; preparacion del canal radicular; remocion del barrillo

dentinario; preparacion de cavidades en esmalte y dentina; corte del

hueso; cirugia menor de tejido blando (baja homeostasis).

Remocidn de caries, preparacion de cavidades; grabado del esmalte;

Solido ErCrYSGG | 2,780 nm desinfecci_Qn_de la bols_e} periodontal; de_sepite.lizacic')r!’para asistir_ la
regeneracion; preparacion del canal radicular; remocion del barrillo

dentinario; corte del hueso; cirugia menor de tejido blando.

633y 655 nm | Monitoreo del flujo sanguineo pulpar.

Deteccion de caries dental y célculos subgingivales por fluorescencia

655 nm .
Diodo laser.
; 635,670y Desinfeccién fotoactivada de bolsas.
(semiconductor) 830 nm
8102980 nm | Blanqueamiento fototérmico, desinfeccién de la bolsa periodontal.
904 nm Incision y ablacion de tejidos blandos.

Tabla adaptada de Dederich y Bushick,” Walsh.>
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Los mecanismos por medio de los cuales actla el laser en los diferentes tejidos orales son muy
diversos. Cuando el rayo laser es absorbido se convierte en calor, y dependiendo de la
composicion del tejido y del tiempo de exposicion, el aumento de temperatura puede inducir
cambios en la estructura y la composicion del diente, que abarcan desde la desnaturalizacion
hasta la vaporizacion y la carbonizacion, e incluso la fusion seguida por recristalizacion en el

caso de los tejidos duros.™®
1.3.3. Tecnologia Léaser en la Prevencion de la Caries Dental

Los estudios de Stern y cols.’® ®® demostraron que la exposicion in vitro del esmalte humano al
laser rubi, aumenta la resistencia a la desmineralizacién.®* En investigaciones posteriores se
confirmé lo anterior al irradiar esmalte con los laseres Argon,®® ® C0,,%% Nd:YAG®™ y
Er:'YAG.”>™ Lo cual indica que estos laseres tienen la capacidad potencial de prevenir la
formacién de lesiones cariosas causadas por la accion de los &cidos producidos por las bacterias
del biofilm dental. Algunos estudios in vitro en dientes temporales han mostrado que la

70, 73

irradiacion con laser puede proteger al esmalte del ataque cariogénico 0 reducir la

profundidad de las lesiones cariosas inducidas artificialmente.”

Como se menciond anteriormente, cuando el rayo laser penetra en los tejidos se produce un

efecto fototérmico, que tedricamente puede provocar distintos fendmenos que contribuyen a que

el esmalte se vuelva mas resistente a la disolucion acida y al desarrollo de la caries dental:
1) Liberacién de carbonato (con una relacién directa entre la pérdida de COs* vy la

resistencia acida en el esmalte irradiado).”™ "

2) Bloqueo de las vias de difusion de los iones por desnaturalizacién parcial de la matriz
organica de los espacios inter- e intraprismaticos.”” "

3) Disminucion en la permeabilidad del esmalte por efecto de la fusion y la recristalizacion
del esmalte.®

4) Formacién de pirofosfatos.”

5) Disminucion de la carga bacteriana en la superficie irradiada (efecto bactericida).®® &

6) Formacion de “microespacios” en el esmalte debido a la disminucién de los componentes
organicos, agua y carbonatos que provoca la contraccion del eje alfa; los iones liberados

. e . . 82
al medio por la accion acida pueden ser captados de nuevo por estos “microespacios”.
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1.3.4. Lé&ser Er:YAG

El laser Er:YAG (Erbio:ltrio-Aluminio-Granate) tiene una longitud de onda de 2940 nm
(infrarrojo medio), que es bien absorbido por las moléculas de agua e hidroxiapatita,®* 3 lo cual
lo hace potencialmente til en el tratamiento de los tejidos duros del diente. En 1997, la FDA
aprobo la comercializacién del primer laser Er:Y AG para ser utilizado en tejidos blandos y duros
en la preparacion de cavidades.®® Posteriormente se ha evaluado su seguridad y efectividad en la
remocion de caries, preparacion de cavidades y grabado del esmalte, obteniéndose resultados
favorables.®® EI mecanismo de ablacién de los tejidos mediante laser Er:YAG tiene que ver con
su selectividad para ser absorbido por el agua. Cuando el rayo penetra los tejidos duros del
diente, la temperatura aumenta y el calor generado provoca la evaporacion del agua, lo cual
aumenta la presion interna del tejido que causa una expansion explosiva denominada

. . 155 50, 86, 87
“microexplosion”.

En cuanto a la prevencién de la caries dental mediante el tratamiento con laser Er:YAG, aln no
se ha llegado a conclusiones contundentes debido a las divergencias en las investigaciones
realizadas. Algunos autores han sefialado que la irradiacion con laser Er:-YAG aumenta la

71, 88-91

resistencia del esmalte al ataque &cido y previene su desmineralizacion, e incrementa la

92
l.

captacion de fluoruro.” Por el contrario, Kameyama et al.* argumentaron que la irradiacién de la

dentina con este laser no previene el ataque acido; y Rodriguez-Vilchis et al.” .9

y Apel et a
observaron dafios importantes en el esmalte irradiado con laser Er:YAG a densidades de energia
subablativas, incluyendo crateres y fracturas, lo cual contrarresta el beneficio potencial del laser

en la resistencia a la desmineralizacion.

También se ha cuestionado si la irradiacion con el laser Er:YAG debe realizarse con o sin
irrigacién con agua. Hossain y colaboradores®™ concluyeron que aparentemente en ambas

condiciones el laser es efectivo en la prevencion de la caries dental.

Castellan et al.,” evalué la resistencia 4cida en dientes temporales tratados con laser Er:YAG,
concluyendo que, a las condiciones de irradiacion empleadas en los primeros molares primarios

(2 Hz, 60 mJ, 40.3 Jlcm?), aumentd la resistencia del esmalte a la desmineralizacién. Sin
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embargo, los cambios morfologicos microscépicos producidos por el laser no fueron evaluados

en dicho estudio.

Otros estudios en denticidn decidua en los que se ha evaluado el efecto del laser Er:-YAG se han
enfocado en el tratamiento de la caries dental, preparacion de cavidades y la ablacién en fosas y
fisuras.*®' La percepcion del laser Er:-YAG por parte de los pacientes es buena, como se
concluy6 en un ensayo clinico en el que la mayoria de las personas prefirieron este sistema laser

102 Ademas, en otros dos estudios!® 14

al método convencional de preparacion cavitaria. con
nifos que requerian tratamiento en los tejidos duros del diente, alrededor del 90% de los
pacientes calificd al laser Er:YAG como tolerable y aceptable, ademas de que el tratamiento fue

efectivo de acuerdo a la indicacion terapéutica requerida en cada caso.




Planteamiento del Problema
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2. Planteamiento del Problema

La caries dental es una enfermedad con una alta prevalencia en el mundo, y particularmente el
90% de la poblacién mexicana ha padecido esta afeccion.'® Los efectos negativos que pueden ser
provocados por la caries incluyen dolor, halitosis, deterioro de la apariencia estética y dificultades
en el habla y la masticacién;?’ problemas que comprometen el estado general de salud vy el
desarrollo armonico del paciente.

Actualmente, las estrategias preventivas se han enfocado en gran medida a la poblacion infantil,
pues se ha demostrado que la presencia de caries en la denticion temporal es causa de

malnutricion y problemas permanentes en el crecimiento y el desarrollo,”

ademéas de que
predispone la aparicion de esta enfermedad en la denticion permanente debido al ambiente
cariogénico generado.™ " Se sabe que la pérdida temprana de los molares temporales puede
ocasionar pérdida de espacio para la denticién permanente,® o inclusive alteraciones en el orden
de erupcién de estos 6rganos dentarios.** Sin embargo, a pesar de los esfuerzos que se han
realizado hasta ahora por controlar la enfermedad, existe la necesidad de evaluar los mecanismos
de accion de nuevas y efectivas estrategias de prevencion que mejoren la estructura dental sin

depender de la cooperacion del paciente.

La tecnologia laser se presenta como una de estas nuevas opciones potenciales en la prevencion
de la caries dental, pero existe incertidumbre y controversia en cuanto a su utilizacion para este
fin. En particular, se ha cuestionado la efectividad del laser Er:YAG, pero no existen estudios
contundentes que avalen que el esmalte irradiado aumenta su resistencia al ataque acido sin
presentar dafios colaterales como fracturas, crateres y prismas expuestos como resultado del
efecto térmico. Ademas, los efectos del laser Er:YAG en la prevencion de caries de la denticion

temporal han sido poco estudiados.

Cabe mencionar que para poder evaluar los cambios morfoldgicos y quimicos en los dientes
irradiados con este laser, es necesario conocer a profundidad las caracteristicas que definen a un
diente sano sin tratamiento. A pesar de que existe informacion al respecto en dientes temporales,
en escasos trabajos se utilizan técnicas de caracterizacion actuales para evaluar integralmente la

morfologia, composicion quimica y estructura del esmalte deciduo.
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Pregunta de Investigacion:

¢Como son la morfologia, composicién quimica, estructura y las fases cristalinas que caracterizan
la superficie del esmalte de los dientes temporales humanos sanos y qué cambios morfolégicos y
quimicos son producidos en éste por la irradiacion con laser Er:YAG, la aplicacion de fluoruro y
el tratamiento combinado, asi como los efectos inducidos por la disolucion acida en las

superficies tratadas in vitro?




Hipotesis
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3. Hipotesis

Hipotesis de Investigacion

Fase |

La morfologia de la superficie del esmalte de los dientes temporales sanos sera

predominantemente lisa al ser observada mediante microscopia electrénica de barrido.

No habra diferencias significativas entre los dientes incisivos y los dientes caninos en cuanto
a los porcentajes atdbmicos (%at) de los elementos quimicos que componen al esmalte y las

relaciones Ca/P.

Las fases cristalinas que se encontraran en el esmalte seran hidroxiapatita y apatita

carbonatada.
El esmalte contendré carbonatos, fosfatos y amidas en su estructura.

La relacién promedio entre Ca®* unido a PO,> y Ca® unido a OH sera 9:1 en el esmalte de

los dientes incisivos y caninos sanos.

Fase Il

A mayor densidad de energia utilizada en la irradiacién con laser Er:-YAG, los dafios en la
superficie del esmalte (crateres, prismas expuestos, fracturas y evidencias morfologicas de

fusion) seran mayores.

El %at de C sera menor en las superficies de esmalte irradiadas con laser Er:YAG que en las

no irradiadas.

El %at de O serd menor en las superficies con aplicacion de fluoruro que en aquellas en las

que este producto no sea aplicado.
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El %at de F sera mayor en aquellos dientes irradiados con laser Er:-YAG y posteriormente

tratados con fluoruro que en los que Gnicamente se aplique fluoruro.

No existiran diferencias significativas en el %at de Ca y P en la superficie del esmalte de los
dientes temporales: a) irradiados con laser Er:-YAG, b) tratados con fluoruro, asi como c)

irradiados y posteriormente tratados con fluoruro.

Después de la prueba de disolucién &cida, el %at de Ca y P serd mayor en la superficie del
esmalte de los dientes irradiados con laser Er:YAG, que en la superficie de los dientes sin

tratamiento (no irradiados y no tratados con fluoruro).




Objetivos
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4. Objetivos

Objetivo General

Determinar la morfologia, composicion quimica, estructura y las fases cristalinas caracteristicas
de la superficie del esmalte de los dientes temporales humanos sanos y evaluar los cambios
morfoldgicos y quimicos producidos en éste por la irradiacion con laser Er:Y AG, la aplicacion de
fluoruro y el tratamiento combinado, asi como los efectos inducidos por la disolucion acida en las
superficies tratadas in vitro.

Objetivos Especificos

Fase |

Describir y analizar la morfologia observable al microscopio electrénico de barrido en la

superficie del esmalte de los dientes temporales sanos incisivos y caninos.

e Determinar semicuantitativamente los %at de C, O, P, Ca, N y elementos traza que componen

al esmalte de los dientes incisivos y caninos y calcular las relaciones Ca/P.

e Determinar las fases cristalinas que componen al esmalte dental, asi como los sistemas
cristalinos, grupos espaciales, dimensiones de la celda unitaria y tamafio de cristalita de cada

una de éstas.

e Analizar los grupos funcionales que componen al esmalte dental temporal, sus bandas

caracteristicas y calcular las relaciones carbonato (tipo A o tipo B)/fosfato.

e Establecer las energias de enlace (eV) correspondientes a los elementos que componen al
esmalte y calcular las relaciones promedio entre Ca** unido a PO,* y Ca®* unido a OH en la

capa mas superficial de éste (~5nm).
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Fase 11

Describir y analizar la morfologia observable al microscopio electronico de barrido en el
esmalte de los molares temporales: a) no irradiados y sin aplicacion de fluoruro, b) con
aplicacion de fluoruro, c) irradiados con laser Er:YAG a distintas densidades de energia, asi
como d) irradiados con laser Er:YAG a diferentes densidades de energia y posteriormente
tratados con fluoruro; antes de los tratamientos mencionados, después de los tratamientos y

después de la disolucién acida.

Determinar semicuantitativamente los %at de C, O, F, elementos traza, Cay P de la superficie
del esmalte de los molares temporales: a) no irradiados y sin aplicacion de fluoruro, b) con
aplicacion de fluoruro, c) irradiados con laser Er:YAG a distintas densidades de energia, asi
como d) irradiados con laser Er:-YAG a diferentes densidades de energia y posteriormente
tratados con fluoruro; antes de los tratamientos mencionados, después de los tratamientos y

después de la disolucidn &cida.

Evaluar si la captacion de fluoruro es mayor en los dientes previamente irradiados con laser

Er:YAG que en aquellos no irradiados.




Justificacion
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5. Justificacion

La caries dental es la enfermedad crénica mas comun en la infancia, puede afectar la salud
general de los pacientes y representa problemas socioecondmicos para muchas poblaciones a
nivel mundial. Es por ello que el conocimiento a profundidad del esmalte deciduo sano es
requerido para mejorar las estrategias de prevencién y tratamiento, incluyendo la sintesis de

nuevos materiales bioactivos.

Especificamente, el esmalte dental temporal tiene caracteristicas Unicas relacionadas con las
funciones y la permanencia en boca de la denticion decidua, condiciones que deben ser tomadas
en cuenta para el cuidado dental pediatrico. Sin embargo, la mayoria de los estudios han sido
enfocados principalmente a la denticién permanente o a dientes temporales con algun proceso
patoldgico. Existen pocos estudios actuales con respecto a la caracterizacion del esmalte temporal
sano. Ademas, en estos estudios la caracterizacion del esmalte se efectda utilizando solamente
una técnica o en muestras reducidas, lo cual no es suficiente para estudiarlo de manera amplia y

profunda.

Por estas razones, en una primera fase el presente trabajo tuvo como parte de su objetivo realizar
una evaluacion exhaustiva acerca del esmalte deciduo sano utilizando una amplia variedad de
técnicas de caracterizacion para fortalecer el estado del arte en este tépico de la Odontologia
Pediatrica, incluyendo Microscopia Electronica de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés) para
morfologia; Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (EDS, por sus siglas en inglés)
y Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS, por sus siglas en inglés) para determinar la
composicion quimica del esmalte; Difraccion de Rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) para la
estructura cristalina; y finalmente, Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

para estudiar los grupos quimicos.

Por otra parte, en la actualidad se buscan nuevas estrategias centradas en la prevencion de la
caries dental, considerando que es mejor actuar antes que después de que ya se ha iniciado la
enfermedad o en etapas avanzadas de ésta, pues los tratamientos restauradores son cada vez mas
complicados y costosos y el paciente en cierto punto incluso podria llegar a perder los érganos

dentarios. La irradiacion del esmalte dental con el laser Er:YAG se presenta como una de estas
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opciones potenciales para prevenir la formacion de la caries, ya que distintos autores han
reportado que incrementa la resistencia a la disolucion acida. Adicionalmente, existen estudios
que soportan la idea de que la irradiacidn con este laser promueve la captacion de fluoruro de los

productos tépicos, aumentando su efecto preventivo.

Sin embargo, se carece de investigaciones que respalden la seguridad y efectividad del laser
Er:YAG en la prevencion de caries. Ademas, no existe informacion suficiente con respecto a la
accion del laser Er.YAG utilizado para este fin en los dientes temporales; de hecho, de acuerdo a

la revision bibliografica realizada, Ginicamente se encontré un reporte cientifico.”

Por consiguiente, en una segunda fase se evaluaron in vitro los cambios morfoldgicos y quimicos
en el esmalte temporal producidos por la irradiacion con laser Er:YAG, la aplicacion de fluoruro
y el tratamiento combinado; sometiendo a los dientes a un proceso de disolucion acida posterior a
los tratamientos. Lo anterior fue Util para determinar si las condiciones empleadas garantizaban la
inocuidad y efectividad de los tratamientos y si éstos podrian ser potencialmente adecuados para

la prevencidn de la caries dental.




Material y Métodos
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6. Material y Métodos

6.1. Disefio de Estudio

El estudio fue dividido en dos fases, como se muestra en la Figura 1.

e N
Caracterizacion quimica, morfologica y estructural del esmalte de dientes temporales
L y cambios producidos por laser Er:YAG y fluoruro )
(" | N\ l A
Fase I. Caracterizacion Morfologica, Quimica y Estructural del Esmalte Deciduo: Fase ll. Cambios Morfolégicos y Quimicos del Esmalte Deciduo Producidos por
Analisis SEM, EDS, XRD, FTIR y XPS. Laser Er:YAG, Fluoruroy Tratamiento Combinado
\. | J \ | J
30 Dientes temporales sanos n=30 80 Bloques de molares temporales
(incisivos n=15, caninos n=15) (area de acondicinamiento del esmalte = 3x3 mm)
Microscopia Electronica de Barrido (SEM) n=30 Microscopia Electrénica Espectroscopia de Rayos X por
Morfologia de la superficie del esmalte de Barrido (SEM) Dispersion de Energia (EDS)
I || | 1 | | 1 | ||
Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (EDS) n=30 G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
O/Oat de C, O, P, Ca y elementos traza (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
| Control Er:YAG Er:YAG Er:YAG Fluoruro Er:YAG Er:YAG Er:YAG
7.5Jlcm? 12.7Jlcm? 39.8Jicm? 1.5JIcm? 12.7JIcm? 39.8JIcm?
Pulido n=12 +Fluoruro || +Fluoruro || +Fluoruro
I I I I I I I I
Molienda del esmalte n=8 Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS)
%at de C,0,N,P yCa n=4 SEM EDS
[ 1
Difraccion de Rayos X Espectroscopia Infrarroja por Disolucion acida (acido lactico 0.1 M, pH 4.8)
de Polvos(XRD) n=4 Transformada de Fourier (FTIR) n=4
Fases cristalinas y Grupos funcionales y
tamafio medio de cristalita relaciones (Assas/Asoz, Y Atars/Asos) SEM EDS

Figura 1. Diagrama del Disefio del Estudio
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Tipo de Estudio

Fase |

Observacional descriptivo, prospectivo, transversal.

Fase Il
Experimental, prospectivo, longitudinal.

Universo

Fase |

Dientes incisivos y caninos temporales de nifios residentes en el Estado de México.

Fase Il
Molares temporales de nifios residentes en el Estado de México.

Método de Muestreo

En ambas fases el muestreo fue probabilistico, aleatorio simple.

Tamarno de Muestra

Fase |
El tamafio de la muestra fue de 30 dientes temporales (15 incisivos y 15 caninos).

Fase Il
El tamafio de la muestra fue de 80 blogues provenientes de 40 molares temporales, con un area de

acondicionamiento de 3x3 mm.
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6.2. Criterios de Inclusién y Eliminacién

Criterios de Inclusién

Fase |

En el estudio se incluyeron 6rganos dentarios temporales erupcionados:

e incisivos y caninos, superiores e inferiores, exfoliados o extraidos por persistencia en la
cavidad bucal.

e sin caries, fracturas, obturaciones o dafios observables a simple vista.

e sin fluorosis dental.

e no seccionados durante la extraccién quirargica (en los casos de persistencia).

e que en la prueba de DIAGNOdent® presentaron un valor de 0 a 13 (materia sana).

Fase Il

En el estudio se incluyeron blogues de molares temporales erupcionados:
e superiores e inferiores, extraidos por persistencia en la cavidad bucal.
e sin caries, fracturas, obturaciones o dafios observables a simple vista.
e sin fluorosis dental.

e no seccionados durante la extraccién quirdrgica.

e (ue en la prueba de DIAGNOdent® presentaron un valor de 0 a 13 (materia sana).
Criterios de Eliminacion
Fase | y Fase Il

Se eliminaron del estudio los dérganos dentarios y bloques que sufrieron dafios y/o fracturas

durante la preparacion de la muestra.
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6.3. Procedimientos

6.3.1. Procedimientos de la Fase |

Seleccidn de los dientes y preparacién de las muestras

Los 6rganos dentarios temporales incisivos y caninos, exfoliados o extraidos por persistencia en
la cavidad bucal, se obtuvieron de pacientes de las Clinicas de Ortodoncia y Odontopediatria de
la Facultad de Odontologia de la UAEM y del Centro de Especialidades Odontologicas del
Instituto Materno Infantil del Estado de México (IMIEM). Los dientes recolectados no
presentaron evidencia obvia de caries, fluorosis, fracturas u obturaciones. Las donaciones se
realizaron mediante previo consentimiento informado de alguno de los padres/tutores del paciente
y asentimiento informado de los menores de edad (Ver Anexos 1 y 2). Los dientes fueron
colocados sin ser enjuagados en un frasco con timol al 0.2% inmediatamente después de su
recoleccion y posteriormente fueron transportados en un lapso de 15 dias al laboratorio del

Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia “Dr. Keizaburo Miyata”.

La limpieza de los 6rganos dentarios se realizo con agua deionizada, retirando con un bisturi los
restos de tejidos blandos. Los molares fueron cepillados delicadamente con un cepillo suave
(Sulcus, Oral-B, México) y enjuagados con agua deionizada. El almacenamiento se realizé a 4°C

en solucién de timol al 0.2% hasta la realizacion de los analisis.

Los drganos dentarios fueron removidos de la solucion, enjuagados con agua deionizada y
secados con aire libre de aceite de una jeringa triple. Los dientes fueron examinados con el
dispositivo DIAGNOdent® pen (KaVo, Biderach, Alemania) y 30 dientes sanos (15 incisivos y
15 caninos) con valores entre 0 y 13 fueron seleccionados para su caracterizacion. La secuencia

de los procedimientos y técnicas aplicados se muestran en la Figura 1.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Los especimenes fueron fijados a un portamuestras de aluminio con cinta doble cara adhesiva de
carbon (SPI Supplies, EUA). La aplicacion de una capa conductora no fue requerida, ya que el
analisis se efectu6 en el Modo de Bajo Vacio (25 Pa de presion en la cdmara). Cierta superficie

de esmalte de la cara bucal fue elegida al azar en cada diente y se observo en el microscopio
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electronico de barrido (JEOL, JSM-6510LV, Japdn) a tres magnificaciones diferentes (200X,
600x y 1200x), con un voltaje de aceleracion de 15-20 kV vy utilizando el detector de electrones

retrodispersados. La morfologia de la superficie del esmalte dental fue descrita.

Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (EDS)

La misma superficie de cada diente fue visualizada mediante SEM a una magnificacion
estandarizada de 100x a una distancia de trabajo de 10 mm y toda el area de la imagen fue
seleccionada para determinar los porcentajes atomicos (%at) de C, O, P, Ca y elementos traza,
utilizando un sistema detector de rayos X (Oxford Instruments, 7582, Reino Unido) acoplado al
microscopio electrénico de barrido. El software INCAEnergy (Oxford Instruments, Reino Unido)

fue utilizado para determinar la composicion quimica.

Pulido

La superficie de esmalte de cada diente fue pulida por 5 minutos con una copa de goma montada
en una pieza de mano de baja velocidad de la unidad dental (KaVo, Biderach, Alemania) y bajo
irrigacion constante con agua deionizada. No se utilizaron sustancias abrasivas en este

procedimiento.

Molienda del esmalte

Los dientes fueron fracturados con el pistilo de un mortero de agata, con el Gnico propdsito de
dejar la dentina expuesta. Un micromotor con fresa redonda fue usado para remover la dentina y
en los casos requeridos los dientes fueron fracturados de nuevo para tener acceso a las areas que
aun contenian dentina. En los casos necesarios, las raices remanentes fueron cortadas con el
micromotor utilizando un disco de carburo. Los especimenes fueron observados en el
microscopio estereoscopico para asegurar la completa remocién de la dentina. Las piezas de
esmalte fueron lavadas sacudiéndolas en agua deionizada para eliminar el polvo residual de
dentina y fueron secadas al aire. Finalmente, el esmalte depurado fue molido con el mortero de

agata hasta que se obtuvo un polvo fino.

Difraccion de Rayos X de Polvos (XRD)
El polvo de cada espécimen fue colocado en un portamuestras circular de vidrio y fue analizado

en un difractometro de rayos X de polvos (D8 Advance, Bruker, Alemania). Las condiciones
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fueron las siguientes: radiacion CuKa, poder de la fuente de rayos X de 1050 W (35 kV, 30 mA),
detector angular, rango de 26 de 7° a 67° con un tamafio de paso de 0.02° y 0.5 segundos por
paso. Se aplico un factor de suavizado de 0.1 para mejorar la definicidon de los picos. Las fases
cristalinas y estructuras, el grupo espacial y el tamafio de cristalita (utilizando el método de
Scherrer) fueron determinados con el programa EVA 13, perteneciente al paquete de software

DiffracPlus Basic Evaluation Package (Bruker, Alemania).

Espectroscopia de Rayos X por Transformada de Fourier (FTIR)

Inicialmente, para cada diente analizado, 5 mg de polvo de esmalte fueron mezclados con 100 mg
de KBr en un mortero de agata y se fabricaron pellets transparentes a la luz visible en una prensa
hidraulica manual aplicando una presién de 8.0 ton/cm® Los espectros de FTIR fueron
registrados con un espectrometro Avatar 360 (Thermo Nicolet, EUA). El ruido de fondo se
corrigio restando el espectro del aire y las iteraciones fueron realizadas 32 veces en la region de
200-4000 cm™ con una resolucién de 8 cm™. Las bandas espectrales fueron analizadas con el
software OMINC- Macro Basic v6.2 (Thermo Nicolet, EUA) para asignar los grupos funcionales
correspondientes. La absorbancia en las bandas de carbonato (Tipos A y B) y fosfato fue medida

partiendo de una linea base previamente trazada.

Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS)

Primero, los 6rganos dentales fueron cortados para obtener una seccién de 2.0 mm de cada
muestra, apropiada para el analisis de XPS. Para este fin, se aplicd adhesivo de autograbado
(Adper Easy One 3M ESPE, EUA) a la dentina de la camara pulpar, se fotopolimerizo y la
cavidad se rellend con resina autopolimerizable (Unitek 3M, EUA) con la finalidad de tener un
mejor soporte. Después, la corona se fijo con resina epdxica termopléstica (Allied, EUA) a un
portaobjetos de vidrio situado sobre una plancha caliente (Corning, USA). Cada portamuestras se
colocd en una cortadora (South Bay Technology Inc., EUA) y el corte se realizd paralelo a la
superficie bucal del diente (aprox. 2 mm de ancho) con una rueda de diamante (South Bay Inc.,

EUA) bajo irrigacion constante con agua.

Subsecuentemente, las muestras fueron secadas al aire, fijadas a portamuestras de aluminio con
cinta adhesiva de carbon y fueron analizadas quimicamente con un equipo XPS (JEOL XPS-

9200, Japdn). El area de analisis fue de 1 mm de didmetro en el centro de la superficie bucal de




28

esmalte. La presion en la camara de alto vacio fue de al menos 107 Pa. Una fuente de rayos X
MgKa fue utilizada a 200 W de potencia de salida. Las posiciones de los picos fueron calibradas
tomando como referencia el valor de 284.5 eV para el pico de C-C, C-H en el espectro de C 1s.
Se obtuvieron datos cualitativos y semicuantitativos (%at) para C 1s, N 1s, O 1s, Ca 2p y P 2p de
sus respectivos espectros de alta resolucion. La deconvolucion del espectro XPS de calcio
también se realiz6 para determinar las posibles interacciones de este elemento con otros atomos
en la estructura del esmalte. El libro “Handbook of X-ray Photoelectron Spectroscopy” (JEOL,
Japln) y la base de datos “NIST XPS Database, Version 3.5 (NIST, EUA) fueron usados como
referencia de las energias de enlace (eV) caracteristicas relacionadas a cada orbital atomico de los

elementos estudiados.

6.3.2. Procedimientos de la Fase Il

Seleccion de los dientes y preparacion de las muestras

Molares temporales extraidos por retencion prolongada, sin evidencia obvia de caries, sin
fluorosis ni fracturas u obturaciones, fueron obtenidos mediante el mismo procedimiento de
consentimiento y asentimiento informado que en la Fase | del presente estudio, tomando en
cuenta las mismas consideraciones en la recoleccion y con la participacion del personal y
pacientes de las clinicas antes mencionadas (Anexos 1 y 2). Inmediatamente después de la
extraccion, los dientes fueron recolectados en una solucion de timol al 0.2% y transportados al
laboratorio. Los especimenes fueron lavados con agua tridestilada, las trazas de tejido blando
fueron removidas con un bisturi y las raices remanentes fueron eliminadas con un disco de
carburo del micromotor dental. Las coronas fueron cepilladas gentilmente con un cepillo suave
(Sulcus, Oral-B, México) y finalmente enjuagadas con agua tridestilada. EI almacenamiento se

llevd a cabo a 4°C en solucion de timol al 0.2% hasta su andlisis.

Posteriormente, las coronas se enjuagaron con agua tridestilada y se dejaron secar al aire. Los
especimenes fueron escaneados con un sistema fluorescente de deteccion de caries
DIAGNOdent® pen (KaVo, Biderach, Alemania) y cuarenta molares fueron seleccionados para
el estudio por presentar valores entre 0 y 13 (materia sana). Cada corona se fijé con una resina
epoxica termoplastica (Allied, EUA) a un portaobjetos de vidrio colocado sobre una plancha

caliente (Corning, EUA) y se realizo un corte mesiodistal central utilizando una cortadora de baja
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velocidad con rueda de diamante (South Bay Technology Inc., EUA), mediante irrigacion
constante con agua tridestilada. De cada superficie bucal y lingual del molar se obtuvo un bloque
con un area de esmalte de 3x3 mm. Cada bloque de esmalte fue considerado como la unidad
experimental. Subsecuentemente, se realizd la limpieza de las muestras por 5 minutos en
contenedores separados llenados con agua tridestilada en un bafio ultrasonico (Quantrex Q140,

L&R Ultrasonics, N.J., EUA) y después fueron secadas al aire.

El diagrama del disefio experimental de la Fase Il se muestra en la Figura 1. Los andlisis de
Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de
Energia (EDS) se realizaron en tres etapas del estudio: antes del tratamiento (BT), después del
tratamiento (AT) y después de la disolucion acida (AAD). Todos los procedimientos fueron

realizados en unidades experimentales aisladas.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Los bloques fueron fijados a portamuestras de aluminio con cinta adhesiva de carb6on (SPI
Supplies, EUA). El analisis se realizé usando un microscopio electrénico de barrido (JEOL, JSM-
6510LV, Japdn) en el modo de bajo vacio a 10 Pa de presion en la camara, con un voltaje de
aceleracion de los electrones de 25 kV y detectando electrones retrodispersados. La morfologia
de la superficie del esmalte fue observada a una magnificacion de 400x. 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 morfoldgicos, tres examinadores fueron calibrados con imagenes de SEM de esmalte
seleccionadas de nuestros archivos de investigacion previo al inicio del anélisis de SEM (Kappa
0.95).

Espectroscopia de Rayos X por Dispersién de Energia (EDS)

Toda el area visualizada en SEM a una magnificacion estandarizada de 100x fue analizada para
determinar los porcentajes atdmicos (%at) de carbono (C), oxigeno (O), fluor (F), elementos traza
(sodio + cloro + magnesio), calcio (Ca) y fésforo (P) utilizando un sistema detector de rayos X

(Oxford Instruments, 7582, Reino Unido) acoplado al microscopio.
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Tratamientos de superficie
Ochenta bloques fueron asignados aleatoriamente a ocho grupos (n=10) y la superficie del

esmalte fue acondicionada como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Acondicionamiento de los grupos de estudio

Grupos

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Léaser Léaser Laser Fluoruro

Control Er:YAG Er:YAG Er:YAG + + +

Laser Laser Laser
Er:YAG Er:YAG Er:YAG

Fluoruro  Fluoruro  Fluoruro

Condiciones de irradiacion

Energia (mJ): - 100 100 200 - 100 100 200
Punta de zafiro @ (mm): - 1.3 1.0 0.8 - 1.3 1.0 0.8
Densidad de energfa (J/cm?): - 7.5 12.7 39.8 - 7.5 12.7 39.8
Densidad de potencia (W/cm?): - 1.88 x 10* 3.18 x 10* 9.95 x 10* - 1.88 x 10* 3.18 x 10*

10*

Aplicacion de fluoruro

Espuma tdpica de APF al 1.23% - - - - v v v v

e Irradiacion con laser Er:YAG
La irradiacion de los especimenes se realiz6 utilizando un sistema laser Er:YAG (OpusDuo
AgqualLite EC, Er:YAG + CO,, Lumenis, Yokneam, Israel) en los modos de no enfocado y no
contacto, con una longitud de onda fijada a 2.94 um, a una frecuencia de repeticion de pulso de 7
Hz y una duracién de pulso de 400 ps. Los niveles de energia fueron calibrados utilizando los
calibradores del equipo y la energia liberada fue medida periédicamente con un medidor de
potencia (LaserMate-P, Coherent Co., Santa Clara, CA, EUA). La superficie fue escaneada una
vez manualmente (13 segundos) con una punta de zafiro del laser de forma perpendicular a ésta, a

una distancia de trabajo de 1 mm y mediante irrigacion con agua tridestilada (5 mL/min).

e Aplicacion de fluoruro
La superficie del esmalte fue secada con aire comprimido (Falcon Safety Products, Inc., NJ,
EUA). Posteriormente, los dientes fueron tratados individualmente durante 4 minutos con
espuma tépica de fluoruro de fosfato acidulado (APF) al 1.23% (Butler, Sunstar Americas, Inc.,

IL, EUA). Después, las muestras fueron enjuagadas con agua tridestilada durante 1 minuto y

9.95 x
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después se secaron al aire. En los grupos de tratamiento combinado (G6, G7 y G8),
inmediatamente después de la irradiacion con laser Er:YAG se aplico el fluoruro bajo las

condiciones previamente descritas.

Disolucion acida

Las muestras fueron recubiertas con barniz resistente al &cido, excepto en el area de esmalte
designada para el acondicionamiento. Cada espécimen fue sumergido individualmente en tubos
de pléastico conteniendo 2 mL de una solucion de acido lactico 0.1 M con un pH de 4.8 y fueron
incubados a 37°C durante 24 horas.”® Después de este tiempo, las muestras fueron removidas y

enjuagadas con agua tridestilada.
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6.4. Variables de Estudio

Variables Independientes

Variable

Tabla 3. Definicion Conceptual y Operativa de las Variables Independientes de la Fase |

Definicion Conceptual

Definicion Operativa

Escala de
Medicion

Andlisis
Estadisticos

Clasificacion de los dientes
segun la forma de la corona, la

Incisivo: diente con corona plana, dispuesto en la parte
anterior del arco dentario que desempefia la funcién de

" s : Cualitativa Test U de
. . posicion que ocupan en la | prensidny corte de los alimentos. L
Tipo de diente - - SRR P - dicotémica - Mann-
cavidad bucal y su funcion. Canino: diente con forma cdnica, posicionado en la S Nominal .
temporal arcada entre los incisivos planos del sector anterior y los (incisivo/ Whitney
P y canino) (EDS)

molares posteriores, que tiene la funcién de desgarrar los
alimentos.

Variable

Tabla 4. Definicion Conceptual y Operativa de las Variables Independientes de la Fase 11

Definicion Conceptual

Definicion Operativa

Tipo de
Variable

Escala de
Medicién

Anélisis
Estadisticos

. Cantidad de energia por unidad | Densidad de energia del laser: cantidad de energia en —
Den5|dan de de érea. Joules dividida entre el 4rea de esmalte en cm? irradiada Cuant!tatwa Razoén ANOVA de
energla por el |ésel‘ (chmZ) continua una Vl,a
Producto que es aplicado | Espuma de Fluoruro de Fosfato Acidulado (APF por sus (comparacion
topicamente en los d&rganos | siglas en inglés) al 1.23% que es aplicada durante 4 entre grupos)
dentarios para incorporar iones | minutos sobre la superficie del esmalte dental. Cualitativa Post hoc:
Fluoruro topico | fluoruro en el componente dicotémica Nominal Bonferroni o
inorganico del esmalte, para (Si/No) T2 de
incrementar su resistencia a la Tamhane
disolucién acida.
Cada uno de los momentos o | Antes del tratamiento (BT): etapa posterior a la
fases en los que se dividid la | preparacion de las muestras y anterior al ANOVA de
experimentacion. acondicionamiento del esmalte. medidas
Etapa Después del tratamiento (AT): etapa posterior al Cualitativa Nominal repetidas
acondicionamiento de la superficie del esmalte. (comparacion
Después de disolucidn acida (AAD): etapa posterior a la entre etapas)
incubacion de las muestras en 4cido lactico.
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Variables Dependientes

Variable

Tabla 5. Definicion Conceptual y Operativa de las Variables Dependientes de la Fase |

Definicion conceptual

Descripcion de las propiedades de
la forma en la superficie del
esmalte.

Definicion operativa

Observacion al SEM de:
Esmalte “principalmente liso con algunos surcos”: aquel con escasas
depresiones y hendiduras debidas al desgaste dental natural.

Tipo de
variable

Escala de
medicién

Analisis
Estadisticos

Ca/P

fosforo.

EDS y XPS.

continua

Morfologia Esmalte con ‘“abundantes microporosidades™ aquel con gran Cualitativa Nominal Ninguno
cantidad de diminutos intersticios irregulares.
Prismas expuestos: prismas que han cambiado su morfologia natural
debido a la eliminacidn de materia intra y/o interprismatica.
Elemento con nimero atémico 6, | Porcentaje atdmico de C (%at de C): nimero de atomos de C por
no metal, constituyente de la | cada 100 &tomos contenidos en la superficie del esmalte dental; Cuantitativa
Carbono (C) matriz orgénica del esmalte y de | determinado mediante EDS y XPS. . Razén
los carbonatos (CO5%) continua
sustituyentes.
No metal que se encuentra en el | Porcentaje atdmico de O (%at de O): nimero de atomos de O por o
p . . - . Cuantitativa .
Oxigeno (O) esmalte dental en su forma | cada 100 &tomos contenidos en la superficie del esmalte dental; continua Razén
divalente, con nimero atémico 8. determinado mediante EDS y XPS. TestU (_je
Elemento con nimero atémico 15, | Porcentaje atémico de P (%at de P): nimero de atomos de P por Mann-Whitney
no metal, constituyente del esmalte | cada 100 atomos contenidos en la superficie del esmalte dental; Cuantitativa (compgracmn
Fésforo (P) dental en forma de grupos fosfato | determinado mediante EDS y XPS. : Razén entre tipos de
(PO,>)  con  configuracién continua dientes de los
tetraédrica. porcentajes
Metal alcalinotérreo divalente, con | Porcentaje atdmico de Ca (%at de Ca): nimero de dtomos de Ca por Cuantitativa atonlucgs y las
Calcio (Ca) ndmero atémico 20, constituyente | cada 100 &tomos contenidos en la superficie del esmalte dental; continua Razon relaciones
del esmalte dental. determinado mediante EDS y XPS. molare_s Ca/P
Elementos que se encuentran en | Para fines del presente estudio se definié como elemento traza aquel dete_:rmlnados
pequefias cantidades en el esmalte | que present6 un %at (nimero de atomos del elemento por cada 100 L mediante EDS)
Elementostraza | Y Cuya incorporacion a éste | atomos contenidos en la superficie del esmalte dental) menor a 1.0 Cuantl_tatlva Razon
depende  del  microambiente | en el analisis de EDS. Estos elementos fueron sodio (Na), cloro (CI) continua
circundante. y magnesio (Mg).
Relacion molar Rela_cién exisf[ente entre la Resultadp del cél_culo del porce_ntaje gt()mico de Ca,_dividido entre el Cuantitativa
cantidad de calcio y la cantidad de | porcentaje atomico de P (adimensional); determinados mediante Razén

Continua...
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Tabla 5. Definicién Conceptual y Operativa de las Variables Dependientes de la Fase | (Continuacion)
Definicion conceptual Definicion operativa T|p_o de Esca_la_ fie Anqlls_ls
variable medicion Estadisticos
Elemento no metal de namero | Porcentaje atdbmico de N (%at de N): nimero de dtomos de N por
Nitrégeno (N) at(’)micp 7, que forma parte _d_el cada 190 étomog contenidos en la superficie del esmalte dental; Cuanti_tativa Razén Ninguno
contenido proteico en la superficie | determinado mediante XPS. continua
del esmalte.
Sélido homogéneo que presenta un | Sustancia cristalina que presenta su propio espectro de difraccion,
Fase cristalina ordep intern_o periddico Qe sus | permitiendo su identificacion mediante la técnica de XRD. Cualitativa Nominal Ninguno
particulas reticulares, sean atomos,
iones o0 moléculas.
Forma sélida de cdmo se ordenan | Una de las 7 estructuras cristalinas posibles o arreglo Unico de
y empaquetan los &tomos, | atomos que presenta la celda unitaria de cada una de las fases
Sisterna cristalino moléculas, o iones, de manera | encontradas mediante XRD en el esmalte dental. Cualitativa Nominal Ninguno
ordenada y con patrones de
repeticion que se extienden en las
tres dimensiones del espacio.
Grupo  que  representa  la | Una de las 230 combinaciones posibles de todas las operaciones de
. descripcion de la simetria de un | simetria de un cristal, como lo son rotaciones propias e impropias, o . .
Grupo espacial . . . ! - : - . . Cualitativa Nominal Ninguno
cristal con cierta configuracion en | traslaciones, reflexiones, y las operaciones del eje helicoidal y el
el espacio. plano de deslizamiento. Este grupo es determinado por XRD.
. . Longitud de los lados de la celda | Parametros de red que hacen referencia a la longitud en A de cada o
Dimensiones de la L2 o | Cuantitativa . .
celda unitaria unitaria. uno dg los Iados_ de la celda unitaria hexagonal (a, b y c); continua Razon Ninguno
determinados mediante XRD.
~ Tamafio promedio de un cristal | Tamafio promedio de un cristal expresado en A, que se obtiene o
Tamafio de L . . - o ; - , Cuantitativa . .
cristalita |nd|V|due}I ideal en la sustancia de mldlepgo la ampll_aC|on de la difraccién d_e a]gun rayo X con continua Razon Ninguno
un material. reflexion plana particular dentro de la celda unitaria.
Conjunto de atomos responsables | Atomos de ciertos elementos quimicos enlazados de una
Grupo funcional | de la reactividad y las propiedades | determinada forma que presentan una estructura y propiedades Cualitativa Nominal Ninguno
quimicas de un compuesto. fisicoquimicas caracteristicas, identificados mediante FTIR.
Relacién existente entre la | Resultado del célculo de la absorbancia del carbonato (ya sea tipo A
Relacién absorbancia de la banda del | o B), dividido entre la absorbancia del fosfato (adimensional). Los | Cuantitativa Raz6n Ninauno
carbonato/fosfato | fosfato y la del carbonato. valores de absorbancia son determinados en cada banda a partir de continua 9
una linea base trazada en el espectro de FTIR del esmalte dental.
Energia total promedio que se | Diferencia de energia entre el electrén n-1 del estado final y el
Energfa de enlace necesita para romper un mol de | electrén n del estgd_o inicial de_ energia (_antes de ser sometido al Cuanti_tativa Razon Ninguno
enlaces dado (en estado gaseoso). | proceso de fotoemisién); determinada mediante XPS y expresada en continua
ev.
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Tabla 6. Definicion Conceptual y Operativa de las Variables Dependientes de la Fase 11

Definicion conceptual

Definicion operativa

Tipo de
variable

Analisis
Estadisticos

Escala de
medicion

Descripcion de las propiedades de | Observacion al SEM de:
la forma en la superficie del | Superficie lisa: aquella con escasas depresiones y hendiduras debidas
esmalte. al desgaste dental natural.
Microporosidades: conjunto de diminutos intersticios irregulares
existentes en el esmalte dental.
, Créter: depresion pronunciada en la superficie del esmalte dental. litati inal .
Morfologia Prismas expuestos: prismas que han cambiado su morfologfa natural |~ Cualitativa Nomina Ninguno
debido a la eliminacidn de materia intra y/o interprismatica.
Fractura: ruptura que provoca la pérdida de continuidad normal del
esmalte.
Fusion: signo observable de que el esmalte cambi6 al estado liquido
por efecto térmico y se solidificé al enfriarse.
Elemento con nimero atémico 6, | Porcentaje atomico de C (%at de C): nimero de atomos de C por
no metal, constituyente de la | cada 100 &tomos contenidos en la superficie del esmalte dental; o
. . . - Cuantitativa .
Carbono (C) matriz orgénica del esmalte y de | determinado mediante EDS. continua Razén
los carbonatos (CO5%) ANOVA d
sustituyentes. ) una via €
No metal que se encuentra en el | Porcentaje atdmico de O (%at de O): nimero de atomos de O por Cuantitativa (comparacién
Oxigeno (O) esmalte dental en su forma | cada 100 atomos contenidos en la superficie del esmalte dental; continua Razon entrep rupos)
divalente, con nimero atémico 8. determinado mediante EDS. Pos’?ho%'
Halégeno monovalente de nimero | Porcentaje atdbmico de F (%at de F): nimero de atomos de F por .
P . . . - ) N Bonferroni o T2
. atébmico 9, adicionado al esmalte | cada 100 atomos contenidos en la superficie del esmalte dental; | Cuantitativa .
Flaor (F) ; - - . Razén de Tamhane
dental a través de productos | determinado mediante EDS. continua
topicos y sistémicos. _ _ _ b) ANOVA de
Elementos que se encuentran en | Para fines del presente estudio se definié como elemento traza aquel medidas
pequefias cantidades en el esmalte | que presentd un %at (nimero de atomos del elemento por cada 100 repetidas
y cuya incorporacion a este | &tomos contenidos en la superficie del esmalte dental) menor a 1.0 >
. . g : o (comparacion
Elementos traza depende  del microambiente | en el andlisis de EDS. Estos elementos fueron sodio (Na), cloro (Cl) | Cuantitativa Razén entre etapas)
circundante. y magnesio (Mg). continua
Entre estos elementos no se incluyd al fldor por su importancia en el
estudio y debido a que algunos especimenes mostraron %at. de F
superiores a 1.0.

Continua...
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Variable

Tabla 6. Definicion Conceptual y Operativa de las Variables Dependientes de la Fase 11 (Continuacion)

Definicion conceptual

Definicion operativa

Tipo de

Escala de

Analisis

Metal alcalinotérreo divalente, con
namero atdmico 20, constituyente

Porcentaje atomico de Ca (%at de Ca): nimero de 4tomos de Ca por
cada 100 &tomos contenidos en la superficie del esmalte dental;

variable

Cuantitativa

medicion

Calcio (Ca . Razén
(Ca) del esmalte dental. determinado mediante EDS. continua
Elemento con nimero atomico 15, | Porcentaje atdmico de P (%at de P): nimero de atomos de P por
no metal, constituyente del esmalte | cada 100 &tomos contenidos en la superficie del esmalte dental;
Fésforo (P) dental en forma de grupos fosfato | determinado mediante EDS. Cuantitativa Raz6n
(PO,>)  con  configuracion continua
tetraédrica.
., Relacién existente entre la | Resultado del calculo del porcentaje atdmico de Ca, dividido entre el Cuantitati
Relacion molar | cantidad de calcio v la cantidad de | porcentaje atémico de P (adimensional): determinados mediante uantitativa Razén

Ca/P

fosforo.

EDS.

continua

Estadisticos

a) ANOVA de
una via
(comparacion
entre grupos)
Post hoc:
Bonferroni o T2
de Tamhane

b) ANOVA de
medidas
repetidas

(comparacion

entre etapas)
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6.5. Implicaciones Bioéticas

La presente investigacion contemplo los principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (642 Asamblea General
de octubre de 2013).2% 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 donacién de los drganos
dentarios no representd dafio alguno para los sujetos participantes, pues fue posterior a la
exfoliacion de los 6rganos dentarios de acuerdo a su cronologia normal o después de la extraccién
voluntaria de éstos por persistencia en la cavidad bucal. La decisidn de extraer un érgano dentario
fue siempre por prescripcion fundamentada del Odontopediatra y en ningin caso se Vvio

influenciada por terceras personas.

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

calidad de confidencial.

La participacién fue voluntaria en todos los casos y cada individuo potencial recibi6 la informacién
adecuada acerca del proyecto de investigacion y de su colaboracion en el mismo, 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 por el odont6logo tratante

hasta asegurar el completo entendimiento de la informacion.

Asimismo, se cumplieron las leyes y reglamentos vigentes en México, destacando algunas

consideraciones estipuladas en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion

en Salud:'%’

e Segun el Articulo 17, la presente investigacion se considera “con riesgo minimo”, debido a que
involucrod la obtencion de dientes deciduales exfoliados o extraidos por indicacidn terapéutica.

e El paciente menor de edad firmd un escrito de asentimiento informado, conforme a lo
establecido en el Articulo 37 (Ver Anexo 1), y su representante legal y dos testigos firmaron el

consentimiento informado que reune los requisitos enunciados en el Articulo 22 (Ver Anexo 2).
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Sin embargo, debido a que en las instituciones publicas de atencién odontoldgica el numero de
pacientes es elevado y hay poco tiempo para firmar los documentos de consentimiento y
asentimiento informado, en algunos casos se recurrid unicamente al asentimiento y consentimiento

verbales.

Ademas, en todo momento se cuidd la integridad de los investigadores, implementando las

medidas adecuadas de seguridad en el laboratorio.

6.6. Recoleccion de Datos

Se implemento un sistema de documentacion que posibilitd la recoleccion ordenada de los datos

recabados durante la fase de experimentacion. Este sistema incluyo:

e Biticora de trabajo utilizada para llevar el registro diario de las actividades realizadas, los
calculos para la preparacion de los reactivos y soluciones requeridas, métodos empleados en
cada fase, instrucciones para la operacion de los equipos, asi como los acuerdos con los tutores
durante el desarrollo del proyecto.

e Vaciado de los registros en bases de datos en hojas de calculo (Excel), procesador de textos

(Word) y software de procesamiento estadistico (SPSS).

6.7. Andlisis Estadistico

Fase |
Las diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes atdmicos de los elementos y las
relaciones molares Ca/P entre incisivos y caninos fueron analizadas utilizando la prueba U de
Mann-Whitney (a=0.05), ejecutada en el software SPSS, version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

Fase Il

El andlisis estadistico se realizé utilizando el paquete SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Inicialmente se efectud la prueba de Kolmogorov-Smirnov para estimar la distribucion de los
datos. Posteriormente, se aplicé el anlisis de varianza (ANOVA) de una via para la comparacion

entre grupos; cuando se encontraron diferencias significativas, se aplico el test post hoc de
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Bonferroni o T2 de Tamhane de acuerdo al resultado del test de homogeneidad de varianzas de

Levene.

La prueba de ANOVA de medidas repetidas se realiz6 para determinar las diferencias entre etapas
(antes de tratamiento, después de tratamiento y después de disolucién acida). El nivel de

significancia se fijo en p <0.05 para todos los analisis estadisticos.




Resultados
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7. Resultados
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7.1.3. Resumen

Antecedentes. La caries dental es la enfermedad crénica mas comun en la infancia y el
conocimiento profundo del esmalte temporal sano es requerido para mejorar las estrategias de
prevencion y tratamiento, incluyendo la sintesis de nuevos materiales bioactivos. Obijetivo.
Caracterizar la superficie del esmalte de dientes temporales sanos en términos de morfologia,
composicion quimica, estructura y fases cristalinas. Disefio. EI esmalte de 30 dientes temporales
humanos fue examinado mediante: Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Espectroscopia de
Rayos X por Dispersion de Energia (EDS), Difraccion de Rayos X de Polvos (XRD),
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) y Espectroscopia Fotoelectronica de
Rayos X (XPS). Las diferencias quimicas entre incisivos y caninos fueron evaluadas
estadisticamente mediante el Test U de Mann-Whitney (p<0.05). Resultados. Tres patrones de
esmalte fueron observados. Las relaciones Ca/P fueron 1.37 y 1.03 mediante EDS y XPS,
respectivamente. El tamafio de cristalita fue 210.82+16.78 A. La relacion promedio entre Ca unido
a fosfato y Ca unido a hidroxilo fue aproximadamente 10:1. Conclusiones. ElI esmalte mostro dos
patrones principales (“principalmente liso con algunos surcos” y “abundantes microporosidades™)
y un patrén secundario (“prismas expuestos’”). Ligeras variaciones entre las relaciones molares
Ca/P encontradas mediante EDS y XPS sugieren diferencias en el contenido mineral desde la
superficie del esmalte hacia el interior. Las fases cristalinas encontradas fueron hidroxiapatita y

apatita carbonatada, con mayor incorporacion de carbonato tipo B.

7.1.4. Abstract

Background. Dental caries is the most common chronic disease in childhood and deep knowledge
of the sound deciduous enamel is required to improve the prevention and treatment strategies,
including the synthesis of new bioactive materials. Aim. To characterize the enamel surface of
sound deciduous teeth in terms of morphology, chemical composition, structure and crystalline
phases. Design. The enamel of 30 human deciduous teeth was examined by: Scanning Electron
Microscopy (SEM), Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy (EDS), X-ray Powder Diffraction
(XRD), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and X-ray Photoelectron Spectroscopy
(XPS). Chemical differences between incisors and canines were statistically evaluated by Mann-
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Whitney U Test (p<0.05). Results. Three enamel patterns were observed. Ca/P ratios were 1.37
and 1.03 by EDS and XPS, respectively. Crystallite size was 210.82+16.78 A. Mean ratio between
Ca bonded to phosphate and Ca bonded to hydroxyl was approximately 10:1. Conclusions.
Enamel showed two main patterns (“mostly smooth with some grooves” and ‘“abundant
microporosities”) and a secondary pattern (“exposed prisms”). Slight variations among the Ca/P
molar ratios found by EDS and XPS, suggest differences in the mineral content from the enamel
surface to the interior. Crystalline phases found were hydroxyapatite and carbonate apatite, with

major type B carbonate incorporation.
7.1.5. Introduction

Dental enamel is a tissue with unique characteristics that allow it to interact with the oral
environment. In health conditions it acts as a protective barrier against the diffusion of certain

fluids and microorganisms into the dentin and pulp.

Tooth enamel is also the most highly mineralized tissue in humans, it is about 96 wt% (weight
percentage) mineral, 3 wt% water and 1 wt% organic.® The mineral component is an impure form
of hydroxyapatite [Ca10(PO4)s(OH),] because its lattice structure facilitates vacancies, solid
solutions, substitutions and the incorporation of inorganic elements not present in the pure
compound.? * Additionally, as in other bioapatites, it shows Ca/P atomic ratios lower than 1.67, the
value for stoichiometric hydroxyapatite.* On the other hand, the organic phase has a protein

nature.’

Specifically, deciduous enamel has characteristics related to the functions and permanency in
mouth of the temporary dentition. It is worth mentioning that primary teeth have aprismatic enamel
in their surface and percentages of Ca and P lower than permanent teeth,® ” conditions that must be
taken into account for paediatric dentistry care. However, most studies have been mainly focused

on permanent dentition or deciduous teeth with pathological processes.®**

Nowadays, although new technologies have been applied in dental research, these have not been
widely applied in all fields. In fact, there are scarce current studies regarding the characterization
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7, 12-14
l,

of sound deciduous ename nevertheless the samples were reduced or only one technique

was employed.

Furthermore, dental caries is the most common chronic disease in childhood™ and deep knowledge
of the sound deciduous enamel is required to improve the prevention and treatment strategies,
including the synthesis of new bioactive materials that elicit a specific biological response at the

interface between these and enamel, resulting in the formation of a bond.®

By these reasons, the aim of the present study was to characterize the enamel surface of sound

deciduous teeth in terms of morphology, chemical composition, structure and crystalline phases.

7.1.6. Material and Methods

Tooth selection and sample preparation

The protocol of the present study was reviewed and approved by the Research and Ethics
Committee of the Autonomous University of the State of Mexico. Deciduous teeth (incisors and
canines), exfoliated or extracted because of persistence in mouth were obtained under informed
consent. Collected teeth did not present obvious decay or evidence of fluorosis, fractures or
fillings. Immediately after extraction, they were placed in a plastic container with 0.2 % thymol
solution and transported to the laboratory within 15 days after extraction for the analyses.
Deionized water was used for the cleaning of the teeth; traces of soft tissue and blood were
removed by means of a scalpel, specimens were delicately brushed with a soft brush (Sulcus, Oral-
B, Mexico) and they were finally rinsed with water. Storage was carried out in 0.2% thymol
solution at 4 °C until the analyses were performed.

Each tooth was removed from the solution, rinsed with deionized water and dried with oil free
air from a triple syringe. The teeth were examined with a DIAGNOdent® pen (KaVo, Biderach,
Germany) and 30 healthy teeth (15 incisors and 15 canines) with values between 0 and 13 were
selected for their characterization. The sequence of the procedures and the techniques applied is
shown in Fig. 1.




45

30 Sound primary teeth n=30
(incisors n=15, canines n=15)
|

Scanning Electron Microscopy (SEM) n=30
Enamel surface morphology

J/
[
Energy Dispersive X -Ray Spectroscopy (EDS) n=30 A
at. % of C, O, P, Ca and trace elements
(4 J
[
[ Polishing n= 12 ]
| |
T X-Ray Photoelectron Spectroscopy (XPS) n=4
E I grind =8
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[ |
Powder X-Ray Fourier Transformed Infrared
Diffraction (XRD) n=4 Spectroscopy (FTIR) n=4
Crystalline phases & Functional groups &
mean crystallite size ratios (A545/Ag03 @nd Aq415/Ag03)

Fig. 1. Diagram of the procedures and characterization techniques sequence.

Scanning Electron Microscopy (SEM)

Specimens were fixed to aluminium stubs with double-sided adhesive carbon tape (SPI Supplies,
USA). Since we performed the analysis in the Low Vacuum Mode (25 Pa of chamber pressure),
the application of a conducting coating was not necessary. Randomly selected buccal enamel
surfaces were observed in a scanning electron microscope (JEOL, JSM-6510LV, Japan) at three
different magnifications (200x, 600x and 1200x), with an electron acceleration voltage of 15-20

kV and using the backscattered electrons detector.

Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS)

The same buccal surface of each tooth was visualized under SEM at a standardized magnification
of 100x with a working distance of 10 mm and the whole image area was selected to determine the
atomic percentages (at%) of C, O, P, Ca and trace elements, using an X-ray detector system
(Oxford Instruments, 7582, U.K.) attached to the scanning electron microscope.
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Polishing
The enamel surface of each tooth was polished for 5 minutes with a rubber cup mounted at a low-
speed handpiece of the dental unit (KaVo, Biderach, Germany) and under constant deionized water

irrigation. Abrasive substances were not used.

Enamel grinding

The teeth were fractured hitting them with an agate mortar pestle, with the only purpose of leaving
the dentin exposed. A micromotor with round burs was used to remove the dentin and, when
required, the teeth were fractured again to access areas that still contained dentin. Roots were cut
when necessary using a carbide disc. Specimens were observed in the stereoscopic microscope to
ensure the complete removal of the dentin. The enamel pieces were washed by shaking in
deionized water to eliminate residual dentin powder and they were air-dried. Finally, the pure

enamel that remained was grinded in the agate mortar until a fine powder was obtained.

X-ray Powder Diffraction (XRD)

The powder of each specimen was placed in a circular glass specimen holder and was analyzed in a
powder X-ray diffractometer (D8 Advance, Bruker, Germany). We used the following conditions:
CuKa X-ray radiation, X-ray source output power of 1050 W (35 kV, 30 mA), angular detector, 26
range of 7° to 67° with a step size of 0.02° and 0.5 seconds per step. A smooth factor of 0.1 was
applied to improve the peak definition. The crystalline phases and structures, the spatial group and
the crystallite size (using the Scherrer method) were determined with the EVA 13 program,

belonging to the software suite DiffracPlus Basic Evaluation Package (Bruker, Germany).

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Firstly, for each tooth analyzed, 5 mg of enamel powder were mixed with 100 mg of potassium
bromide (KBr) in an agate mortar and pellets transparent to visible light were fabricated on a
manual hydraulic press with a pressure of 8.0 ton/cm® FTIR spectra were recorded with an Avatar
360 spectrometer (Thermo Nicolet, USA). The background noise was corrected with air data and
iterations were performed for 32 times in the region of 200-4000 cm™ with a measurement
resolution of 8 cm™. The spectral bands were analyzed in the software OMINC- Macro Basic v6.2
(Thermo Nicolet, USA) in order to assign the corresponding functional groups. The absorbance in
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the bands of carbonate (types A and B) and phosphate was measured from a previously traced

baseline.

X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS)

The dental organs were first cut to obtain a 2.0 mm slice of each sample that was suitable for the
XPS analysis. For this purpose, self-etch adhesive was applied to the dentin of the pulp chamber
(Adper Easy One 3M ESPE, USA), and the chamber was filled with autopolymerizable resin
(Unitek 3M, USA) for better support. Afterwards, the crown was fixed with a thermoplastic epoxy
resin (Allied, USA) to a glass slide placed on a hot plate (Corning, USA). Each slide was then put
on a cutter (South Bay Technology Inc., USA). The cut was done parallel to the buccal surface of
the tooth (approx. 2 mm width) with a diamond wheel (South Bay Inc., USA) under constant water

irrigation.

Subsequently, the samples were air-dried, fixed to aluminium stubs with carbon tape and were
chemically analyzed with an XPS (JEOL XPS-9200, Japan). The analysis area was 1 mm in
diameter in the centre of the buccal enamel surface. The chamber vacuum was at least 107 Pa. A
MgKa X-ray source was used at 200 W of power output. Peak positions were calibrated by
referencing a value of 284.5 eV for the peak of C-C, C-H in the C 1s spectrum. Qualitative and
semiquantitative data (at%) were obtained for C 1s, N 1s, O 1s, Ca 2p and P 2p from their
respective high resolution spectra. The deconvolution of the XPS calcium spectrum was also done
to determine the possible interactions of this element with other atoms in the enamel structure. The
Handbook of X-ray Photoelectron Spectroscopy (JEOL, Japan) and the NIST XPS Database,
Version 3.5 (NIST, USA) were used as reference of the characteristic binding energies (eV) related

to each core atomic orbital of the studied elements.

Statistical analysis

Significant statistical differences in the atomic percentages of the elements and the Ca/P molar
ratios between incisors and canines were analyzed using the Mann-Whitney U Test (a=0.05),
performed in the SPSS software, version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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7.1.7. Results

Scanning Electron Microscopy (SEM)
The enamel surface of deciduous teeth showed two main types of morphological patterns as
observed by SEM: A) “mostly smooth with some grooves” in 14 teeth (Fig. 2a) and B) “abundant
microporosities” in 16 teeth (Fig. 2b).

“Exposed prisms” was a secondary pattern observed in the surface of 9 teeth, localized in all
cases in the incisal third. Two teeth showed prisms with a “key hole” pattern (Fig. 2¢) and seven

teeth had prisms in irregular circular-like shapes (Fig. 2d).

Fig. 2. Enamel surface morphology patterns of deciduous teeth: a) mostly smooth with some
grooves; b) abundant microporosities; ¢) exposed “key hole” prisms and d) exposed prisms with

irregular circular-like shapes.
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Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS)

The chemical composition of the enamel surface of the specimens obtained by EDS is shown in

Table 1. The at% and Ca/P molar ratios (mean values and standard deviations) are showed.

Incisors and canines showed no statistically significant differences in the at% of C, O, P, Ca and

trace elements; nor the Ca/P molar ratios (p<0.05).

Table 1. Mean values and standard deviations of elements atomic percentages and Ca/P

molar ratios of deciduous enamel surface by EDS analysis.

a
C at% O at% P at% Ca at% Trace elements® Ca/P n_10|ar
at% ratio
Incisors (n=15) 19.40+7.51 55.58+7.06 10.20+0.97 14.09+1.81 0.73+0.20 1.38+0.13
Canines (n=15) 15.18+6.06 58.77+6.44 10.72+1.06 14.68+2.12 0.65+0.13 1.36+0.08
P-value* 0.081 0.250 0.305 0.461 0.174 0.902
Total (n=30) 17.29+7.04 57.18+6.83 10.46+1.03 14.38+1.96 0.69+0.17 1.37+£0.11

at% lower than 1.0 (Cl + Na + Mg).
* Mann-Whitney U Test (0=0.05)

X-ray Powder Diffraction (XRD)

The diffractograms of the incisors and canines analyzed by XRD are shown in Fig. 3. The

diffraction planes (labelled) corresponded, for all specimens, to the crystalline phases of

hydroxyapatite and carbonate apatite. Both phases had a hexagonal structure and belonged to the

space group P63/m (176), with the same unit cell dimensions (a=b=9.44 A, ¢=6.88 A). The mean

crystallite size was 210.82+16.78 A.
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Fig. 3. X-ray diffractograms of the enamel powder of deciduous incisors and canines.

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
The functional groups found in the enamel powder samples are shown in the wide scan FTIR

spectrum (Fig. 4a). The typical OH stretching band was shown at 3566 cm™.

Regarding the phosphates, we could localize the PO,> v1 mode at 959 cm™, PO,> v2 mode at
472 cm™, PO,* v3 at 1033 cm™ and PO,> v4 at 562 cm™ with a less intense band centred at 603

cm™,

The major component of v2 COs>, was type B carbonate (COs* ions substituting PO, sites),
located at 872 cm™. Type B carbonate v3 mode showed two bands, one at 1415 cm™ and the other
at 1457cm™. Type A carbonate (CO3 substituting OH sites) in the v3 domain was located at 1545

cm™.
The amide | vibration arising from C=0O stretching was centred in the 1654 cm™ band. The
amide A region, were the N-H stretching vibration of the amide appears, had its major intensity at

3396 cm™. The amide B region arising from C-H stretching showed a band with higher intensity at

2927 cm™.

In addition, Fig. 4b shows the absorbance of the region where carbonates and phosphates

appeared. The calculated mean ratios between carbonates and phosphates were: Ajsss/Asos (type A
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carbonate/phosphate) = 0.0507+0.009 and Aiss/Ass (type B carbonate/phosphate)

0.2976+0.031.
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Fig. 4. Infrared spectra of deciduous incisor enamel: a) wide scan spectrum and

b) narrow scan spectrum.

X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS)

The mean at% of C, O, P, Ca and N, as well as the average Ca/P molar ratio calculated from

XPS spectra are shown in Table 2. The deconvolution of the XPS calcium spectrum (Fig. 5) show

the binding energies (eV) in the peaks of Ca?* bonded to PO, (higher peaks) and the peaks of Ca

bonded to OH" (lower peaks). The average ratio between Ca bonded to phosphate and Ca bonded to

hydroxyl was approximately 10:1.

2+



52

Table 2. Mean values of elements atomic percentages and Ca/P molar ratios of deciduous

enamel surface by XPS analysis.

Cls O1ls P2p3/2 Ca2p3/2 Nls Ca/P
at% at% at% at% at% molar ratio
5454 24.66 8.28 8.79 3.73 1.03

3470
.......... Ca?* bonded to PO43“ :
------ Ca%* bonded to OH-
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Fig. 5. Deconvolution of the XPS calcium spectrum from the enamel surface.

7.1.8. Discussion

Since our goal was to study the teeth without any physical or chemical modification, after

extraction from the buccal cavity the enamel surface was not polished or etched before SEM

analysis in order to maintain their original morphology and structure. The “mostly smooth with

some grooves” pattern observed in this study could be explained by the fact that there is “prismless

enamel” in the outermost layer of the deciduous teeth, where crystallites are regularly arranged

parallel to each other.*” The well defined grooves found in some teeth might be formed due to the

abrasion processes that all erupted teeth undergo,*® like the ones caused by toothbrushing or

feeding. These findings are consistent with Neves et al.”* who obtained a similar SEM image of

sound primary teeth without any treatment.
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The “abundant microporosities” pattern was observed along the wear grooves, suggesting that
these areas could be more prone to morphological and structural changes resulting from factors

inherent to the oral environment.

Exposed prisms were found in the incisal third probably due to the presence of localized forces
applied in this zone during the masticatory function. As reported by Kodaka et al.*’ these areas
showed “circular-like arcades” and arcade-shape prisms commonly named “key hole” prisms,
where the head (rod) and tail (interrod) of each prism are clearly observed. However, contrary to
our study, the teeth were etched with EDTA prior to SEM analysis.

It is important to highlight that all the morphological patterns showed microscopic defects such as
grooves, microporosities and/or exposed prisms in "smooth" buccal surfaces. Moreover, these
defects are sites vulnerable to bacterial retention and posterior demineralization, fact that must be

considered for caries prevention in Paediatric Dentistry.

Regarding to chemical composition, human dental enamel has been analyzed by EDS in previous

reports,” % 2% 2

mostly including samples from unhealthy subjects. Additionally, variations in the
results have been reported in the literature. Ca and P content was evaluated, excluding other
elements that form part of the hydroxyapatite structure, such as C and O.”® In our study, there was
no difference between deciduous incisors and canines in terms of the chemical composition despite
of the different formation, eruption and shedding times that could be influenced by several intrinsic

and extrinsic factors.

It is worth mentioning that the Ca/P molar ratio represents a relationship independent of the
absence or presence of other elements, which constitutes a criterion to compare results, reason why
it was used in our study. The calculated mean Ca/P molar ratio obtained was close although
slightly lower than the 1.55-1.70 range reported by Shore et al.?® for deciduous enamel. On the
other hand, it has been reported a Ca/P molar ratio around 1.74 for permanent teeth.® This suggests
that there is a small difference between this molar ratio from deciduous and permanent teeth,

though additional studies are required.
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Another point to be considered is related to the indistinct use of the term “phosphate” (PO.)
instead of “phosphorus” when referring to the element P, which leads to erroneous
interpretations.” 2! Besides, results expressed in wt% as unit of measurement have been widely
spread. Nonetheless, the at% is a more straightforward way to relate the number of atoms of each

element, as used in this research.

With respect to the structural characterization, there are important advantages when working with
powdered enamel instead of fractured enamel for the XRD analysis. One is that all the plane
directions promote diffraction since all the grains are randomly oriented. A second advantage is
that the geometry of the analysis is favoured when the powder inside the specimen holder is
flattened, avoiding edge effects such as secondary diffraction signals, etc. Therefore, these
conditions promote more intense and defined diffraction peaks as well as less noise in the spectra

for easier and more accurate analysis.

X-ray diffractograms showed narrow and well defined peaks, suggesting that the crystallite size
was large. Indeed, the calculated crystallite size coincided with the value reported by Leventouri et
al.** in deciduous teeth, which corresponds to a well crystallized apatite (>200 A), according to
Pleshko et al.”* However, we could not determine by XRD analysis the proportion between
hydroxyapatite and carbonate apatite since their lattice parameters were the same and

indistinguishable from each other.

FTIR, a useful tool to analyze hydroxyapatite and the organic content in enamel, showed bands of

the functional groups in agreement with other authors studies, such as: hydroxyl,?* phosphates,**%°

14,23, 24,27 and amides.23' 28

carbonates,
The carbonate/phosphate absorbance ratio as an indicator of the degree of incorporated carbonate
in hydroxyapatite,?® showed an increased presence of type B carbonate in relation to type A. S@nju
and Ruyter® reported that only about 11% of the total carbonate content in deciduous enamel is

type A.
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On the other hand, since XPS is a surface technique with an analysis scope of approximately 1 to 6
nm depth, we decided to polish the samples in order to eliminate the organic content over the
enamel, reducing the N at% to a minimum according to the results of our pilot study. It has been
reported that the complete removal of the acquired pellicle is achieved pumicing the teeth around 5
minutes with a rotating rubber cup,®® however, to prevent contamination, we did not use any
abrasive. The presence of N and a high amount of C in the enamel surface may be due to two
factors: one is that these elements are part of the proteins forming the organic pellicle that may not
be completely eliminated and the second is that XPS is sensitive to environmental carbon. The at%
of O, P and Ca were lower with XPS than when analyzed by EDS, probably due to the C at%
increment. Additionally, the slight variations among the Ca/P molar ratios could be explained by
the analysis depth of each employed technique, suggesting differences in the mineral content from
the enamel surface to the interior. A smaller Ca/P molar ratio in the outermost surface (XPS)
suggest the loss of Ca®* ions from the surface, which could be related to microscopic
morphological defects such as microporosities and exposed prisms. Weatherell et al.** have also
found low Ca/P values near the surface and mentioned that it could be indicative of calcium-

deficient apatite.

An XPS advantage is that the chemical or electronic state of each element could be studied. As
mentioned before, the average ratio between Ca®" bonded to PO43' and Ca*" bonded to OH- was
approximately 10:1. In pure hydroxyapatite there are 9 Ca ions bonded to PO,> for 1 Ca ion
bonded to OH". The difference can arise from CO5* substitutions and other crystalline defects such

as vacancies and interstitials.

In this era of major technological advances, the findings revealed in this study by several
characterization techniques should be considered as a whole for the synthesis of new bioactive
materials. Depending on the desired use, for enamel protection they must have high chemical
affinity. While to replace the hydroxyapatite structure and to achieve a proper adhesion, materials

must have a composition and a structure similar to those described by the authors.
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7.1.9. Conclusions

Morphologically, the enamel of sound deciduous teeth showed two main patterns: “mostly smooth
with some grooves” and “abundant microporosities”. “Exposed prisms” was a secondary pattern

located only in the incisal third.

Chemically, there were slight variations among the Ca/P molar ratios found by EDS and XPS,
suggesting differences in the mineral content from the enamel surface to the interior.

Structurally, the crystalline phases found in enamel by powder XRD were hydroxyapatite and
carbonate apatite; and there was a higher amount of incorporated type B carbonate than type A

carbonate as evidenced by FTIR.

*Why this paper is important to paediatric dentists.
e This is a comprehensive study regarding to morphology and chemical composition in deciduous
enamel more extensive than previous reports. Several current analytical techniques were used

simultaneously to strengthen the state of the art in this topic of Paediatric Dentistry.

eIt is important to highlight that microscopic morphological patterns which included grooves,
microporosities and exposed prisms in the buccal surface could contribute to bacterial retention,
demineralization processes and dental sensitivity. These factors should be taken into

consideration by Paediatric Dentistry clinicians.

e Because dental caries is the most common chronic disease in childhood, deep knowledge of the
sound deciduous enamel is required to improve the prevention and treatment strategies, including

the synthesis of new bioactive materials.
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7.2.3. Resumen

Objetivo: Evaluar in vitro los cambios morfoldgicos y quimicos en el esmalte temporal humano
producidos por la irradiacion con laser Er:YAG, la aplicacion de fluoruro, el tratamiento
combinado y la disolucion acida. Antecedentes: El laser Er:YAG ha sido propuesto como una
potencial estrategia preventiva de caries dental. Existe escasa informacion concerniente al esmalte
temporal. Métodos: Ochenta muestras de esmalte fueron asignadas a ocho grupos (n=10): G1,
control; G2, G3 y G4, irradiacion con laser Er:-YAG a 7.5, 12.7 and 39.8 J/cm?, respectivamente;
G5, aplicacion de fluoruro; G6, G7 y G8, irradiacién a las densidades previas mas aplicacion de
fluoruro. La morfologia fue evaluada mediante microscopia electrénica de barrido y la
composicion quimica fue determinada mediante espectroscopia de rayos X por dispersion de
energia antes del tratamiento (BT), después del tratamiento (AT) y después de la disolucion acida
(AAD). ANOVA de una via y de medidas repetidas fueron utilizadas (p<0.05) para el andlisis
estadistico. Resultados: La morfologia de las superficies irradiadas incluy6 crateres, prismas
expuestos, fracturas y fusion. No existieron modificaciones morfoldgicas después de la aplicacion
de fluoruro y tampoco AAD. Quimicamente, AT: el porcentaje atdbmico (%at) de C disminuyé en
G3, G4 y G8; el %at de O disminuyd en G5-G8; el contenido de F fue mayor para G7; los
elementos traza se mantuvieron por debajo de 1.0 %eat; el %at de Ca aument6 en G4, G7 y G8;
incrementos en el %at de P en G4 y G8; Ca/P aumento en G4, G7 y G8. AAD: el %at de F cayo a
0.00 en G5-G8; el %at de P se incrementd en G7. Conclusiones: Los cambios morfologicos del
esmalte irradiado con Er:YAG incluyeron dafios desde leves hasta severos. Las condiciones
empleadas en este estudio no son recomendadas para la prevencion de caries de dientes temporales.
La densidad de energia del laser Er:YAG produjo cambios quimicos en el esmalte que mejoraron

su estructura. La disolucidn acida removi6 fluoruro de la superficie del esmalte.

7.2.4. Abstract

Objective: Evaluate in vitro morphological and chemical changes on human deciduous enamel
produced by Er:YAG laser irradiation, fluoride application, combined treatment and acid
dissolution. Background Data: Er:YAG laser has been proposed as a potential preventive dental

caries strategy. There is quite scarce information regarding deciduous enamel. Methods: Eighty
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enamel samples were assigned to eight groups (n=10): G1, control; G2, G3 and G4, Er:YAG laser
irradiation at 7.5, 12.7 and 39.8 J/cm?, respectively; G5, fluoride application; G6, G7 and G8,
irradiation at previous densities + fluoride application. Morphology was evaluated by scanning
electron microscopy and chemical composition determined by energy dispersive X-ray
spectroscopy before treatment (BT), after treatment (AT) and after acid dissolution (AAD). One-
way and repeated measures ANOVA were used (p<0.05). Results: Morphology of lased surfaces
included craters, exposed prisms, fractures and melting. No morphological modifications appeared
after fluoride application, neither AAD. Chemically, AT: C at% decreased in G3, G4 and G8; O
at% decreased in G5-G8; F content was higher for G7; trace elements remained under 1.0 at%; Ca
at% increased in G4, G7 and G8; increments in P at% of G4 and G8; Ca/P increased in G4, G7 and
G8. AAD: F at% dropped to 0.00 in G5-G8; P at% increased in G7. Conclusions: Morphological
changes of Er:YAG irradiated enamel were from mild to severe damages. Conditions employed in
this study are not recommended for deciduous caries prevention. Er:YAG energy density
influenced chemical changes in enamel to enhance its structure. Acid dissolution removed fluoride

from enamel surface.

7.2.5. Introduction

Nowadays, the strategies for preventive dental caries have been mainly focused on deciduous teeth
because it is well known that this disease leads to several negative effects with further damage to
permanent dentition.’* However, despite the efforts to control it, there is the need to evaluate the
mechanisms of action of novel and effective prevention strategies that enhance the dental structure

without relying on the cooperation of the patient.

Laser technology has been considered a new potential strategy in caries prevention since the first
studies conducted by Stern and Sognnaes® and Stern et al.,® in which they demonstrated that acid
resistance of enamel increased when irradiated by ruby laser. In general, the use of laser
technology for caries prevention has been controversial, because there are several variables that
could be modified (type of laser, wavelength, irradiation parameters, type of demineralization
induced in samples, etc.) and the final result in the studies depends on the interaction of all of

them.’
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In particular, the effectiveness of Er:YAG laser (A = 2940 nm) has been questioned.®® However,

several studies have demonstrated that the treatment with this laser prevents enamel

demineralization,*®**

11
l.

including quite scarce information regarding the effects on deciduous

Castellan et. al.**

ename concluded that Er:-YAG laser can be an alternative tool for enhancing
deciduous enamel acid resistance, nonetheless, key factors to consider such as the morphological
and chemical changes produced by irradiation have not been studied. In fact, some researchers
have reported that enamel surface of permanent teeth suffered collateral damages (fractures,
craters, exposed prisms, etc.) as a result of the thermal phenomena that occurs during irradiation,
even at energy densities usually considered as subablative.™"" Additionally, there are studies
supporting the idea that Er:-YAG laser irradiation improves the incorporation of fluoride from
topical products to dental enamel,*? and the combination of both treatments leads to a greater

reduction in mineral loss when it is subjected to an acid challenge.'**®

For these reasons, the aim of the present study was to evaluate in vitro morphological and chemical
changes on human deciduous enamel produced by Er:YAG laser irradiation, fluoride application

and combined treatment, as well as the effects induced by acid dissolution on treated surfaces.

7.2.6. Materials and Methods

Tooth selection and sample preparation

The protocol of this study was reviewed and approved by the Research and Ethics Committee of
the Autonomous University of the State of Mexico. Deciduous molars extracted for prolonged
retention without obvious decay or evidence of fluorosis, fractures or fillings were obtained under
informed consent. Immediately after extraction, teeth were collected in a 0.2% thymol solution and
transported to the laboratory. The specimens were cleaned with tridistilled water, traces of soft
tissue were removed with a scalpel and the crown was separated from the remnant root by means
of a carbide disc. Crowns were gently brushed with a soft brush (Sulcus, Oral-B, Mexico) and
finally rinsed with tridistilled water. The storage was carried out at 4 °C in 0.2% thymol solution

before the analysis.
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Afterwards, the crowns were rinsed with tridistilled water and air-dried. They were observed under
the stereoscopic microscope and the ones that showed fractures were discarded. Specimens were
scanned with a laser fluorescence caries detection system DIAGNOdent® pen (KaVo, Biderach,
Germany) and forty were selected for the study after showing values between 0 and 13 (healthy
teeth). Each crown was fixed with a thermoplastic epoxy resin (Allied, USA) to a glass slide
placed on a hot plate (Corning, USA) and a mesiodistal central cut was performed using a low
speed diamond wheel saw (South Bay Technology Inc., USA), under constant tridistilled water
irrigation. One block with an enamel square area of 3x3 mm was obtained from each buccal and
lingual surface. Each enamel block was considered as the experimental unit. Subsequently, the
samples were cleaned for 5 minutes in separate containers filled with tridistilled water in the
ultrasonic bath (Quantrex Q140, L&R Ultrasonics, N.J., U.S.A.) and they were air-dried.

The diagram of the experimental design is shown in Fig. 1. Scanning electron microscopy (SEM)
and Energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) were conducted during three stages: before
treatment (BT), after treatment (AT) and after acid dissolution (AAD). All procedures were

performed in isolated experimental units.

Scanning electron microscopy (SEM)

The blocks were fixed to aluminium stubs with double-sided adhesive carbon tape (SPI Supplies,
USA). The analysis was performed using a scanning electron microscope (JEOL, JSM-6510LV,
Japan) in the low vacuum mode at 10 Pa of chamber pressure, with an electron acceleration voltage
of 25 kV and detecting backscattered electrons. The morphology of the enamel surface was
observed at a magnification of 400x. The scaler tool of the image software (INCA, Oxford
Instruments, Oxfordshire, United Kingdom) was used to trace a cross from the corners of the
square sample and the exact center of the cross was examined. To ensure satisfactory inter-
examiner reproducibility of morphological findings, three examiners were calibrated with enamel

SEM images selected from our research files previous to the start of SEM analysis (Kappa 0.95).
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80 Deciduous molar blocks
(enamel conditioningarea = 3x3 mm)

Scanning electron Energy dispersive X-ray spectroscopy
microscopy (SEM) (EDS)
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FIG. 1 Diagram of the experimental design.

Energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS)

The whole area visualized under SEM at a standardized magnification of 100x was analyzed to
determine the atomic percentages (at%) of carbon (C), oxygen (O), fluorine (F), trace elements
(sodium + chlorine + magnesium), calcium (Ca) and phosphorus (P) using an X-ray detector

system (Oxford Instruments, 7582, U.K) attached to the microscope.

Surface treatments
Eighty block samples were randomly assigned to eight groups (n=10) and enamel surface was

conditioned as shown in Table 1.
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TABLE 1. CONDITIONING FOR STUDY GROUPS

Groups
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Control Er:YAG Er:YAG ErYAG Fluoride Er:YAG Er:YAG Er:YAG
Laser laser laser laser laser laser
+ Fluoride  + Fluoride + Fluoride

Irradiation conditions
Energy (mJ): - 100 100 200 - 100 100 200
Sapphire tip @ (mm): - 1.3 1.0 0.8 - 1.3 1.0 0.8
Energy density (J/cm?): - 75 12.7 39.8 - 75 12.7 39.8
Power density (W/cm?): - 1.88 x10* 3.18 x10* 9.95 x 10* - 1.88x10* 3.18x10*  9.95 x 10
Fluoride application
1.23% APF topical foam - - - - v v v v

A) Er:YAG laser irradiation

The irradiation of the specimens was performed using an Er:'YAG laser system (OpusDuo
AgualLite EC, Err-YAG + CO,, Lumenis, Yokneam, Israel) in the non-focused and non-contact
modes, with a wavelength fixed at 2.94 um, at a pulse repetition of 7 Hz and a pulse duration of
400 psec. Energy levels were calibrated using the calipers of the equipment, and the energy
delivered was measured periodically with a power meter (LaserMate-P, Coherent Co., Santa Clara,
CA, USA). The surface was scanned once by hand (13 sec) with the sapphire tip of the laser

perpendicular to it, at a working distance of 1 mm and with tridistilled water irrigation (5 mL/min).

B) Fluoride application

Enamel surface was dried with a compressed-gas duster (Falcon Safety Products, Inc., NJ, U.S.A)).
Then, the teeth were treated individually during 4 minutes with 1.23% APF topical foam (Butler,
Sunstar Americas, Inc., IL, U.S.A.). After, the samples were rinsed with tridistilled water for 1
minute and then air-dried. For G6, G7 and G8 groups, fluoride was applied immediately after
Er:-YAG laser irradiation.
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Acid dissolution

Samples were coated with and acid-resistant varnish, except on the enamel area designed for
conditioning. Each specimen was immersed individually in plastic tubes containing 2 mL of a 0.1
M lactic acid solution with a pH of 4.8 and incubated at 37°C for 24 hours.® After this time, the

samples were removed and rinsed with tridistilled water.

Statistical analysis

All data were analyzed using the SPSS 18.0 statistical package (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
The Kolmogorov-Smirnov test was performed to estimate the distribution of the data.
Subsequently, the one-way analysis of variance (ANOVA) was used to compare among groups;
when significant differences were found, Bonferroni or Tamhane’s T2 post hoc tests were applied

depending on Levene’s test of homogeneity of variance.

A repeated measures ANOVA was performed to determine the differences among stages (before
treatment, after treatment and after acid dissolution). The level of significance was stated at p <

0.05 in all statistical analysis.

7.2.7. Results

SEM surface analysis

Morphological changes of deciduous enamel produced by Er:YAG laser, fluoride and acid
dissolution can be seen in Figure 2. Before laser treatment teeth showed some defects such as
grooves, fractures and even exposed prisms. After irradiation the adverse effects were more

accentuated at higher energy densities.

However, surface morphology was not modified after fluoride application, neither after the acid

dissolution process.
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Stages
Before treatment After treatment After acid dissolution

Group1
Control

Group 2
100 mJ, 7.5 J/icm?

Group 3 \
100 mJ, 12.7 J/icm?

Group 4
200 mJ, 39.8 J/cm?

Group 5
Fluoride

50 um

FIG. 2 Representative SEM micrographs of enamel surfaces for control, irradiated and fluoride
groups. Before treatment, the teeth showed smooth surfaces or microporosities, as well as some
defects. After treatment, signs of damage were observed on irradiated enamel, including craters,
completely exposed prisms, fractures and melting. No morphological changes were observed with

fluoride application and after acid dissolution. Original magnification = 400x.
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EDS evaluation
The chemical composition of deciduous enamel surface determined before treatment, after
treatment and after acid dissolution is expressed in at% (means and standard deviations). See
Tables 2 and 3.

There were statistically significant differences in all analyzed elements, highlighting the following
findings. Table 2 shows a decrease AT in C at% in G3, G4 and G8, more evident in groups
irradiated at the highest energy density, also AAD. Additionally, in G5 there was an increase in C
at% after fluoride application. A decrease in O at% was produced in groups treated with fluoride
(G5-G8). Relative to F at%, G5-G8 showed an increase, which was higher in G7. AAD, the values
of these groups dropped to 0.00. An increment in trace elements following treatment is displayed
in G3, G4, G6 and G7.

Table 3 illustrates the calculated Ca/P molar ratio, as well as the content of such elements,
statistically significant differences were found in G4, G7 and G8. The Ca at% was increased AT in
these groups and values remained without modifications AAD. With regard to P at%, G4 and G8
had an increment AT and G7 showed a higher value AAD. The Ca/P molar ratio was superior AT
in both groups irradiated at 39.8 J/cm? (G4 and G8), and no changes were observed AAD. This
ratio was also increased after the combined treatment of G7. Subsequent to surface treatment, G4,
G7 and G8 had Ca/P values higher than the one obtained by the control group, but similar to G5

value.
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TABLE 2. ATOMIC PERCENTAGES (AT%) OF C, O, F AND TRACE ELEMENTS OF THE DECIDUOUS TEETH ENAMEL
SURFACE, ANALYZED BEFORE TREATMENT, AFTER TREATMENT AND AFTER ACID DISSOLUTION BY EDS (MEAN =+
STANDARD DEVIATION)

at%

Groups
Chemical
Element Stage Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
BT 15.76£7.71 A a 18.34%#8.42 A a 16.45+8.96 A a 16.70£3.87 A a 1557+740A a 17.70£7.77 A a 16.66x4.54 A a 13.48+#598A a *
C AT 15.76+7.71 AB,Ca 13.71+3.32 AB,Ca 9.41+3.03 ABb 1574212 D b 23244837 C b 17.7946.97 AC a 13.56+4.13 AB,Ca 1.33t1.89D b **
AAD 15.53+5.97 AB a 16.8616.61 AB a 17.60+7.45 ABa 591+#1.46 C ¢ 20.85x7.93 AB ab 2166+591 A a 12.88+4.31B a 0.39+0.80D b **
BT 58.0946.82 AB a 54.77+6.62 A a 56.63+5.90 A Ba 60.93+5.33 AB a 59.41+6.10 AB a 55.31+6.00 A a 63.92+0.89 B a 63.50+1.09AB a **
o} AT 58.09+6.82 AB,Ca 62.16x3.53 AB b 60.96+2.44 ABa 65.72#3.96 B a 48.84+#558 CD b 47.09+4.39 D b 42.98+5.56 D b 59.00+1.87A b **
AAD 59.13+¢5.62 AB,Ca 58.44+457 AB ab 57.07¢5.19 ABa 65.34+2.18 C a 56.25+6.31 AB a 54.28+3.38 A a 59.85+3.99 AB,C c 60.95t0.27B c **
BT 0.00 A a 0.00 A a 0.00A a 0.00 A a 0.00A a 000A a 0.00 A a 0.00A a
F AT 0.00 A a 0.00 A a 0.00A a 0.00 A a 245+142B b 6.82+3.74B b 17.69+6.62 C b 3.36+x286AB b **
AAD 0.00 A a 0.00 A a 0.00A a 0.00 A a 0.00 A a 000A a 0.00 A a 0.00A a
T BT 0.67+0.10 A a 0.67+0.10 A a 0.67+0.11 A a 0.57+0.14 AB a 0.64+0.16 AB a 0.59+0.12 ABa 046+0.16 B.C a 0.33+0.16C a *
elerrr?gre\ts AT 0.67+0.10 A a 0.63+0.12 A a 0.84+0.15 ABb 0.84+0.15 AB b 0.69t0.11 A a 0.76+0.12 AB b 0.96+0.19 B b  053+0.30A a **
AAD 0.70+0.12 A a 0.65+t0.08 AB a 0.71+0.15 A ab 0.64+0.15 ABa 0.62+0.13 AB a 0.63+0.16 AB a  0.71x0.06 A ¢ 045+0.30B a *

Capital letters in a row are for the comparison by chemical element of different groups in the same stage. Same capital letters follow means that do not differ statistically.

*Bonferroni test, p < 0.05; **Tamhane’s T2 test, p < 0.05.

Lower-case letters in a column are for the comparison by chemical element of different stages in the same group. Same lower-case letters follow means that do not differ statistically
(repeated measures analysis of variance [ANOVA], p < 0.05).
EDS, energy dispersive X-ray spectroscopy; BT, before treatment; AT, after treatment; AAD, after acid dissolution.
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TABLE 3. ATOMIC PERCENTAGES (AT%) OF Ca, P AND Ca/P MOLAR RATIO OF THE DECIDUOUS TEETH ENAMEL
SURFACE, ANALYZED BEFORE TREATMENT, AFTER TREATMENT AND AFTER ACID DISSOLUTION BY EDS (MEAN =+
STANDARD DEVIATION)

at%

Groups
Chemical g0 Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Element

BT 1525¢2.71 AB a 15.66:2.53ABa  15.62:2.86 ABab 12.93t+328 ABa 1455:263AB a 15994226 A a 11.20+3.44B a 13.48t4.38AB a *
ca AT 1525¢2.71 A a 14.08+2.14 A ab 17.30+1.43 ABa 10944258 BCh 15.04+2.49 A a 17.10:+2.98AB a 1559+258 A b 22.38:1.99C b *
AAD  14.40:2.01 A a 1407271 ABb  14.68:257 ABb 17.51:+141 B b 13.03t1.89A a 1396:354AB a 16.12t2.70AB b 23.61£0.92C b *
BT 10.23:1.39 AB a 1056:1.35A a  10.63t1.48A ab 887:1.91 ABa  9.83t1.66 AB a 1041:123AB a 7.67:t1.98B a 9.21+2.65AB a *
P AT 10.23t1.39 AB,Ca 9.42+149A a  1150:0.97 B.Ca 11.94+1.50 CDb  9.74t141AB a 10.44t1.13ABCa 9.23:t0.98A a 13.41¢1.20D b *
AAD  10.26:1.03 A a 9.98:t145A a 9.94+137 A b  10.60:0.64 A ab 9.24+137A a  947+155A a 1045:0.98A b 14.61#0.61B b *
caP BT 1491011 A a  1.48:0.09A a 1.46:010 A a  145:009 A a  1.48:0.09A ab 153t010A a 146:018A a 1.45:0.11A a *
molar AT 1.49:0.11 A a 150:0.14 ABa 1.51:0.06 ABa  1.67:0.08 B.Cb  154:0.10 AB.Ca  1.63:0.17ABCa 1.69:t018C b 1.67t0.09BCb *
ratio  AAD  1.40:009 A b  140:0.11A a 1.47¢0.10 ABa  165:008 C b  1.41:006 A b  1.45:016 A a 154:0.14 ABCc 1.62:0.11BCbh *

Capital letters in a row are for the comparison by chemical element of different groups in the same stage. Same capital letters follow means that do not differ statistically.

*Bonferroni test, p < 0.05; **Tamhane’s T2 test, p < 0.05.

Lower-case letters in a column are for the comparison by chemical element of different stages in the same group. Same lower-case letters follow means that do not differ statistically
(repeated measures analysis of variance [ANOVA], p < 0.05).

EDS, energy dispersive X-ray spectroscopy; BT, before treatment; AT, after treatment; AAD, after acid dissolution.
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7.2.8. Discussion

In the present work, we have studied the morphological and chemical changes of deciduous
enamel surface induced by Er:YAG laser irradiation, fluoride topical application and combined
treatment, as well as the effects induced by acid dissolution on treated surfaces.

In the first stage, teeth were subjected to SEM and EDS analysis, procedure recommended by the
authors as a baseline to evaluate the original morphological and chemical characteristics of enamel
surface. At this stage, SEM observation showed defects such as grooves and slightly exposed
prisms that could be attributed to the natural wear processes.®** The presence of scarce
microfractures before treatment could be due to exposure of the tooth to masticatory or traumatic
forces in the oral cavity, dental extraction process or section of the tooth during sample

preparation.

The irradiation parameters were chosen according to the results of a pilot study conducted in our
laboratory and designed after literature review.'**#?*#* Water irrigation was used as a cooling
agent to limit the temperature rise in dental tissues,* and to avoid the formation of undesired
chemical phases more susceptible to acid dissolution.*® Additionally, the topical fluoride used was
APF, because it could reduce enamel decalcification,® and increase the formation of calcium
fluoride (CaF,).%

Morphological changes AT were more evident at higher energy densities. At 7.5 J/cm? detachment
of material in small isolated zones (shallow craters) was produced. Although Apel et al.?
considered this energy density as subablative for permanent teeth, this may not be applicable to
deciduous enamel because it has other characteristics including a thinner thickness, a lower content
of Ca and P;*" thus a predominantly “prismless” outer layer.?? Whereby deciduous enamel could be

less resistant to the laser thermal effect than permanent enamel.

Lased surfaces with an energy density of 12.7 J/cm? showed more extended and numerous craters
than those produced by laser irradiation at 7.5 J/lcm?. Nevertheless, the formation of new fractures
was not observed in neither of the two densities.
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At the highest energy density, lased teeth showed a totally modified surface with prisms
completely exposed, fractures and melting. Even at the macroscopic level, specimens of G4 and
G8 showed a rough surface and a white color contrasting with the original teeth hue. In our study,
the enamel morphology of specimens lased at 39.8 J/cm? showed severe damage that does not
justify its use for caries prevention per se. In fact, for preventive purposes, dental enamel is not
intended to be ablated or melted, only structural and chemical changes are expected.?
Furthermore, the formation of rough surfaces could influence bacterial adhesion and plaque

121530 a1s0 fractures could be points to initiate demineralization in deeper areas.?

accumulation,
Otherwise, fluoride application and the acid dissolution process did not result in morphological
modifications. Nonetheless, both procedures produced chemical changes as measured by EDS, a

useful analysis tool for this purpose.

According to the results of chemical composition obtained by EDS, the C at% decreased AT in G3,
G4 and G8. Samples of G4 and G8 (the highest energy density) showed a significantly decrease
with respect to other groups even AAD. These results could be explained by a carbonate reduction
and modification of the organic matter in Er:YAG irradiated enamel, as reported by Liu and Hsu.*"
Additionally, the reduction of carbonates decreases the solubility of hydroxyapatite, because
carbonate substitutions in the enamel surface give rise to less stability and consequently higher

solubility.®

On the contrary, for G5, the C content increased after fluoride application, probably due to the
intake of organic compounds from the applied APF, such as: glycerin, sodium saccharin and
polaxamer. This supports the findings of G7 regarding to the non accentuated reduction of the C
content after combined treatment; even though the irradiation process could have liberated carbon,
when APF was applied, enamel reintegrated this element. However, the analytical technique used
in our study is not capable to differentiate between carbon from the inorganic carbonates and
carbon from the organic compounds inside the adamantine matrix. By contrast, the results of G8
could have been influenced by the ablation phenomenon, with possible changes in physical and

chemical properties of the enamel, making it less affine to C and F uptake.
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A decrease in O at% was observed in the groups with fluoride application, probably due to the
release of this element resulting from the acid-base reaction of hydroxyapatite®®* with the

phosphoric acid of the APF product.

The F content AT was higher for G7 than for G5, G6 and G8. This could be explained because the
energy density employed in G7 generated a surface with morphological and chemical
characteristics that promoted the adsorption of F, as observed by SEM and EDS. Nevertheless, all
the groups that acquired F after APF application lost it AAD. This suggests that the majority of the
F atoms were not incorporated to the hydroxyapatite structure. The above idea may be supported
by the fluoride mechanisms described by other authors.**** When fluoride is topically applied,
initially there is a deposition of CaF, on the enamel surface, that serves as a reservoir of this
element and only a small amount of F gets firmly bound to enamel forming fluorapatite, an almost
insoluble compound.*? Afterwards, during an acid attack, CaF, deposited on enamel releases F to

perform its anticariogenic action.*

Besides, the higher deposition of fluoride in G7 could be associated to the P at% increase AAD
probably caused by a withholding of the phosphates in the apatite structure. Nevertheless,

additional studies are required to clarify it.

Trace elements increased in the irradiated groups at higher energy densities, as well as in combined

treatment groups, excepting G8. However, as expected, they remained below 1.0 at%.

The Ca at% increased in enamel when irradiated at 39.8 J/cm? and after the combined treatments of
G7 and G8; these values remained without change even AAD. The P at% was increased AT in G4
and G8 and AAD in G7. Despite of the increment in P at% in G4 and G8 AT, the Ca/P molar ratios
were increased as a result of a great increment in the Ca at%. Additionally, G7 had also a

significant increase in Ca/P molar ratio AT, at the expense of Ca at%.

The Ca/P molar ratio values achieved for G4, G7 and G8 AT were higher than those obtained by
control group and close to 1.67, which is the stoichiometric ratio for pure hydroxyapatite
Ca10(PO4)s(OH),. Also, AAD the ratio in these groups was higher than in BT stage.
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Because the Ca/P molar ratio has been considered a reliable mineralization indicator that allows
establishment of behavior patterns, independent of variations of other elements in the teeth, the
findings in G4, G7 and G8 suggest chemical changes that enhance the mineral content of the
enamel structure. Because enamel Er:YAG laser irradiation results in both chemical and
morphological changes, research in this field is focused on studying irradiation parameters
appropriate for the supposed use, in this case for caries preventive purposes in combination with
fluoride. The conditions employed in G4, G7 and G8 resulted in propitious chemical changes,

however, morphological changes were adverse.
7.2.9. Conclusion

Morphological changes of Er:YAG laser irradiated enamel surface were from mild to severe
damages according to the used energy densities and applied protocol. Therefore, the conditions

employed in this study are not recommended for the prevention of dental caries in deciduous teeth.

Er:-YAG energy density influenced chemical changes in enamel to enhance its structural mineral
content. The energy density of 12.7 J/cm?® caused a decrease in the C at%, as well as increased F

uptake and an increase in the Ca/P molar ratio when combined with fluoride.
Acid dissolution removed fluoride from enamel surface, as showed by EDS analysis.
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8. Discusion General

Debido a que en la Fase | nuestro objetivo fue determinar la morfologia, composicion quimica,
estructura y fases cristalinas caracteristicas de la superficie del esmalte de los dientes temporales
humanos sanos (sin alguna modificacion fisica o quimica), después de la extraccion de la cavidad
bucal, la superficie del esmalte no fue pulida o grabada antes de la observacion en SEM a fin de
mantener la morfologia y estructura original. El patron “principalmente liso con algunos surcos”
(Anexo 3. Figura 2a) observado en este estudio podria ser explicado por el hecho de que existe
“esmalte aprismatico” en la capa mas externa de los dientes deciduos, donde los cristalitos estén
ordenados paralelos unos a otros de manera regular.’®® Los surcos bien definidos encontrados en
algunos dientes podrian haber sido formados debido a los procesos de abrasion a los que son
sometidos todos los dientes erupcionados,'® como aquellos provocados por el cepillado dental o la

110
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alimentacion. Estos hallazgos concuerdan con los de Neves et al.” quienes obtuvieron una imagen

similar de SEM de los dientes primarios sanos sin tratamiento alguno.

El patron de “abundantes microporosidades” (Anexo 3. Figura 2b) fue observado a lo largo de los
surcos de desgaste, sugiriendo que estas areas podrian ser mas propensas a sufrir cambios

morfoldgicos y estructurales resultantes de los factores inherentes al ambiente bucal.

Los prismas expuestos se encontraron en el tercio incisal probablemente debido a la presencia de
fuerzas localizadas aplicadas en esta zona durante la funcién masticatoria. Como lo reportaron
Kodaka et al.’® estas 4reas mostraron “arcadas en forma circular” (Anexo 3. Figura 2d) y prismas
en forma de arcada comdnmente llamados prismas en “ojo de cerradura” (Anexo 3. Figura 2c), en
los que la cabeza (verdadero prisma) y la cola (esmalte interprismatico) pueden observarse
claramente. No obstante, contrario a nuestro estudio, los dientes fueron grabados con EDTA previo

al andlisis en SEM.

Es importante resaltar que todos los patrones morfolégicos mostraron defectos, como los son los
surcos, las microporosidades y/o los prismas expuestos en superficies bucales “lisas”. Ademas,
estos defectos son sitios vulnerables a la retencion bacteriana y su posterior desmineralizacion,

hecho que debe ser considerado para la prevencion de caries en Odontopediatria.
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En cuanto a la composicién quimica, el esmalte dental humano ha sido analizado mediante EDS en

reportes previos, "'t

la mayoria de los cuales incluyendo muestras de sujetos enfermos.
Adicionalmente, existen algunas variaciones en los resultados que han sido reportados en la
literatura. Ademas, el contenido de Ca y P fue evaluado, excluyendo otros elementos que forman
parte de la estructura de hidroxiapatita, tales como C y O.™" ™2 En nuestro estudio no existi6
diferencia entre dientes temporales incisivos y caninos en términos de composicion guimica
(Anexo 4. Tabla 7), a pesar de sus diferencias en formacion, erupcion y tiempos de exfoliacion que

podrian estar influenciados por distintos factores intrinsecos y extrinsecos.

Cabe mencionar que la relacion molar Ca/P representa una relacion independiente de la presencia o
ausencia de otros elementos, lo cual constituye un criterio para comparar resultados, razén por la
cual fue utilizada en nuestro estudio. La relacion molar Ca/P promedio fue cercana pero

ligeramente menor que el rango de 1.55-1.70 reportado por Shore et al.***

para el esmalte deciduo.
Por otra parte, una relacion molar Ca/P alrededor de 1.74 ha sido reportada para los dientes
permanentes.''? Esto sugiere que existe una pequefia diferencia entre esta relacién molar entre

dientes temporales y permanentes, aunque se requieren estudios adicionales.

Otro punto a considerar esta relacionado con el uso indistinto del término “fosfato” (PO,>) en
lugar de “fésforo” cuando se hace referencia al elemento P, lo cual conduce a interpretaciones
erroneas.™ ° Por otra parte, los resultados expresados en porcentaje en peso (wt%, por su sigla
en inglés) como unidad de medida han sido ampliamente difundidos. Sin embargo, el %at es una
manera mas directa y sencilla para relacionar el niUmero de 4&tomos de cada elemento, como fue

empleado en esta investigacion.

Con respecto a la caracterizacion estructural, existen ventajas importantes cuando se trabaja con
esmalte pulverizado en lugar de esmalte fracturado para el andlisis de XRD. Una es que todas las
direcciones de los planos promueven la difraccion ya que todos los granos estan aleatoriamente
orientados. Una segunda ventaja es que la geometria del analisis se ve favorecida cuando el polvo
se aplana en el portamuestras, evitando efectos de borde tales como sefiales de difraccion
secundarias, etc. Por consiguiente, estas condiciones promueven picos de difraccion mas intensos y

definidos asi como menos ruido en el espectro para un analisis mas fécil y preciso.
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Los difractogramas de rayos X (Anexo 5. Figura 3) mostraron picos estrechos y bien definidos,
sugiriendo un tamafo de cristalita grande. En efecto, el tamafio de cristalita calculado coincidio

con el valor reportado por Leventouri et al.**°

en dientes temporales, el cual corresponde a una
apatita bien cristalizada (>200 A), de acuerdo a Pleshko et al.'*’ No obstante, no pudimos
determinar mediante XRD la proporcidn entre hidroxiapatita y apatita carbonatada ya que los

parametros de red fueron los mismos e indistinguibles entre ellos.

Asimismo, FTIR resultd ser una Util herramienta para analizar la hidroxiapatita y el contenido
orgénico en el esmalte (Anexo 6. Figura 4), mostrando bandas de los grupos funcionales en

concordancia con los estudios de otros autores, como lo son: hidroxilo,'*® fosfatos, 81!

116, 118, 119, 122 118,123

carbonatos, y amidas.

La relacion de absorbancia de carbonato/absorbancia de fosfato, como un indicador del grado de

124

carbonato en la hidroxiapatita,™" mostrd una presencia incrementada de carbonato tipo B en

119

relacion al tipo A. S@nju y Ruyter ™ reportaron que solamente alrededor del 11% del contenido

total de carbonato en el esmalte deciduo es tipo A.

Por otro lado, ya que XPS es una técnica de superficie con la que se realiza un analisis
aproximadamente de 1 a 6 nm de profundidad, decidimos pulir las muestras para eliminar el
contenido organico encima del esmalte, reduciendo el %at de N a un minimo de acuerdo a los
resultados de nuestro estudio piloto. Se ha reportado que la completa remocion de la pelicula
adquirida se alcanza puliendo los dientes alrededor de 5 minutos con una copa de goma

giratoria,'®

sin embargo, para evitar la contaminacion, decidimos no utilizar abrasivos. La
presencia de N y una elevada cantidad de C en la superficie del esmalte (Anexo 7. Tabla 8) puede
ser debida a dos factores: uno es que estos elementos son parte de las proteinas que forman la
pelicula orgéanica que tal vez no fue eliminada completamente y la segunda es que el XPS es
sensible al carbono ambiental. Los %at de O, P y Ca fueron menores con XPS que cuando fueron
analizados por EDS, probablemente debido al incremento en el %at de C. Adicionalmente, las
ligeras variaciones entre las relaciones molares Ca/P podrian ser explicadas por la profundidad de
andlisis de cada técnica empleada, sugiriendo diferencias en el contenido mineral desde la

superficie del esmalte hacia el interior. Una relacion molar Ca/P menor en la superficie mas
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externa (XPS) sugiere la pérdida de iones de Ca* de la superficie, lo cual podria estar relacionado
con defectos morfoldgicos microscopicos como lo son las microporosidades y los prismas

126
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expuestos. Weatherell et al.”” tambien encontraron valores bajos de Ca/P cerca de la superficie y

mencionaron que esto podria ser indicativo de una apatita deficiente de calcio.

Una ventaja de la técnica de XPS es que el estado quimico o electronico de cada elemento puede
ser estudiado. Como se menciond anteriormente, la relacién promedio entre Ca** unido a PO,> y
Ca”" unido a OH fue aproximadamente 10:1 (Anexo 8. Figura 5). En la hidroxiapatita pura hay 9
iones de Ca unidos a PO,> por cada ion de Ca unido a OH". La diferencia puede deberse a

sustituciones por CO3 y otros defectos cristalinos como vacancias e intersticios.

En esta era de grandes avances tecnoldgicos, los hallazgos revelados en este estudio mediante
diversas técnicas de caracterizacion deberian ser considerados como un todo para la sintesis de
nuevos materiales bioactivos. Dependiendo del uso deseado, para la proteccion del esmalte éstos
deben de tener una alta afinidad quimica, mientras que para reemplazar la estructura de
hidroxiapatita y lograr una adecuada adhesion, los materiales deben tener una composicion y una

estructura similares a las descritas por los autores.

Por otra parte, en la Fase Il del presente estudio se evaluaron los cambios quimicos y morfologicos
de la superficie de los dientes temporales inducidos por la irradiacion con laser Er:-YAG, la
aplicacion de fluoruro topico y el tratamiento combinado, asi como los efectos inducidos por la
disolucién &cida en las superficies tratadas. Para el cumplimiento de los objetivos se realizaron tres
etapas de analisis: antes del tratamiento (BT), después del tratamiento (AT) y después de la
disolucidn acida (AAD).

En la primera etapa, los dientes fueron estudiados mediante SEM y EDS, procedimientos
recomendados por los autores como un punto de partida o base para evaluar las caracteristicas
morfoldgicas y quimicas originales de la superficie del esmalte. En esta etapa, la observacion al
SEM mostro defectos como surcos y prismas ligeramente expuestos (Anexo 9. Figura 6) que
podrian ser atribuidos a los procesos de desgaste naturales.’?” ' La presencia de escasas
microfracturas antes del tratamiento podrian ser debidas a la exposicion del diente a fuerzas
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masticatorias o traumaticas en la cavidad oral, el proceso de extracciéon dental o la seccién del

diente durante la preparacion de la muestra.

Los parametros de irradiacion fueron elegidos de acuerdo a los resultados de un estudio piloto
conducido en nuestro laboratorio y disefiado después de la revision de la literatura.”®"> 9 12° | g
irrigacion con agua fue utilizada como un agente de enfriamiento para limitar el aumento de la
temperatura en los tejidos dentales™ y para evitar la formacién de fases quimicas no deseadas que
son més susceptibles a la disolucién acida.*** Adicionalmente, el fluoruro tépico utilizado fue APF,

132
e

debido a que podria reducir la descalcificacion del esmalte, incrementar la formacién de

(CaF,).*®

Los cambios morfoldgicos del esmalte después del tratamiento (AT) fueron mas evidentes a
mayores densidades de energia (Anexo 9. Figura 6). A 7.5 J/cm? se produjo el desprendimiento de
material en zonas aisladas (crateres poco profundos). A pesar de que Apel et al.**® consideraron
esta densidad de energia como subablativa para dientes permanentes, esto tal vez no es aplicable al
esmalte deciduo porque tiene otras caracteristicas incluyendo un espesor mas delgado, un menor

P;*! asi como una capa exterior predominantemente “aprismatica”."** Es por

contenido de Ca y
esto que el esmalte deciduo podria ser menos resistente al efecto térmico del laser que el esmalte

permanente.

Las superficies irradiadas con una densidad de energia de 12.7 J/lcm? mostraron crateres mas
extensos y numerosos que aquellos producidos por la irradiacion laser a 7.5 J/cm?. Sin embargo, no

se observo la formacion de nuevas fracturas en ninguna de las dos densidades.

A la densidad de energia mas alta, los dientes irradiados mostraron una superficie totalmente
modificada con prismas completamente expuestos, fracturas y fusién. Aun a nivel macroscopico,
los especimenes de G4 y G8 mostraron una superficie rugosa y un color blanco contrastante con el
matiz original del diente. En nuestro estudio, la morfologia del esmalte de los especimenes
irradiados a 39.8 J/cm? mostraron un dafio severo que no justifica su uso para la prevencién de
caries per se. De hecho, para propdsitos preventivos, se pretende que el esmalte dental no sea

ablacionado o fundido, Gnicamente se esperan cambios estructurales y quimicos.** Ademas, la
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formacion de superficies rugosas podria ocasionar adhesion bacteriana y acumulacion de placa, >
%3135 asimismo las fracturas podrian ser puntos para el inicio de la desmineralizacién en zonas mas

profundas.*

Por otro lado, la aplicacion de fluoruro y el proceso de disolucion acida no produjeron
modificaciones morfoldgicas. No obstante, ambos procedimientos produjeron cambios quimicos

de acuerdo a las mediciones con EDS, una herramienta de analisis Util para este propdsito.

De acuerdo a los resultados de la composicién quimica del esmalte obtenidos mediante EDS
(Anexo 10. Tabla 9), el %at de C disminuyé AT en G3, G4 y G8. Las muestras de G4 y G8
(densidad de energia mas alta) mostraron un decremento significativo con respecto a los demas
grupos, aun AAD. Estos resultados podrian ser explicados por una reduccién de carbonatos y
modificacién de la materia organica en el esmalte irradiado con Er:YAG, como lo reportaron Liu y
Hsu.**Adicionalmente, la reduccién de carbonatos disminuye la solubilidad de la hidroxiapatita,
debido a que las sustituciones con carbonato en la superficie del esmalte generan una menor

estabilidad y consecuentemente una mayor solubilidad.*®

Por el contrario, para G5, el contenido de C se incrementd después de la aplicacion de fluoruro,
probablemente debido a la captacién de compuestos organicos del APF aplicado, asi como:
glicerina, sacarina de sodio y polaxdmero. Lo anterior respalda los hallazgos de G7 en cuanto a la
reduccion no acentuada del contenido de C después del tratamiento combinado; a pesar de que el
proceso de irradiaciéon pudo haber liberado carbono, cuando se aplico el APF, el esmalte reintegr6
este elemento. De cualquier manera, la técnica analitica utilizada en nuestro estudio no es capaz de
diferenciar entre carbono de los carbonatos inorganicos y carbono de los compuestos organicos
que se encuentran dentro de la matriz adamantina. En contraste, los resultados de G8 podrian haber
sido influenciados por el fendmeno de ablacion, con posibles cambios en las propiedades fisicas y

quimicas del esmalte, haciéndolo menos afin a la captacion de Cy F.

Un decremento en el %at de O fue observado en los grupos con aplicacion de fluoruro,

probablemente debido a la liberacion de este elemento, resultante de la reaccién acido-base de la

138

hidroxiapatita™ con el &cido fosférico del producto de APF.
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En la etapa AT, el contenido de F fue mayor para G7 que para G5, G6 y G8. Esto podria ser
explicado porque la densidad de energia empleada en G7 gener6 una superficie con caracteristicas
morfoldgicas y quimicas que promovié la adsorcion de F, como se observé mediante SEM y EDS.
Sin embargo, todos los grupos que adquirieron F después de la aplicacion de APF lo perdieron
AAD. Esto sugiere que la mayoria de los atomos de F no fueron incorporados a la estructura de
hidroxiapatita. La idea anterior puede ser soportada por los mecanismos del fluoruro descritos por
otros autores.”* ** Cuando el fluoruro es aplicado tépicamente, inicialmente hay una deposicién de
CaF; en la superficie del esmalte, que sirve como un reservorio de este elemento y solamente una
pequefia cantidad de F se une firmemente al esmalte formando fluorapatita, un compuesto casi
insoluble.” Posteriormente, durante un ataque 4cido, el CaF, depositado en el esmalte libera F para

realizar su accion anticariogénica.*

Ademas, una mayor deposicion de fluoruro en G7 podria estar asociada al incremento del %at de P
AAD, probablemente causado por una retencion de los fosfatos en la estructura de la apatita. Sin

embargo, se requieren estudios adicionales para clarificar esto.

Los elementos traza se incrementaron en los grupos irradiados a las densidades de energia méas
altas, asi como en los grupos de tratamiento combinado, exceptuando G8. De cualquier manera,

como se esperaba, éstos permanecieron por debajo de 1.0 %at.

El %at de Ca se incrementé en el esmalte cuando fue irradiado a 39.8 Jlcm? y después de los
tratamientos combinados de G7 y G8 (Anexo 11. Tabla 10); estos valores se mantuvieron sin
cambio aun AAD. El %at de P se incrementd AT en G4 y G8 y AAD en G7. A pesar del
incremento en el %at de P en G4 y G8 AT, las relaciones molares Ca/P se incrementaron como
resultado de un gran incremento en el %at de Ca. Adicionalmente, G7 tuvo también in incremento

significativo en la relacion molar Ca/P AT, a expensas del %at de Ca.

Los valores de relacion molar Ca/P alcanzados por G4, G7 y G8 AT fueron mas altos que aquellos
obtenidos por el grupo control y cercanos a 1.67, que es la relacion estequiomeétrica para la
hidroxiapatita pura Ca;o(PO4)s(OH),. También, en estos grupos, AAD la relacion Ca/P fue mayor

que en la etapa BT.
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Ya que la relacion molar Ca/P ha sido considerada como un indicador confiable de la
mineralizaciébn que permite establecer patrones de comportamiento, independiente de las
variaciones de otros elementos en el diente, los hallazgos en G4, G7 y G8 sugieren cambios
quimicos que mejoran el contenido mineral de la estructura del esmalte. Debido al hecho de que la
irradiacion con laser Er:YAG resulta en cambios tanto quimicos como morfolégicos, la
investigacion en este campo esta enfocada en estudiar los parametros de irradiacion apropiados
para el uso supuesto, en este caso para propositos de prevencion de caries en combinacion con
fluoruro. Las condiciones empleadas en G4, G7 y G8 dieron como resultado cambios quimicos

favorables, sin embargo, los cambios morfologicos fueron adversos.
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9. Conclusiones Generales

9.1. Conclusiones

Fase |

Morfoldgicamente, el esmalte de los dientes temporales sanos mostr6é dos patrones principales:
“principalmente liso con algunos surcos” y ‘“abundantes microporosidades”. “Prismas

expuestos” fue un patrén secundario localizado unicamente en el tercio incisal.

Quimicamente, existieron ligeras variaciones entre las relaciones molares Ca/P encontradas
mediante EDS y XPS, sugiriendo diferencias en el contenido mineral desde la superficie del

esmalte hacia el interior.

Estructuralmente, las fases cristalinas encontradas en el esmalte mediante XRD de polvos
fueron hidroxiapatita y apatita carbonatada; y existié una mayor cantidad de carbonato tipo B
incorporado que tipo A como se evidencié mediante FTIR.

Fase 11

Los cambios morfologicos de las superficies del esmalte irradiadas con laser Er:YAG
incluyeron dafios desde leves hasta severos de acuerdo a las densidades de energia utilizadas y
el protocolo aplicado. Por lo tanto, las condiciones empleadas en este estudio no son

recomendadas para la prevencion de caries de dientes temporales.

La densidad de energia del laser Er:YAG influencié cambios quimicos en el esmalte para
mejorar su contenido mineral estructural. La densidad de energia de 12.7 J/cm? provocé un
decremento en el %at de C, asi como una mayor captacién de F y un incremento en la relacion

molar Ca/P, cuando estuvo en combinacion con fluoruro.

La disolucién acida removio fluoruro de la superficie del esmalte, como lo muestra el analisis
de EDS.
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9.2. Limitaciones

Fases Iy 1l

En general, la recoleccion de los 6rganos dentarios limit6 el tamafio de la muestra de los estudios.
La mayoria de los nifios que acuden a las clinicas de Odontopediatria de las instituciones publicas
colaboradoras cursan con algun proceso carioso y fue dificil recolectar dientes temporales sanos

con las caracteristicas mencionadas en los criterios de inclusion.

Fase |

A pesar de tener una muestra compuesta por 30 dientes temporales, Gnicamente 4 dientes pudieron
ser analizados mediante cada técnica de XPS, XRD y FTIR. Los equipos que se utilizan para estos
analisis tienen alta demanda y estan sujetos a la disponibilidad de horarios, lo cual limité la

cantidad de muestras analizadas.

Fase Il

En el protocolo de investigacion se tenia planeado analizar mediante XPS la superficie del esmalte
de los dientes después de tratamiento y después de disolucion &cida, sin embargo, con la
experiencia antes mencionada en la Fase |, nos percatamos que no era viable analizar tantas

muestras de los ocho grupos y tuvimos que eliminar esta técnica del estudio.

De igual manera, la cuantificacion de los elementos en solucién después del proceso de disolucion
acida utilizando la técnica de Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente
(ICP-MYS) no fue posible, pues a pesar de que se realizaron estudios piloto para este fin, el equipo

dejo de funcionar por un periodo prolongado.

9.3. Recomendaciones

Fase |
El conocimiento profundo del esmalte temporal es requerido para mejorar las técnicas de
prevencion y tratamiento, asi como la sintesis de nuevos materiales bioactivos. Es por esto que se

sugiere a los Odontopediatras y demés involucrados en el cuidado dental a que profundicen en el
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conocimiento cientifico acerca de las caracteristicas morfoldgicas, quimicas y estructurales

inherentes a la denticion temporal.

Es importante resaltar que los patrones microscopicos morfolégicos que incluyeron defectos como
surcos, microporosidades y prismas expuestos, podrian contribuir a la retencion bacteriana, los
procesos de desmineralizacion y la sensibilidad dental en la cavidad bucal. Por estas razones se
recomienda que los Odontopediatras tomen en cuenta estos factores en la clinica para la

prevencion de la caries dental y/o de efectos adicionales no deseados.

Fase Il

Si bien XPS no pudo utilizarse en el presente estudio, se propone como una técnica de analisis
superficial que complementaria trabajos posteriores que involucren irradiacion con laser Er:YAG
en dientes temporales, pues podria proporcionar informacion valiosa acerca de las interacciones

post-tratamiento entre elementos quimicos.

Se recomienda realizar la cuantificacion de los elementos quimicos liberados a la solucion acida
con una técnica que tenga la sensibilidad adecuada (como podria ser ICP-MS), para evaluar la
supuesta resistencia a la disolucién que la irradiacion con laser Er.YAG podria conferir al esmalte

dental.
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11. Anexos

11.1. Anexo 1. Formato de asentimiento informado del paciente menor de edad para la

donacién de 6rganos dentarios.

Universidad Autdnoma del Estado de México  Folio:
Facultad de Odontologia

Doctorado en Ciencias de la Salud

ASENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE MENOR DE EDAD
PARA LA DONACION DE ORGANOS DENTARIOS

Nombre(s) del paciente Apellido paterno Apellido materno

#

en forma voluntaria y sin alguna presion asiento en donar drgano(s) dentario(s).

Estoy de acuerdo en que estas muestras sean utilizadas en algun proyecto de investigacion del
Doctorado en Ciencias de la Salud de la Universidad Autbnoma del Estado de México, y sé que con esto
estaré contribuyendo en la busqueda de nuevos métodos para prevenir la caries dental.

Declaro que no he recibido dinero por la donacion que hago y sé que las muestras no seran vendidas o
distribuidas con fines comerciales.

Se me ha hecho saber que todos mis datos personales seran guardados en secreto y confidencialidad.

He sido informado(a) acerca del proyecto de investigacion vigente en el que podrian ser incluidos los
dientes que dono, entiendo claramente toda la informacién de este documento y me han sido aclaradas todas
las dudas que tenia sobre mi participacion.

Ademas mi padre/madre
Nombre(s) del padre o tutor Apellido paterno Apellido materno
conoce las condiciones de la presente donacion y cuento con su consentimiento informado por escrito.

Fecha de nacimiento del paciente:
Género: O masculino O femenino
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11.2. Anexo 2. Formato de consentimiento informado del padre o tutor del paciente menor

de edad para la donacion de 6rganos dentarios.

Universidad Autdnoma del Estado de México  Folio:
Facultad de Odontologia

Doctorado en Ciencias de la Salud

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PADRE O TUTOR
DEL PACIENTE MENOR DE EDAD
PARA LA DONACION DE ORGANOS DENTARIOS

b

Nombre(s) del padre o tutor Apellido paterno Apellido materno

como representante legal de , en

Nombre(s) del paciente Apellido paterno  Apellido materno

#

forma voluntaria y sin alguna presion consiento que él (ella) done drgano(s) dentario(s).

Autorizo que las muestras donadas sean utilizadas en algun proyecto de investigacion del programa de
Doctorado en Ciencias de la Salud de la Universidad Autbnoma del Estado de México, contribuyendo con
esto en la busqueda de nuevas alternativas para la prevencion de la caries dental.

Declaro que no he percibido alguna retribucién econdémica debido a la donaciéon y es de mi
conocimiento que las muestras no seran vendidas o distribuidas con fines de lucro. Se me ha hecho saber
que mi identidad y la del paciente menor de edad al que represento seran guardadas en estricta
confidencialidad. Ademas, he sido informado(a) acerca del proyecto de investigacion vigente en el podrian
ser incluidas las muestras donadas, he comprendido toda la informacién del presente documento y me han
sido aclaradas todas las dudas acerca de éste.

Ciudad: Fecha:
Firma del padre o tutor
Testigos:
Relacion con el paciente: Relacion con el paciente:
Nombre: Nombre:
Direccién: Direccion:

Firma: Firma:
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11.3. Anexo 3. Figura 2. Patrones morfoldgicos de la superficie del esmalte de los dientes
deciduos: a) principalmente liso con algunos surcos; b) abundantes microporosidades; c)

prismas expuestos en “ojo de cerradura” y d) prismas expuestos con formas circulares

irregulares.
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11.4. Anexo 4. Tabla 7. Medias y desviaciones estandar de los porcentajes atomicos de los

elementos y las relaciones molares Ca/P de la superficie del esmalte deciduo analizada

mediante EDS.

%at de C %at de O %at de P %oat de Ca Elem(:e/:)%sdterazaa mg?;dc(:jglp
Incisivos (n=15)  19.40+7.51 55.58+7.06 10.20+0.97 14.09+1.81 0.73+0.20 1.38+0.13
Caninos (n=15) 15.18+6.06 58.77+6.44 10.72+1.06 14.68+2.12 0.65+0.13 1.36+0.08
valor P* 0.081 0.250 0.305 0.461 0.174 0.902
Total (n=30) 17.29+7.04 57.18+6.83 10.46+1.03 14.38+1.96 0.69+0.17 1.37+0.11

%%at menor a 1.0 (Cl + Na + Mg).
* Test U de Mann-Whitney (¢=0.05)
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11.5. Anexo 5. Figura 3. Difractogramas de rayos X del polvo de esmalte de los dientes

deciduos incisivos y caninos.
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11.6. Anexo 6. Figura 4. Espectros infrarrojo del esmalte de incisivo deciduo: a) espectro

de escaneo amplio y b) espectro de escaneo estrecho.
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11.7. Anexo 7. Tabla 8. Medias de los porcentajes atdmicos de los elementos y de la relacion

molar Ca/P de la superficie del esmalte temporal analizada mediante XPS.

Cls O1s P2p3/2 Ca2p3/2 N1s relacion molar
%0at  %oat Yoat Yoat Yoat Ca/P

5454 2466  8.28 8.79 3.73 1.03




110

11.8. Anexo 8. Figura 5. Deconvolucion del espectro XPS del calcio de la superficie del

esmalte.
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11.9. Anexo 9. Figura 6. Micrografias SEM representativas de las superficies del esmalte
de los grupos control, irradiados y con fluoruro. Antes del tratamiento, los dientes
mostraron superficies lisas 0 microporosidades, asi como algunos defectos. Después del
tratamiento, se observaron signos de dafio en el esmalte irradiado, incluyendo créteres,
prismas completamente expuestos, fracturas y fusion. No se observaron cambios
morfoldgicos con la aplicacién de fluoruro ni después de la disolucién acida. Magnificacién

original = 400x.
Etapas Después de la
Antes del tratamiento  Después del tratamiento disolucién acida
Grupo 1
Control
Grupo 2

100 mJ, 7.5 J/cm?

Grupo 3

100 mJ,12.7 Jiem? \ 2

Grupo 4
200 mJ, 39.8 J/cm?

Grupo 5
Fluoruro
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11.10. Anexo 10. Tabla 9. Porcentajes atdmicos (%at) de C, O, F y elementos traza de la superficie del esmalte de los

dientes temporales, analizada antes del tratamiento, después del tratamiento y después de la disolucion acida mediante

EDS (media + desviacion estandar).

Y%oat

Grupos
Elemento o Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Quimico
BT 15.76+7.71 A a 18.34+842A a  1645t896 A a 16.70+3.87 A a 1557+7.40 A a 17.70+7.77 A a 16.66+454 A a 13.48+5.98A a *
C AT 15.76+7.71 AB,Ca 13.71#3.32 AB,Ca 9.41+3.03 ABb  157+212 D b 2324:¢837C b  17.79¢6.97 ACa 1356413 AB,Ca 1.33t1.89D b *
AAD  1553+597 AB a 16.86+6.61 AB a  17.60+7.45 ABa  591+#146 C c 20.85+7.93AB ab 21.66+591 A a 12.88+431B a 0.39+0.80D b **
BT 58.00+6.82 AB a G5477t662A a  56.63t5.90 ABa 60.93t533 AB a 59.41#6.10 AB a 55.31+6.00 A a 63.92+0.89 B a 63.50:t1.09AB a *
o) AT 58.09+6.82 AB,Ca 62.16t353AB b  60.96+2.44 ABa 6572+3.96 B a 4884#558CDb  47.09+439D b 42.98+556D b 59.00+1.87A b *
AAD  50.13#5.62 AB,Ca 58.44t457 AB ab 57.07¢519 ABa 6534218 C a 56.25:6.31 AB a 54.28t3.38 A a 59.85:3.99 ABCc 6095:0.27B ¢ **
BT 000A a 000A a 000A a 000 A a 000A a 000A a 000A a 0.00A a
F AT 000 A a 000A a 000A a 000 A a 245:142B b  6.8243.74B b 17.69+6.62C b 3.36:2.86AB b **
AAD 000 A a 000A a 000A a 000 A a 000A a 000A a 000A a 0.00A a
5 t BT 0.67+0.10 A a 067010 A a  067¢011A a  057t0.14 ABa 064+0.16 ABa  059:0.12ABa 046:0.16 BC a 033:0.16C a *
etTan’;os AT 067t0.10 A a 063:0.12A a 0.84+0.15 ABb  0.84:0.15 ABb 069+011A a  076:012ABb 096:0.19B b 053t0.30A a *
AAD 070012 A a 0.65t008 AB a  071:0.15A ab 064015 ABa 062¢0.13ABa  063:0.16 ABa 0712006 A ¢ 045:030B a *

Las letras mayusculas en una fila son para la comparacion por elemento quimico de diferentes grupos en la misma etapa. Letras mayusculas iguales estan después de las medias que
no difieren estadisticamente.
*Test de Bonferroni, p < 0.05; **Test T2 de Tamhane, p < 0.05.
Las letras minGsculas en una columna son para la comparacién por elemento quimico de diferentes etapas en el mismo grupo. Letras mindsculas iguales estan después de las medias
gue no difieren estadisticamente (analisis de varianza de medidas repetidas [ANOVA], p < 0.05).
EDS, espectroscopia de rayos X por dispersion de energia; BT, antes del tratamiento; AT, después del tratamiento; AAD, después de la disolucion acida.
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11.11. Anexo 11. Tabla 10. Porcentajes atdmicos (%at) de Ca, P y relacion molar Ca/P de la superficie del esmalte de
los dientes temporales, analizada antes del tratamiento, después del tratamiento y después de la disolucion acida

mediante EDS (media + desviacion estandar).

Yoat

Grupos
Elemento o G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Quimico

BT  1525:271 AB a 1566253 ABa 1562286 ABab 12.93t328 ABa 14556263 AB a 1599:226 A a 11.20:+344B a 1348+438AB a *
Ca AT 1525271 A a 14.08:2.14A ab 17.30:143 ABa 10.94+258 BCb 1504:249 A a 17.10:2.98 AB a 1550:258 A b 2238:1.99C b *
AAD 14404201 A a 1407+271ABb  14.68+257 ABb 17.51#141 B b 13.03+1.89 A a 1396354 AB a 16.12:2.70 AB b 23.61+0.92C b **
BT  10.23+139 AB a 10.56:1.35A a  10.63t148 A ab 887+191 ABa  983:1.66 AB a 1041+123AB a 767+198B a 9.21+2.65AB a *
P AT 1023139 ABCa 042t149A a  11.50:0.97 B.Ca 11.94+150 C,Db  9.74+141AB a 1044+1.13ABCa 023098 A a 13.41+120D b *
AAD  1026:1.03 A a 998t145A a  994:+137A b 10.60+0.64 A ab 924+137A a  947+155A a 1045:098 A b 14.61+061B b *
relacion BT 149+011 A a 148:009A a  146:010A a  145:009 A a  1484009A ab 153010A a 146:+0.18A a 145:011A a *
molar AT 1494011 A a 150:0.14ABa  151+006 ABa  167:008 BCb  154:0.10 ABCa 163017 ABCa 169+018C b  167+0.09BC b *
CalP  AAD  140:009 A b 140:011A a  147:010ABa  165:008 C b 1413006 A b  145:016 A a 154014 ABCc 162t011BCb *

Las letras mayusculas en una fila son para la comparacion por elemento quimico de diferentes grupos en la misma etapa. Letras mayusculas iguales estan después de las medias que
no difieren estadisticamente.

*Test de Bonferroni, p < 0.05; **Test T2 de Tamhane, p < 0.05.

Las letras mindsculas en una columna son para la comparacién por elemento quimico de diferentes etapas en el mismo grupo. Letras minudsculas iguales estan después de las medias
que no difieren estadisticamente (analisis de varianza de medidas repetidas [ANOVA], p < 0.05).

EDS, espectroscopia de rayos X por dispersion de energia; BT, antes del tratamiento; AT, después del tratamiento; AAD, después de la disolucién acida.




