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RESUMEN
El contenido mineral del esmalte dentalle confiere propiedades
mecanicas, aungue lo hace susceptible a la desmineralizacién ante
agentes acidos. El consumo de bebidas comerciales sin alcohol es
frecuente en la poblacién, pero incrementan el riesgo de lesiones de
erosién. Nuestro propésito fue caracterizar los aspectos morfolégicos,
quimicos y mecanicos del esmalte dental expuesto a un agua saborizada
In vitro, Se obtuvieron secciones longitudinales de coronas dentarias que
fueron incluidas en polimero, desgastadas y pulidas. Se realizaron
observaciones al ESEM, andlisis quimico mediante EDSy ensayos de
nanodureza en el esmalte radial y con bandas, antes y después del
tratamiento. La inmersién en agua saborizada fue durante 12 minutos.
Para la descripcién morfoldgica se consideraron los patrones de grabado
acido del esmalte. Se estudiaron los elementos quimicos sodio, magnesio,
cloroy la relacién calcio/fésforo. Se registré la dureza, el médulo eldstico
y la profundidad de contacto del indentador. Al ESEM los prismas
presentaron distintos patrones de grabado. El andlisis cualitativo fue
semejante en ambas zonas pero la composicién porcentual varié después
del tratamiento. La dureza superficial disminuyé siendo el esmalte con
bandas méas wvulnerable. Concluimos

que la bebida produce

desmineralizacién del esmalte compatible con una lesién de erosién.
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SUMMARY

The mineral content of the dental enamel gives it mechanical properties,
although it makes it susceptible to demineralization before acidic agents.
The consumption of commercial non-alcoholic beverages is frequent in
the population, but they increase the risk of erosion injuries. Our purpose
was to characterize the morphological, chemical and mechanical aspects
of dental enamel exposed to flavored water in vitro. Longitudinal sections
of permanent tooth crowns were included in polymer, worn and polished.
Observations were made to the ESEM, chemical analysis by EDSand tests
of nanohardnessin the radial enamel and with bands, before and after the
treatment. The immersion in flavored water was for 12 minutes. For the
morphological description, the etching patterns of the enamel were
considered. The chemical elements sodium, magnesium, chlorine and the
calcium/ phosphorus ratio were studied. The hardness, the elastic
modulus and the depth of contact of the indenter were recorded. At the
ESEM the prisms presented different patterns of acid etching. The
qualitative analysis was similar in both areas but the percentage
composition varied after treatment. Surface hardness decreased with
enamel with more vulnerable bands.We conclude that the beverage
produces demineralization of the enamel compatible with an erosion

lesion.
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Introduccién

El consumo de distintas bebidas comerciales sin alcohol forma parte de
los habitos dietéticos de la poblacién y distintos estudios han demostrado
su efecto erosivo sobre la estructura dentaria [1,2].Yin-Linet al [3]
evaluaron el potencial erosivo de distintas bebidas gaseosas encontrando
que los valores de pH estaban por debajo del pH critico de la hidroxiapati-
ta del esmalte. Ademéas determinaron que las bebidas con &cido citrico y
&cido ascorbico en su composicién, presentaban la titulacion &cida mas
elevada. Sabelet al [4] sefialan que el esmalte responde a la desminerali-
zacién con lesiones de diferente profundidad y ello estd relacionado con
la composicién quimica. Establecieron una correlacién entre el contenido
de carbonoy la profundidad de las lesiones. Cuando el carbono se hallaba
en proporcidn mas elevada en el esmalte sano, la profundidad de las
lesiones resulté mayor. También determinaron que la lesién fue mas
profunda cuando el grado de porosidad del esmalte fue mas alto.Se
conoce, mediante la observacién en microscopfa electrénica, que la
exposicién del esmalte a soluciones &cidas produce un patrén de grabado
en forma de panal de abeja, donde estd mas afectado el corazén del
prisma (zona central) que su periferia debido a la pérdida selectiva de
mineral [5]. En la denticién permanente, el tejido adamantino presenta
una organizacién definida de los prismas segtn la zona considerada. En
los 2/3 mas Internos del espesor, los prismas exhiben entrecruzamientos,
dando origen a las bandas de Hunter- Schreger, mientras que en el tercio
externo de su espesor, los prismas se disponen paralelos unos a otros,
conformando el esmalte radial[6]. Ademas, cada zona presenta un
comportamiento biomecénico definido [7] y variaciones en la composi-
cién quimica elemental [8]. A pesar de la complejidad en la organizacién
de los cristales del esmalte y el contenido de proteinas, la relacién
calcio/fésforo resulta bastante constante en su espesor, excepto por la
tendencia a valores menores en la superficie, posiblemente por la
formacién de apatita deficiente en calcio [9]. La capa superficial de
esmalte radial, ante las agresiones quimicas y mecanicas del medio bucal,
responde con pérdida de sustancia. Si por accién de las fuerzas tensiona-
les, el esmalte radial se desgasta, queda expuestoel esmalte con bandas
de Hunter Schreger. No existe suficiente informacién sobre la respuesta
del esmalte con bandas ante los fenémenos de desmineralizacién
producidos por bebidas comerciales de consumo frecuente. Por ello
nuestro propésito fue caracterizar la microestructura del esmalte radial y
con bandas, después de la accién de un agua natural saborizada. Los
objetivos fueron: describir las variaciones morfolégicas de los prismas en
seccién transversal y longitudinal del esmalte desmineralizado al MEB;
analizar la composicién quimica elemental del esmalte radial y con bandas
de Hunter-Schreger desmineralizado mediante Espectrometria de
Energfa Dispersiva (EDS) y determinar las variaciones de la dureza superfi-
cial del esmalte radial y con bandas de Hunter-Schreger desminerallzado

mediante ensayos de nanodureza.
Metodologia

Se utilizaron secciones longitudinales de coronas dentales humanas

obtenidas con el debido consentimiento informado del paciente. Después

Se incluyeron en resina acrilica y se desgastaron en un plano. Se pulieron
con lijas al agua de granulacién progresiva (grano 600, 1200, 1500 y 2000)
sucesivamente y finalmente con pafio e Instrumental rotatorio para alto
brillo. Se lavaron con alcohol, luego ultrasonido 5 minutos y se secaron.
Para el tratamiento se utilizaron 100 ml de un agua saborizada de naranja
comercialmente disponible. Las muestras se sumergieron durante 12
minutos, se retiraron y se lavaron con agua. Luego fueron metalizadas con
oro para la observacién y andlisis quimico mediante un ESEM FEI QUANTA
200 con sonda EDS perteneciente al Servicio de de Microscopia Electréni-
ca y Microandlisis del Laboratorio de Investigaciones en Metalurgia Fisica
(SeMFi-LIMF. FI- UNLP). Las condiciones de trabajo fueron alto vacio a 20
KV en un drea de 100 p2.

Para la descripcién morfolégica del esmalte por la accién de la bebida se
consideraron los patrones de grabado acido[10]. Para el anélisis quimico
elemental se consideraron los siguientes elementos: calcio (Ca), fésforo
(P), sodio (Na), magnesio (Mg), cloro (Cl) y la relacién Ca/P.Se realizaron
registros en el esmalte radial y con bandas de Hunter-Schreger antes y
después de la accién de la bebida. Se realizaron ensayos de nanodureza
con un equipo TRIBOINDENTER HYSITRON con indentador Berkovich
perteneciente al Laboratorio de Superficies del INTEMA-CONICET
(Facultad de Ingenierfa Universidad Nacional de Mar del Plata).La funcién
de carga es un trapezoide bésico de 4pN de carga méxima, holding time
de 2 seg, con tasas de carga y descarga de 800 uN/seg. Por cada
posicién/zona de ensayo, se aplicd una grilla de 4x4 indentaciones
separadas 25um. Los resultados de H (dureza), Er (médulo reducido}y hc
(profundidad de contacto) se obtuvieron por la metodologfa Oliver-Phar
[111.

El porcentaje de reduccién de la dureza después del tratamiento se

obtuvo mediante la férmula:

AH = Hi- Hf x 100
- Donde:

Hi Hi: es dureza inicial
Hf: dureza final

Se utilizé el test ANOVA con comparaciones multiples de Bonferroni. El

error a aceptado fue de 0,05.

Resultados

ASPECTOS MORFOLOGICOS

Las micrograffas del esmalte sano, muestran una la disposicién caracterfs-
tica de los prismas en cada zona, encontrdndose paralelos entre si en el
esmalte radial y presentando entrecruzamientos en haces en el esmalte
BHS (Figs. 1Ay B).En este Ultimo pueden distinguirse prismas en seccién
transversal y longitudinal dispuestos en forma alternada.

Después de la accién de la bebida, en el esmalte radial, se observan
numerosas porosidades pequefias mientras que los contornos de los
prismas aparecieron desdibujados (Fig. 2A).En las secciones longitudina-
les de los prismas, el espacio interprismético adquiere aspecto irregular
(Figs. 2A y B). En secciones transversales, los prismas presentaron dos
patrones: en varias muestras se observé una depresién del centro del

prisma conservando contornos elevados (Fig. 3A), mientras que en otras,



el patrén resulté inverso, es decir, los centros permanecieron elevadosy  con los patrones de tipo |y Il del grabado cido del esmalte respectiva-

los contornas deprimidos (Fig. 3B). Estas alteraciones se carresponden mente,

Figura 1. Micrografla del esmalte sano.
A: esmalte radial. Se distingue |a disposicién paralela de los prismas.
B: esmalte BHS. Aparecen zonas alternadas de prismas seccionados transversalmente y longitudinalmente. MEB x 1000

Figura 2. Micrografla del esmalte tratado con la bebida sin alcohol
A: esmalte radial. Se evidencia aumento de |a porosidad.
B: esmalte BHS. Los prismas en seccién longitudinal presentan un aumento del espacio interprisméticc. MEB x 1000.

Figura 3. Micrografia del esmalte tratado con la bebida.
Ay B: esmalte BHS. Se observan prismas en seccién transversal con los centros afectades (A) y con los contornes afectados (B). MEB x 100C.



COMPOSICION QUIMICA ELEMENTAL (EDS)

Se obtuvieron espectros por energfa dispersiva (EDS) del esmalte sano y
tratado, donde se observan picos pronunciados para el calcio y el fésforo
y se detectaron otros elementos como sodio, magnesio y cloro (Fig. 4).
Los valores relativos (peso%) del andlisis cuali y semicuantitativo del tejido
sano y tratado se muestran en la Tabla I.

En el esmalte sano, el sodio se encontré en mayor porcentaje en el
esmalte BHS. Después del tratamiento con la bebida, aumentd en el
esmalte BHS (Na: 0,88%) en relacién al sano (Na: 0,70%). La diferencia fue
significativa. No se encontré diferencia significativa en el porcentaje de
sodio entre el esmalte radial sano y tratado. Con relacién al magnesio no
se encontré diferencia significativa en el esmalte sano radial y BHS, sin
embargo, después de la inmersién en la bebida, el porcentaje fue mas
elevado en el esmalte con bandas (Mg: 0,29%) que en el sano (Mg: 0,23).
El cloro se encontré en mayor proporcién tanto en el esmalte radial sano
como en el tratado con la bebida siendo la diferencia significativa (Fig. 5).
La relacién Ca/P no presenté diferencia significativa entre en esmalte
sano radial y BHS, como asi tampoco en el tratado radial y BHS. No
obstante, después de la inmersién en la bebida, la relacién Ca/P
disminuyé en el esmalte radial y en el BHS (Ca/P: 2,0) tratado con relacién
al sano (Ca/P: 2,1) (Fig.5). La diferencia fue significativa. En sintesis, si bien
los elementos estudiados se encontraron presentes en el esmalte sano,
tanto en el radial como en las bandas de Hunter Schreger, los valores
porcentuales resultaron diferentes. El sodio y el magnesio se encontraron
en mayor proporcién en el esmalte con bandas, mientras que la
proporcién de cloro resulté mayor en el radial. Después de la accién del
agua saborizada, en el esmalte con bandas, el sodio y el magnesio
aumentaron adn mas y el cloro descendié notablemente. La relacién

calcio/fésforo descendié en ambas zonas después del tratamiento.

Na Mg P Cl Ca Ca/pP
0,54° 0,19 18,14 0,38%¢ 38,36 2,112
Radial
+ + + +i + +
ESMALTE +0,09 +0,07 +0,51 +0,09 1,15 +0,03
SANO
0,70%b 0,230 18,05 0,142 38,14 2,11b
BHS
10,07 40,05 40,50 10,13 11,17 40,02
0,62 0,212 20,35 0,52b¢ 40,70 2,002
Radial
+ + +, +i + +
ESMALTE +0,17 40,06 4,51 +0,13 +8,69 10,06
TRATADO b b b b
0,88 0,29 19,56 0,07 39,39 2,02
BHS
10,19 +0,06 +4,22 0,07 18,16 +0,04

b a5 letras iguales indican diferencia significativa (ANOVA- Bonferroni, p<0,05)

Tabla 1. Andlisis quimico elemental del esmalte dental.
Valores expresados en peso%.

A. ESMALTE RADIAL SANO

Label:

kv: 20,0 Tilt:0.0 Take-off:44.9 Det:SDD Apolio 40

Res: 142 Amp.T:3.20 FS:16030 Lsec:35 24-Apr-2017 15:59:41

Counts Ca

040 080 120 160 200

B. ESMALTE BHS SANO
Label:

kv: 20,0 Tilt:0.0 Take-off:45.0 Det:SDD Apollo 40

Res: 142 Amp.T:3.20 FS:15173 Lsec:34 24-Apr-2017 16:02:14

Counts Ca
[14k

040 080 120 160 200

C. ESMALTE RADIAL TRATADO

Label:

kv:20.0 Tilt: 0.0 Take-off:45.6 Det: SDD Apollo 40

Res: 142 Amp.T:3.20 FS:21574 Lsec:60 13-Nov-2017 15:35:21
Counts

[18k

040 080 120 160 200 240 280 320 360 400 keV

D. ESMALTE BHS TRATADO

Label:

kv:20.0 Tilt: 0.0 Take-off:45.8 Det: SDD Apollo 40

Res: 142 Amp.T:3.20 FS: 19861 Lsec:60 13-Nov-2017 15:29:39
Counts

18k Ca

15k P

040 080 120 160 200 240 280 320 360 keV

Figura 4. Espectros por energfa dispersiva (EDS) del esmalte sano y tratado con la
bebida.

Ay B: esmalte sano.

Cy D: esmalte tratado con la bebida.
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Figura 5, Valores medios porcentuales, desviacidén y error del sodio {(Na), magnesio (Mg), cloro (Cl) y la relacién calcio/fdsforo (Ca/P). Se representan en orden el esmalte sano

radial, el sano BHS, tratado radial y tratado BHS.

DUREZA SUPERFICIAL

Los ensayos con nanodureza determinaron diferencias entre la dureza
del esmalte radial y BHS tanto en el tejido sano, como en el tratado con la
bebida. El esmalte radial sano presentd valores de dureza mayores que el
BHS. Esta tendencia se conservé después de la accién de la bebida.

Los valores de Hb (dureza), Er (médulo reducido) y hc (profundidad de
contacto) de las muestras sanas y tratadas se detallan en la Tabla Il. Se
encontré diferencia significativa en los valores de dureza del esmalte sano

y tratado tanto en el esmalte radial como en BHS (p<0,05). (Fig. 6).

Después de la accién de la bebida los valores de dureza del esmalte radial
y BHS disminuyeron y se mantuvo la tendencia observada en el esmalte
sano, donde los valores mayores correspondian al esmalte radial.

En el gréfico comparativo (Fig. 7) se observa una disminucién de los
valores de H y Er tanto en el esmalte radial como BHS. El porcentaje de
reduccién de H en el esmalte radial fue del 59,48% y en el esmalte BHS
resulté de 63,67%. En cambio, la profundidad de contacto aumenté

alrededor de un 50%.

H Er Hc
Radial 5,48t0,233¢ 86,9718,11  149,7314,25
ESMALTE
SANO
BHS  4,24t0,43%9 7524709 176,36%11,29
Radial 2,22+0,31P° 58,7310,79 270,29%21,22
ESMALTE
TRATADO
BHS 1,540,429  4811%6,54 350,10%63,33

Las letras iguales indican diferencia significativa (ANOVA, p<0,05)

Tabla 1l Valores medios y desviacién de Dureza (H), Médulo de elasticidad (Er) y
profundidad de contacto (hc) del esmalte sano y tratado con la bebida.

Mean

2 %\%

0 T ¥ T T T ¥
SANO SANC TRATADO TRATADO
RADIAL BANDAS RADIAL BANDAS
Index

Figura 6. Valores medios de dureza H (desviacién y error) del esmalte sano y tratado,
radial y BHS.

El esmalte sano radial presenté valores medios mayores que las bandas, tanto en el
esmalte sano como después de la accidn de la bebida.
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esmalte tratado. Asimismo, |a dureza fue mayor en el esmalte radial. La profundidad de contacto registrd valores méas bajos en el esmalte sano y en el radial fue menor que en

las bandas.
Discusién y Conclusiones

En este trabajo analizamos la accién de un agua natural saborizada sobre
la microestructura del esmalte dental in vitro. Consideramos dos zonas
del espesor del tejido adamantino diferenciadas por la organizacién de
los haces de prismas: la zona més externa donde los prismas se disponen
paralelos entre sf (esmalte radial}y la zona interna, donde se organizan en
haces que se entrecruzan en capas regulares (esmalte BHS).Caracteriza-
mos los aspectos morfoldgicos, quimicos y mecanicos de cada zona.

El tiempo de accién de la bebida (12 minutos) resulté suficiente para
producir alteraciones en la morfologfa de los prismas. Al MEB se observé
un aumento de la porosidad y alteraciones en los contornos de los
prismas compatibles con los patrones de grabado de esmalte de tipo 1 y II
[10]. Esto indica la pérdida de minerales después de la inmersién en la
bebida.

El agua saborizada utilizada en este experimento, contiene, ademas de
agua mineral natural, acido cftrico y EDTA. El &cido cltrico es un &cido
organico débil tricarboxilico que esta presente en la mayorfa de las frutas,
sobre todo en cftricos. Su férmula molecular es C6H807. La acidez del
&cido cftrico es debida a los tres grupos carboxilos -COOH que pueden

perder los protones, formando derivados como el citrato. Los citratos son

-. 10

unos buenos controladores del pH de soluciones acidas[12]. Los iones
citrato forman sales con muchos iones metélicos, entre ellos el calcio. La
quelacién es el proceso de unién entre una o mas moléculas de &cido
citrico y los iones del metal, separédndolos de una forma compleja y
dejéndolos inactivos. El EDTA o &cido etilen-diamino-tetra-acético también
tiene accién quelante y forma compuestos estables con el calcio[13].
Estos componentes son los responsables de la desmineralizacién del
tejido adamantino.

El andlisis por EDS determiné la variaciéon en la composicién quimica
elemental antes y después de la exposicién a la bebida. En el esmalte
sano, Mariel Cardenas et al.[9]demostré que algunos elementos varian en
su concentracidn (g%) desde la superficie externa hacia el Iimite
amelodentinario. Uno de ellos es el sodio, donde la mayor concentracién
se observd en la superficie interna del esmalte, tal como fue demostrado
en este trabajo. Esta relacién se mantuvo después de la accién de la
bebida. Estos autores [9] Informaron que el magnesio, al igual que el
sodio, se encontraba en mayor proporcién en la zona interna aungue no
fue demostrado en nuestros registros. No obstante, el esmalte BHS
presentd una mayor proporcién de magnesio después del tratamiento.
Ademas, el cloro se encontré en mayor proporcién en la zona superficial

{esmalte radial), tanto en el esmalte sano como el tratado por la bebida.



Por lo tanto, la desmineralizacién, no afecté la relacién de estos elemen-
tos en el esmalte radial y BHS, aunque la pérdida de calcio produjo un

aumento de los porcentajes relativos del sodio y el magnesio y un descen-

so del cloro posiblemente atribuido a su salida junto con el calcio (Tabla 1).

La pérdida de minerales se evidencié ademds, mediante los ensayos de
nanodureza. En nuestro estudio se verificé la mayor resistencia al desgas-
te del esmalte radial respecto del esmalte BHS[7, 14],aungue la relacién
calcio/fésforo no mostré diferencia significativa entre ambas zonas. La
disminucién de la dureza después de la inmersién en la bebida, fue més
pronunciada en el esmalte BHS. En esta zona, los cristales se encuentran
en angulos agudos con sus vecinos en la periferia del prisma por lo que el
contenido de material orgénico es mayor[15]. Los valores mas bajos en el
médulo reducido Er indican la formacién de una capa reblandecida
superficial, siendo mds vulnerable el esmalte con BHS.

Concluimos que los componentes acidos contenidos en el agua saboriza-
da producen alteraciones morfolégicas, quimicas y mecénicas compati-

bles con fenédmenos de erosién del esmalte dental
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