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Resumen

Introduccion. El fluoruro incorporado en el esmalte
dental durante el periodo preeruptivo refleja su exposi-
cion sistémica durante la amelogénesis, proponiéndose
el esmalte como marcador bioldgico de exposicion a
fluoruros. En Colombia, no existen estudios en que se
emplee la técnica de biopsia de esmalte, la cual permite
determinar el gradiente de concentracién de fluoruro por
medio de la estructura del esmalte dental.

Objetivo. Estandarizar la técnica de biopsia de esmalte y
determinar la concentracion de fluoruro en el esmalte de
dientes sanos no erupcionados.

Métodos. Previa firma del consentimiento informado,
se recolectaron cinco terceros molares no erupcio-
nados sanos y de cada uno se obtuvieron dos bloques
de esmalte a partir del tercio medio de la corona, en
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Abstract

Introduction. Pre-eruptive incorporation of fluoride into
dental enamel reflects its systemic exposition during
amelogenesis, leading to the use of dental enamel as a
biomarker of fluoride exposure. There are not reported
studies in Colombia using the enamel biopsy technique,
which allows the determination of the fluoride distribu-
tion pattern throughout dental enamel.

Aim. To standardize the enamel biopsy technique and
determine the fluoride content in the enamel of sound
unerupted teeth.

Methods. With ethical approval and informed consent
forms, there were collected 5 third unerupted molar-teeth
and of each tooth it were obtained two enamel blocks
from the middle third of the crown, in a cross-sectional
way. All surfaces were covered with acid-resistant wax
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sentido transversal. Todas las superficies de cada bloque
fueron cubiertas con cera, excepto la superficie externa
del esmalte. Cada bloque fue tratado con HCI 0,5 M por
15, 30, 60 y 120 segundos bajo agitacién constante. Se
determiné la concentracion de fluoruro en cada extracto,
usando un electrodo de ion especifico para el fluoruro v,
la masa de esmalte removido (gramos) se calculé tras el
analisis espectrofotométrico de fésforo inorganico en la
muestra. Se determind la concentracion de fluoruro en
cada capa de esmalte removido (mg F/g de esmalte) y en
todo el esmalte removido (pg F/cm?).

Resultados. Se encontr6 un gradiente de concentra-
cion de fluoruro desde la superficie hacia el interior del
esmalte, siendo mayor la concentracién en la superficie
(1.663,49+266,61 pg F/g de esmalte). La concentracion
total de fluoruro en el volumen de esmalte removido fue
de 1,02+0,25 pg F/cm3.

Conclusiones. La técnica de biopsia de esmalte fue estan-
darizada. Similar a lo reportado en la literatura cientifica,
existe un gradiente de concentracién de fluoruro desde la
superficie hacia el interior del esmalte sano.

Palabras clave: esmalte, fluoruro, biopsia de esmalte.

INTRODUCCION

El esmalte dental esta compuesto por minerales (95-96
% peso/peso) y en menor proporcion por material orga-
nico (1 %) y agua (3 %) (1). Existen variaciones en la
apatita del esmalte por sustituciones del hidroxilo por
iones de fluoruro y carbonato (2). La mayor proporcién
del fluoruro presente en la estructura dental proviene
de su administracién por via sistémica, ya sea por fluo-
racion del agua de consumo humano o de la sal de
cocina, medidas de salud publica para la prevencion
de la caries dental (3,4).

El fluoruro incorporado en el esmalte dental durante
el periodo preeruptivo refleja su exposicién sistémica
durante la amelogénesis (5), por lo que el esmalte ha
sido propuesto como marcador biolégico de exposi-
cion a fluoruro (6). Los estudios realizados en dientes
no erupcionados muestran un patrén de distribucion
de fluoruro en el esmalte dental con una concentra-
cién mayor en la superficie externa y menor hacia el
interior del esmalte (7-11).

Se han reportado diferentes técnicas para el andlisis de
la concentracion y el patrén de distribucion de fluoruro
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leaving the external enamel surface exposed, which were
treated with 0.5M HCI for 15, 30, 60, and 120 seconds
under constant agitation. Fluoride concentration was
determined in each acid extract by means of a fluoride
ion-specific electrode and the mass of removed enamel
was established (grams) after Pi analyses. The fluoride
content in each layer of removed enamel was determined
(g F/g enamel) and in the total of removed enamel
(g F/cm3).

Results: There was a fluoride distribution pattern from
the surface to the inner enamel, being higher the fluo-
ride concentration in the outer enamel surface (1663.49
+ 266.61 pg F/g enamel). Total fluoride concentration in
the total of removed enamel was 1.02 + 0.25 pg F/cm’.

Conclusions: Enamel biopsy technique was standardized.
There was found a fluoride distribution pattern from the
surface to the inner enamel, similar to the data reported
in the literature.

Key words: enamel, fluoride, enamel biopsy.

a lo largo del espesor del esmalte dental (12,13), siendo
la biopsia de esmalte una técnica sencilla de amplio uso
en la investigacion odontolégica (14). A pesar de esto, en
Colombia no se ha utilizado esta técnica y se requiere
su adecuacion metodoldgica, para ahondar en estudios
in vitro sobre los elementos inorganicos del esmalte.

Este trabajo pretende estandarizar la técnica de biopsia
de esmalte y determinar la concentracion de fluoruro
en dientes sanos no erupcionados.

MATERIALES Y METODOS

Muestra

El estudio conto con el aval del Comité Institucional de
Etica en Investigaciones de la Universidad El Bosque
(UB.267.2010) y la firma del consentimiento informado.
El tamano de muestra correspondi6é a 10 bloques de
esmalte (n=10), obtenidos a partir de 5 molares no
erupcionados.
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En el primer semestre de 2012, se recolectaron dientes
terceros molares no erupcionados, recién extraidos por
razones ajenas a este estudio, provenientes de pacientes
que asisten a las clinicas odontolégicas de la Univer-
sidad El Bosque, hasta alcanzar el tamafio de la muestra.

Una vez extraidos, los dientes se almacenaron en un
recipiente con una solucién de timol al 0,02 % en PBS
a 4 °C. Cada diente fue cuidadosamente limpiado con
agua y una hoja de bisturi No. 15 para remover los
fragmentos de tejido blando y 6seo remanentes. Se
seleccionaron cinco dientes clasificados como sanos
por dos examinadores expertos, segln los siguientes
criterios: ausencia de fluorosis u otros defectos del
desarrollo del esmalte, de alteraciones de tamafo o
forma, y de dafio mecdnico asociado a la extraccién
dental. Posteriormente, los dientes fueron almace-
nados hasta su uso, por maximo 90 dias.

Posteriormente, para obtener de cada pieza dos
bloques de esmalte de 2 x 4 x 2 mm (ancho, largo, alto),
los dientes fueron cortados transversalmente con dos
discos diamantados separados 2 mm entre si (Isomet
1000, Buehler), en el tercio medio de la corona hacia la
cara de oclusion, para asi obtener una muestra laminar
de la corona de 2 mm de alto. A continuacién, se
ubicaron las regiones externas del esmalte que corres-
pondieran a las zonas mas planas de esmalte y en cada
uno de esos sitios, usando los mismos discos, se hizo
un corte para obtener el bloque de esmalte (figura 1).

Figura 1. Corte dental para obtencion de bloques de esmalte. A.
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Diente tercer molar no erupcionado. B. Corte transversal (linea dis-
continua) en el tercio medio de la corona con dos discos diamantados
separados 2 mm entre si. C. Obtencion de una muestra laminar de 2
mm de alto de la corona. D. Corte (linea discontinua) con los mismos
discos para obtener los bloques de esmalte a partir de las zonas en
las que se observe la superficie externa mas plana (linea continua).

Biopsia de esmalte

La técnica de biopsia de esmalte consiste en la remo-
cién de capas seriadas de esmalte tras la exposicion
de la superficie del esmalte a un acido fuerte (acido
clorhidrico, HCI) por diferentes tiempos. La profun-
didad de la biopsia depende del tiempo en el que se
deje en contacto el esmalte con el acido, cuya reac-
cion es neutralizada por la adicién de una base fuerte
(hidréxido de sodio, NaOH). Asi, se obtiene un extracto
por cada tiempo de desmineralizacién. En cada
extracto se determina el espesor de la capa de esmalte
removido tras el andlisis de la concentracion de fésforo
o de calcio en el extracto. Ademas, se determina la
concentracién de flGor para establecer la relacion
entre la cantidad de esmalte removido (profundidad)
y la concentracién de flGor en cada capa de esmalte.

Para determinar el area de la superficie que iba a
ser expuesta, la superficie externa de los bloques de
esmalte fue medida con un micrémetro digital. Todas
las superficies de cada bloque fueron cubiertas con
cera resistente a acidos (cera para bases), excepto la
superficie externa del esmalte, en un drea aproximada
de 4 mm?. Cada bloque se sumergié individualmente
en 250 pL de HCI 0,5 M por 15, 30, 60 y 120 segundos,
en agitacion constante a 150 rpm, con el fin de remover
de manera secuencial capas de esmalte desde la
superficie externa hacia el interior del esmalte. Trans-
currido cada uno de los tiempos de grabado con HCI,
el extracto acido resultante se neutralizé con 250 pL
de una solucién de TISAB Il (tampén acetato 1 M pH
5,0, NaCl 1 M, acido 1,2-cicloexano-diamino-tetracé-
tico 0,4 %) modificado con la adicién de 20 g NaOH/L
de TISAB Il para neutralizar el HCIl. Una vez neutrali-
zado, se retir6 cuidadosamente el bloque de esmalte
de la solucién, se lavé con agua desionizada y se secé
con una toalla de papel, y el extracto se almacend. En
seguida, se prepar6 una nueva alicuota de 250 pL de
HCI 0,5 M y se introdujo el mismo bloque, dejandolo
en agitacion por el siguiente tiempo correspondiente
(30 segundos) y se repitio el procedimiento dos veces
mds (una vez por 60 y la dltima por 120 segundos). Los
cuatro extractos de esmalte obtenidos a partir de cada
bloque se almacenaron a 4 °C hasta su andlisis.

Determinacion de la masa de esmalte removido
y de la profundidad de la biopsia

En cada extracto se determiné la masa de esmalte
removido (en gramos) utilizando el andlisis espectro-
fotométrico de fésforo en la muestra, segiin el método
colorimétrico descrito por Fiske y Subarrow (15). Se
trazd una curva de calibracién a partir de soluciones
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estandar de concentraciones conocidas de fosfatos
(1,5,3,0, 6,0, 12,0, 24,0 mg fésforo), preparadas a partir
de KH,PO, en agua purificada. De los extractos obte-
nidos a los 15, 30, 60 y 120 s de biopsia, se tomaron
300 pL, 150 pL, 100 pL y 50 pL, respectivamente, los
cuales se llevaron a un volumen final de 2,3 mL con
agua purificada. Posteriormente, se adicionaron 500
pL de acido molibdico, tanto a las muestras como a
las soluciones estandar, se agit6 por 10 segundos y se
incubé por 10 minutos a temperatura ambiente. Trans-
currido este tiempo, se adicionaron 200 pL de reactivo
reductor a cada tubo y se agité por 10 segundos. El
reactivo reductor fue preparado a partir de: acido
1-amino-2-naftol-4-sulfénico, bisulfito de sodio y sulfito
de sodio (0,025 g/mL de agua purificada). Después
de 20 minutos, las muestras y las soluciones estandar
se analizaron en un espectrofotémetro (DU 800,
Beckman Coulter) a 660 nm. La masa de esmalte remo-
vido se calcul6 teniendo en cuenta la concentracién de
fosfatos por peso seco reportado para el esmalte sano
(17,4 %) (16). Ademas, para determinar la profundidad
de esmalte removido a cada tiempo y la profundidad
total de esmalte removido en cada bloque, expresada
en mm, se considerd la densidad del esmalte (d=2,92 g/
cm’) (17) y el area de la superficie.

Determinacion de la concentracion de fluor

Para el andlisis de la concentracion de fldor, cada
extracto se analizé individualmente con un analizador
de iones (Orion EA 940, Thermo Scientific) y un elec-
trodo especifico para F (Orion, Thermo Scientific), previa
calibracién con soluciones estandar de concentraciones
conocidas (0,250, 0,50, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0 ppm de fldor)
que contenian la misma concentracién de TISAB Iy HCI
usados en la biopsia. La concentracién de flior en cada
capa (mg F/g de esmalte) y en todo el esmalte removido
(Hg F/cm?®), se determinaron teniendo en cuenta la masa
de esmalte removido (gramos) y el area de la superficie
expuesta. Se obtuvieron el promedio y la desviacion
estandar de los datos obtenidos para cada bloque de
esmalte analizado.

RESULTADOS

En la tabla T se muestra el espesor de esmalte removido
(mm), la concentracién de flGor en cada capa (ug F/g de
esmalte) y la concentracién total de flGor por volumen
de esmalte removido en cada bloque (pg F/lcm?).

Diente 1 Diente 2 Diente 3 Diente 4 Diente 5
Biopsia Promedio
(segundos) Blogue Bloque Bloque Bloque Bloque Bloque Bloque Bloque Bloque
1 2 1 2 1 2 2

15 1.6 4.7 4.9 4.8 6.4 3.4 3.2 3.8 8.5 6.0 473 (1.94)

30 5.6 13.6 16.7 17.3 16.4 11.6 15.0 12.0 26.8 19.6 15.46 (5.57)
60 12.5 37.8 37.6 44.7 54.2 28.8 38.1 28.7 68.4 51.2 40.22 (1557)
120 27.9 92.5 84.8 103.1 126.1 62.1 86.6 56.9 153.7 107.6 9011 (35.94)

ug Ff/g de esmalte

15 2016.7 1278.5 14745 12789 1829.0 1832.6 1824.2 1471.0 1718.6 1910.9 (1266663;1{;

30 930.5 611.9 595.4 544.6 1085.6  723.8 902.0 559.6 761.9 952.0 766.74 (191.05)
60 410.4 249.8 276.8 246.6 571.0 276.1 252.1 225.6 294.0 435.2 323.76 (111.86)
120 231.9 81.5 149.8 114.8 194.4 123.4 90.7 118.2 124.9 191.6 142.12 (48.97)

ug F/g em3

1.398 0.693 0.934 0.749 1.346 0.989 0.899 0.887 0.978 1.329 1.02 (0.25)

Tabla 1. Espesor de tejido removido (um), concentracion de fluoruro en cada capa (ug F/g de esmalte) y en el volumen total de esmalte
removido (ug F/em3), segun los tiempos (segundos) de cada biopsia de esmalte
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Con la técnica de biopsia de esmalte se removieron,
en los primeros 15 segundos, 4,73+1,94 pm de esmalte
desde la superficie externa de cada bloque. Al someter
los bloques a una biopsia por 30 segundos adicionales, se
removieron 15,46+5,57 pm desde la superficie expuesta
en la biopsia inmediatamente anterior. En las biopsias
con duracién de 60 y 120 segundos, se removieron
40,22+15,57 ym y 90,11+£35,94 pym, respectivamente.
En total, se removieron aproximadamente 150,51+59,02
pm de esmalte desde la superficie externa.

El andlisis de la concentracion de flGor a cada distancia
desde la superficie, calculada a partir de la masa de
esmalte removido y el drea de la superficie expuesta,
mostr6 un gradiente de concentracién de fltor desde la
superficie hacia el interior del esmalte, encontrandose
la mayor la concentracién en los 5 pm externos de la
superficie (1.663,49+266,61 g F/g de esmalte), con una
notable disminucion hacia el interior del esmalte (figura
2). La concentracion total de fluoruro en el volumen de
esmalte removido fue de 1,02+0,25 mg F/cm’.

DISCUSION

La técnica de biopsia de esmalte permite determinar
la concentracién de elementos inorgdnicos como el
fluoruro en capas de esmalte dental removido (10). A
pesar de su amplio uso a nivel mundial, en Colombia
no se encuentran estudios que utilicen esta técnica.
La estandarizacion de la metodologia en nuestro labo-
ratorio facilitard el andlisis de elementos inorganicos
de interés en las estructuras dentales, como calcio y
fésforo, entre otros. Ademas, permitird establecer la
asociacion entre la concentracion de estos elementos,
y la presencia y gravedad de alteraciones como los
defectos del desarrollo del esmalte, de los cuales,
la fluorosis dental el mds prevalente y relevante en
nuestro pais (18-23).

Los resultados de este trabajo son similares a los de
estudios previos en los que se describe la concen-
tracion de fluoruro a través del esmalte dental de
dientes sanos no erupcionados (7-11), corroborando la
excelente confiabilidad de la técnica. La mayor concen-
tracion de fluoruro encontrada en la superficie externa
del esmalte dental, refleja el fluoruro incorporado por
precipitacion de cristales de fluorapatita o por adsor-
cion a la superficie, producto de la sobresaturacion de
fluoruro en el fluido tisular que rodea al esmalte no
erupcionado (5). Se ha encontrado una relacién entre
la concentracion de fluoruro en el esmalte dental y la
dosis de fluoruro ingerido durante la formacion dental y
el periodo preeruptivo (8). Sin embargo, influyen otros
factores como la duracion y el momento del desarrollo

dental en el que se da la exposicién al fluoruro (24), lo
cual explica en parte la variabilidad existente entre los
dientes evaluados.
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Figura 2. Patron de distribucion de la concentracion de fluoruro
desde la superficie externa hacia el interior del esmalte

En este estudio, la seleccion de los bloques se basé en
las caracteristicas de la superficie externa del esmalte,
independientemente de la regién anatéomica de la
corona dental. Debido a que el fluoruro en la superficie
del esmalte no erupcionado refleja su incorporacion
durante la amelogénesis y el periodo preeruptivo, se
espera que su concentracién sea homogénea en toda
la superficie del esmalte, lo que reduce la posibilidad
de error por la seleccion de los bloques incluidos en el
estudio. Ademas, al seleccionar la superficie mas plana
de esmalte, se disminuye el error en la estimacion de
la profundidad de la biopsia (mm), pues esta tiene en
cuenta el drea de la superficie externa del esmalte
expuesta al acido.

En diferentes estudios se ha sugerido que la determi-
nacién quimica de la profundidad de la biopsia es una
técnica inexacta, pues el dcido podria penetrar a una
profundidad mayor de la calculada (25), conllevando
errores en la determinacién de la concentracion de
fluoruro a diferentes profundidades de la superficie.
Otras aproximaciones metodolégicas se han usado
para determinar la concentracion de fluoruro en el
esmalte dental, entre ellas la microabrasién (12) y la
sonda de protones (13). Tanto la sonda de protones
como la microperforacién se describen como las
técnicas mas apropiadas para determinar con exac-
titud la profundidad de la capa de esmalte removido
en cada tiempo de la biopsia y, por consiguiente, la
concentracién de fluoruro. Sin embargo, en un estudio
de Richards, et al. (25), no se encontraron diferencias
entre la concentracién de fluoruro a través del esmalte
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dental, determinada por la técnica de biopsia de
esmalte y por la sonda de protones.

En comparacién con las demas técnicas mencionadas,
la biopsia de esmalte es una técnica sencilla y econé-
mica para la determinacion de la concentracion de
fluoruro en las estructuras dentales. Esta técnica es de
gran utilidad para determinar la exposicion sistémica
de los individuos al fluoruro (5), por lo que podria
usarse en nuestro pais para determinar dicha exposi-
cién en zonas endémicas de fluorosis dental.
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