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Efecto de bioelementos (calcio, fosforo y nitrogeno) de una fuente vegetal sobre
la microestructura de lesiones superficiales del esmalte dental. Analisis
mecanico, quimico y morfologico de lesiones de erosion expuestas a una solucion
de semillas de sésamo. Estudio in vitro.

RESUMEN

Nuestro proposito fue indagar sobre los efectos producidos por una solucion obtenida de
semillas de sésamo germinado sobre la microestructura de lesiones de erosion del esmalte
dental. Se aplicaron dos regimenes de exposicion: ciclico (alternando con saliva artificial) y
en condiciones estaticas (sésamo solo). Se determinaron las variaciones en los aspectos
mecanicos, morfoldgicos, topograficos y quimicos de la microestructura del esmalte.
Ademas se identifico la composicion quimica de la semilla mediante EDS y de la solucion
obtenida con ICP-MS. Se utilizaron dientes permanentes obtenidos con el consentimiento
informado del paciente. Se prepararon muestras de esmalte adecuadas para cada instrumento,
tal que se obtuviera informacion de la superficie y subsuperficie. Se realizaron ensayos de
microdureza, observacion al AFM, MEB, analisis quimico elemental mediante EDS y XPS,
descripcion de la estructura cristalina mediante DRX y de grupos quimicos con FTIR,
ensayo de adsorcion de N, y analisis de superficie especifica. Se cred una lesion de erosion
sumergiendo el esmalte 90 min en una bebida gaseosa. En la semilla, la concentracion
resultante fue Ca: 7,49 y P: 9,83 (mg/g de muestra) y la relacion Ca/P fue mayor en la
cubierta que en el interior. El pH de la solucion fue 6 en escala colorimétrica. En el esmalte
tratado con la solucidon de sésamo ciclado en saliva artificial, se registré una menor pérdida
de dureza Vickers (22,75%) en relacion al tratado con agua (25,58%) y con saliva artificial
(25,13%). La rugosidad Rq (nm) disminuy6 de 316,75 en el esmalte erosionado a 97,95 en el
tratado con sésamo. Al MEB se observd un material irregular y taponamiento de poros. La
determinacion atomica con XPS mostro un aumento del C y N. El esmalte tratado con
sésamo 24 h presentd un incremento en las propiedades mecénicas del 14% en “Er” y un
38% en “H”. Al MEB también se detectd una capa heterogénea cubriendo los poros. La
rugosidad disminuy6 con respecto al esmalte erosionado. La diferencia en la relacion Ca/P
del esmalte tratado con sésamo y saliva artificial fue significativa (p<0,05). Mediante DRX
se identifico la estructura cristalina de la hidroxiapatita y la capa amorfa superficial. El FTIR
mostro la sustitucion de grupos quimicos. La superficie especifica aument6 en el esmalte
tratado con sésamo pero disminuyo el volumen y tamafio de poro con relacién a la erosion.
Concluimos que la solucion de sésamo germinado produce modificaciones mecanicas,
morfologicas, topograficas y quimicas en la microestructura del esmalte erosionado. Lo
componentes inorganicos y organicos de la semilla estan involucrados en estos fendmenos.
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Effect of vegetable source bioelements (calcium, phosphorus and nitrogen) on
microstructure of enamel superficial lesions. Mechanical, chemical and
morphological analysis of erosion lesions exposed to a sesame seed solution. In
vitro study.

ABSTRACT

Our aim was to investigate the effects of a solution obtained from seeds of germinated
sesame on the microstructure of the erosion lesions of the dental enamel. Two regimes were
applied: cyclic (alternating with artificial saliva) and in static conditions (sesame only). The
variations in the mechanical, morphological, topographic and chemical aspects of the enamel
microstructure were determined. In addition, the chemical composition of the seed was
analysed by EDS and the solution obtained by ICP-MS. Permanent teeth obtained with the
patient's informed consent were used. Suitable enamel samples for each instrument were
prepared to obtain surface and subsurface information. Microhardness tests, MEB and AFM
observation, elemental chemical analysis by EDS and XPS, description of the crystalline
structure by XRD and chemical groups with FTIR, N, adsorption test and specific surface
analysis were performed. An erosion injury was created by immersing the enamel 90 min in
a soft beverage. In the seed, resulted concentration was Ca: 7.49 and P: 9.83 (mg/g of
sample) and the Ca/P ratio was higher in the cover than in the inner. The pH of the solution
was six on a colorimetric scale. In the enamel treated with sesame solution cycled with
artificial saliva, a lower loss of Vickers hardness (22.75%) was recorded in relation to the
treated with water (25.58%) and with artificial saliva (25.13%). At AFM, Rq (nm) decreased
from 316.75 in the eroded enamel to 97.95 in the sesame treated. An irregular material and
pore plugging was observed at the MEB. The atomic determination with XPS showed an
increase of C and N. An irregular surface with pore plugging was observed at the MEB. The
enamel treated with sesame 24h presented an increase in the mechanical properties of 14% in
"Er" and 38% in "H". The MEB also detected a heterogeneous layer covering the pores. The
roughness decreased with respect to eroded enamel. The difference in the Ca / P ratio of the
enamel treated with sesame and artificial saliva was significant (p<0.05). Through XRD the
crystal structure of the hydroxyapatite and the surface amorphous layer were identified. The
FTIR showed the substitution of chemical groups. The specific surface increased in the
enamel treated with sesame but decreased the volume and pore size in relation to erosion.
We conclude that the germinated sesame solution produces mechanical, morphological,
topographical and chemical modifications in the eroded enamel microstructure. The
inorganic and organic components of the seed are involved in these phenomena.

Keywords: dental enamel- erosion- sesame- artificial saliva
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INTRODUCCION

Los individuos, con frecuencia, ingieren alimentos y bebidas que producen
descenso del pH de la saliva y la placa dental. En algunos, las piezas dentarias
resultan vulnerables al dafio 4cido y a la progresion del deterioro. La consecuencia
desfavorable de la pérdida de minerales del esmalte es la aparicion de lesiones
incipientes de caries o erosion. Por ello, la odontologia preventiva concentra
esfuerzos en el estudio de mecanismos y productos que puedan evitar o revertir el

dafo.

Se han investigado y aplicado, distintos agentes quimicos que pueden depositarse
sobre la superficie adamantina para evitar la disolucion y/o promover la
remineralizacion. Entre ellos, se encuentran el fltor (1), los compuestos a base de
calcio (2), hidroxiapatita sintética (3), componentes salivales (4), derivados vegetales
(5). El fltor tiene la capacidad de inhibir la pérdida mineral en la superficie cristalina

y modular los procesos de des- y remineralizacion (6).

Los compuestos calcicos mostraron ser eficaces para el tratamiento de lesiones
superficiales de esmalte. Uno de ellos es el obtenido por combinacion de la caseina-
fosfato con el fosfato amorfo de calcio (CPP-ACP) pudiendo ser de uso profesional o

incorporado en alimentos, pastas dentales o goma de mascar (7, 8).

Ademads, se conocen algunos productos naturales que ejercen efecto sobre el
balance de desmineralizacidon y re-mineralizacion, como alimentos, bebidas, flores o
hierbas tradicionales (9). Los agentes que contienen fosforo (en la forma de fosfatos)
como son los fitatos contenidos en la cascara de semillas de arroz y avena también
tienen efecto cariostatico (10-12). Estudios realizados utilizando un extracto de
semilla de uva sobre caries artificiales de esmalte, han demostrado el efecto

remineralizante de algunos compuestos organicos contenidos en la semilla (13).

Los productos naturales han sido utilizados con fines medicinales durante afios y

actualmente son considerados promisorios agentes terapéuticos especialmente en

1



enfermedades de los tejidos dentarios y orales. Constituyen una rica fuente de
diversas sustancias quimicas, con una amplia gama de actividad biologica (14), lo
que podria ser util para el desarrollo de terapias alternativas o complementarias para

la prevencion o el tratamiento del esmalte dental dafiado.

Con todo, el verdadero valor de los derivados naturales y/o su mecanismo de
accion sobre el esmalte dental desmineralizado no es completamente conocido y

sigue siendo motivo de sucesivas investigaciones.

La semilla de sésamo es muy valorada por sus propiedades nutritivas (15, 16) y su
contenido de minerales. Su uso no tiene efectos adversos sobre la salud, ni
posibilidad de alergias como los derivados de la caseina de la leche. Constituye un
nutriente rico en minerales muy utilizado en poblaciones que no ingieren calcio de

origen animal (17, 18)

Sin embargo, no hay suficiente evidencia del efecto de los distintos bioelementos
contenidos en la semilla sobre la estructura adamantina dafiada por lesiones

superficiales de erosion.
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Capitulo I. Marco teodrico

I. MICROESTRUCTURA DEL ESMALTE DENTAL

El esmalte dental es un tejido mineralizado con un alto grado de complejidad en
su organizacion que ha sido producto de numerosas investigaciones y extensas
descripciones (19, 20) en el area de odontologia y aun asi existen muchos

cuestionamientos y dudas acerca de su naturaleza y comportamiento funcional.

Su composicion mineral le confiere propiedades fisicas tales como dureza,
rigidez, escasa permeabilidad, radio-opacidad, birrefringencia (11, 21),
conductividad a altas temperaturas (22) y propiedades biomecanicas como resistencia
a la fractura y al desgaste (23). No obstante, presenta solubilidad en medios acidos

que puede comprometer su integridad estructural.

1. Estructura histologica del esmalte dental

La unidad estructural basica del esmalte es el prisma, constituido por haces de
cristales de hidroxiapatita (HA) ordenados y densamente empaquetados con una

delicada red de material organico de naturaleza proteica (21).

Si bien se utiliza con frecuencia el término prisma, la unidad basica no posee
forma geométrica regular y no se asemeja a un prisma (24). Ten Cate (24) considera
los prismas o varillas de forma cilindrica, rodeados por vainas y separados por
sustancia inteprismatica, empleando también los términos varillas y region
intervarillar. Los cristales de las varillas se encuentran en angulos agudos con los de
la region intervarillar. Las vainas se forman en la interfase entre cristales con
diferente angulacion y contienen mas proteinas del esmalte que otras regiones. Otros
autores (21) describen los prismas como varillas que en seccion transversal presentan
forma de ojo de cerradura de llave antigua con cuerpo (o cabeza) y cola. Los cristales
se disponen casi paralelos al eje longitudinal de la varilla en el cuerpo y se desvian
unos 65° al alejarse de éste abriéndose en abanico al llegar a las colas. Las varillas se
disponen en hileras circunferenciales alrededor del eje mayor del diente, de manera
que los cuerpos estan mas cerca de la superficie oclusal e incisal, mientras que las

colas se encuentran hacia cervical.
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El conjunto de prismas forma el esmalte prismatico representando el mayor
volumen de este tejido dentario (Figura 1 4 y B). En la periferia de la corona y en la
proximidad a la conexion amelodentinaria, existe el denominado esmalte aprismatico
pues la sustancia adamantina mineralizada no constituye ni configura prismas

(Figura 2).

Figura 1. Micrografia electronica del esmalte prismatico. 4 Esmalte radial. MEB x
600. B Varillas del esmalte (prismas) en seccion longitudinal. MEB x 1200.
Fuente propia.
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En el esmalte aprismatico los cristales de hidroxiapatita se encuentran densamente
agrupados, dispuestos en forma perpendicular a la superficie y paralelos unos a otros.
También presenta caracteristicas particulares frente a la accion de acidos resultando
mas resistente a la disolucion (21). Es mas frecuente encontrarlo en dientes

temporarios.

Figura 2. Micrografia del esmalte aprismatico. Se observa esmalte sin prismas en la
zona superior y prismas en seccion transversal por debajo. MEB x 1200.
Fuente propia.

El esmalte prismatico se organiza en capas, dentro de cada capa los prismas tienen
morfologia, orientaciones y empaquetamientos similares y constituyen los tipos de
esmalte. Pueden presentarse volimenes de esmalte donde los prismas son paralelos
unos con otros (esmalte radial y esmalte tangencial), o se entrecruzan entre si de
manera ordenada (esmalte con bandas de Hunter-Schreger) o desordenada (esmalte
irregular). A su vez, en el esmalte irregular el entrecruzamiento de prismas puede ser

en haces (esmalte 3D) o en prismas individuales (25).

Estudios realizados en dientes humanos (26) considerando la clasificacion
jerarquica de la microestructura del esmalte mamifero desarrollada por
Koeningswald (25) en el nivel tipos de esmalte, demostraron que el esmalte radial
puede ocupar todo el espesor del esmalte o combinarse con esmalte con bandas o

esmalte irregular (Figura 3). En esta clasificacion, el esmalte aprismatico no



Capitulo I. Marco teodrico

constituye un tipo de esmalte pues se encuentra en una escala inferior (nivel

prismas).

det |spot| wva de — 500 ym —

m|ETD| 6.0 High

Figura 3. Micrografia del esmalte radial ocupando el espesor externo y esmalte con
bandas de Hunter Schreger .MEB x 200. Fuente propia

El esmalte con bandas de Hunter Schreger (BHS) se localiza en el tercio interno
del espesor del esmalte, mientras que el radial se encuentra en la zona préxima a la
superficie. En la porcion interna correspondiente a las cuspides en molares y

premolares, se encuentra frecuentemente el esmalte irregular (nudoso).

El concepto tipos de esmalte hace referencia, no a meras formas estructurales
sino, a disefos especificos capaces de cumplir con funciones especificas (27). En
estudios realizados, evaluamos en piezas dentarias humanas, la capacidad de los tipos
de esmalte, para resistir el desgaste superficial, mediante el registro de la
microdureza. Comprobamos que el esmalte BHS presentdé menor dureza Vickers que
el radial, tanto en dientes deciduos como en permanentes. Los valores medios
obtenidos en dientes temporarios fueron en el esmalte BHS: 276,5 + 34,7 HV y en el
radial: 360,9 £ 53 HV, mientras que en permanentes resultdo en el esmalte BHS:

301,4 + 28,2 HV y en el radial: 344,2 £ 37,5 HV (28, 29).
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El esmalte dental es el tejido mas expuesto a fuerzas oclusales altas, por el
extenso procesamiento de la comida en la cavidad bucal y la relacion de contacto
entre las piezas antagonistas, por lo que debe resistir desgastes y fracturas. Por tanto,
se necesita de la combinacion de los distintos tipos de esmalte para cubrir los
requerimientos biomecanicos. El entrecruzamiento de prismas (esmalte BHS) provee
un mecanismo de detencion de fracturas y potencia la resistencia a las fuerzas
tensionales, mientras que la disposicion paralela de prismas le confiere al tejido

resistencia a la abrasion (23).

2. Aspectos biomecanicos del esmalte dental

El contenido mineral del esmalte puede ser evaluado cuantitativamente por
distintos métodos que comprenden medidas directas de ganancia/ pérdida de
minerales (por ejemplo micro- radiografia) hasta medidas indirectas (como la
permeabilidad al yodo, la porosidad, la dispersion de la luz y la microdureza

superficial) (30).

La microdureza constituye un método simple, rapido y menos destructivo,
disponible para evaluar variaciones de las propiedades mecanicas de los tejidos (30-
32). El mayor contenido de mineral de un tejido determina valores de microdureza
mas elevados. Este método, también se utiliza para determinar el efecto de la
desmineralizacion y re-mineralizacion sobre los tejidos dentarios. Arends (33)
compar6 distintas técnicas para evaluar desmineralizacion y re-mineralizacion del
esmalte y la dentina y concluy6é que los test de microdureza constituyen una técnica
indirecta practica para determinar cuantitativamente la pérdida o ganancia de

mineral.

En el esmalte sano la microdureza decrece desde la superficie externa hacia el
limite amelodentinario (21). Braly ef al. (34) demostraron que la dureza y el médulo
de Young del esmalte de molares humanos registrados con nanoindentacion,
disminuyen mas del 50% desde la superficie oclusal hacia la uniéon amelo-dentinaria
en muestras de seccion transversal. Consideran que posibles fuentes de estas

variaciones son cambios en la composicion quimica local, la microestructura y la



Capitulo I. Marco teodrico

orientacion de los prismas. Sin embargo, sefialaron que el impacto de la orientacion
del prisma en las propiedades mecanicas, medidas en escala de nanoindentacion,

parece ser minimo (34).

Estudios de dureza con nanoindentacion realizados por Habeliz et al. (35)
revelaron que los valores del mdédulo de Young y la dureza varian segun la direccion
paralela o perpendicular de las varillas del esmalte respecto al plano de medicion.
Los valores encontrados para el modulo de Young fueron 87,5 GPa y 72,2 GPa y
para la dureza, 3,9 GPa y 3,3 GPa en la direccion paralela y perpendicular
respectivamente. La anisotropia observada en el esmalte tiene implicancia en el
comportamiento biomecanico (23) y estd relacionada con el alineamiento de los
cristales de apatita dentro de una varilla (prisma). En la zona de la cabeza del prisma,
los cristales se ordenan en forma fibrilar, mientras que en la cola y en la sustancia
intervarillar cambian de orientacion produciendo una disminucion de los valores en

el modulo de Young y la dureza (35).

3. Composicion quimica del esmalte

En estado maduro, el contenido mineral del esmalte (expresado en porcentaje de
peso liquido) comprende el 95- 96%, mientras que el 1,5- 4% corresponde a la matriz
organica (proteina no colagena) y el 1- 2,5 % al agua (adsorbida en la superficie del

cristal) (21, 36).

El contenido mineral le confiere propiedades mecéanicas para concentrar y resistir
fuerzas de stress, pero también lo hace vulnerable a los procesos de
desmineralizacion cuando desciende el pH del medio bucal, fundamentalmente de la

saliva y la placa (21, 37, 38).

La matriz inorgénica del esmalte estd constituida por sales de calcio, de las cuales
la mas abundante es el fosfato deca-calcico hidratado, semejante a las apatitas
naturales denominado hidroxiapatita Ca;o(PO4)sOH; (39). Existen también otras sales
de calcio como carbonatos y sulfatos y oligoelementos (sodio, magnesio, hierro, cinc,

flaor, potasio, cobre, cloro, etc.) (38). Segun Kunin et al. (40) la parte inorgénica del
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esmalte consiste en 75% de hidroxiapatita, 19% de apatita carbonatada, 4,4% de
clorapatita, 0,66% de fluorapatita y 2% de formas no-apatita. La composicion ideal
de hidroxiapatita corresponde una relacion Ca/P 1,67. Sin embargo, el Ca puede estar
sustituido por otros elementos tales como Ba, Cr, Mg, reduciendo la relacion Ca/P a
1,33. En estas condiciones, las propiedades de la apatita varian y la resistencia del

esmalte a un entorno adverso también (40).

Mariel Cérdenas et al. (41) realizaron estudios al microscopio electronico de
barrido (MEB) con analizador de energia dispersiva espectral de rayos X que
permitieron identificar cuali y cuantitativamente la distribucion de elementos
quimicos en la superficie analizada. El oxigeno se identificd en mayor proporcion
(39,96%) con distribucion homogénea desde la superficie hasta la union
amelodentinaria, le siguen el calcio (26,16%) y el carbono (19,27%) en la zona
superficial, luego el fosforo (12,38%) localizado en la zona intermedia y en menor
proporcién aparecen el sodio, tungsteno y magnesio en la uniéon amelodentinaria y el

cloro en la superficie externa (41).

De Menezes et al. (42) compararon la microestructura y la composiciéon mineral
del esmalte de dientes deciduos y permanentes, mostrando que el valor medio del
espesor del esmalte fue de 1,14 mm para deciduos y 2,58 mm para permanentes; el
didmetro medio de la cabeza del prisma de los dientes temporarios fue
estadisticamente similar al de los dientes permanentes; la densidad numérica de
prismas de esmalte fue mayor en los dientes de leche, principalmente cerca de la
unién amelodentinaria. El porcentaje de calcio (Ca) y fosforo (P) fue mayor en el

esmalte de los dientes permanentes.

La matriz orgadnica del esmalte estd formada por un conjunto de proteinas de
naturaleza no colagena. Entre ellas se mencionan amelogeninas, enamelinas,
ameloblastinas, tuftelina, proteinas séricas, enzimas sulfatos de coindroitina y lipidos
(21). Las enamelinas son proteinas de tipo estructural presentes en mayor proporcion
en el esmalte maduro (1,5%).El agua se encuentra unida al cristal de hidroxiapatita y

si bien es muy abundante al inicio del desarrollo va disminuyendo con la edad.
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Baldassarri et al. (43), sostienen que el esmalte comprende principalmente apatita
carbonatada con menos del 1% de materia organica y 4-5% en peso de agua y que
cuando se remueve la matriz organica, la microdureza se incrementa un 26% y
disminuye un 46% la tenacidad. En cambio, cuando el agua es removida, el efecto

sobre estas propiedades es significativamente menor.

La composicion quimica del esmalte estd relacionada con la solubilidad del
componente mineral. Besic et al. (44) encontraron que las concentraciones de
carbono, hidrégeno, oxigeno y boro fueron mayores en las muestras de esmalte mas
susceptibles a la disolucion por acidos. En cambio, el calcio, fosforo, vanadio y zinc

tuvieron mayor concentracion en las muestras acido resistente.

11
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II. LESIONES DEL ESMALTE DENTAL

1. Procesos dinamicos de desmineralizacion y remineralizacion

Los prismas del esmalte son, en definitiva, un denso y ordenado empaquetamiento

de cristales, rodeados de una red de material proteico.

El cristal de hidroxiapatita es, principalmente, hidroxiapatita sustituida descripta

como hidroxiapatita carbonatada deficiente en calcio, cuya férmula es (45):
Calo_x Nax (PO4)6_y (CO3)Z (OH)z_u Fu.

La deficiencia de calcio esta indicada en la férmula por “10-x” en el Ca. Algunos
iones calcio son reemplazados por otros iones metalicos como sodio, magnesio y
potasio. Los iones oxhidrilo pueden ser sustituidos por iones fluor. Sin embargo, la
mayor sustitucion es del carbonato reemplazando algunos grupos fosfato, pero no en
una relacion de estequiometria. Por eso se ha designado con “6-)” al fosfato y “z” al
carbonato (45). Estos iones producen disturbios en la estructura cristalina de la
hidroxiapatita modificando su estabilidad quimica. Mayormente el cristal se torna

mas soluble (46). Los cristales de hidroxiapatita, resultan vulnerables a las

variaciones de pH del fluido que lo rodea.

El cristal del esmalte dental presenta una estructura hexagonal aplanada de 40 nm
de ancho, 25 nm de espesor y 160 nm de longitud (47). Sin embargo, otros autores
sostienen que su tamafo es mayor, alcanzando una longitud de 0,05 a 1 pm (21). En
corte transversal tienen un espesor de 30 nm y un ancho promedio de 90 nm (38). Si
bien el prisma del esmalte consiste en un empaquetamiento de cristales, cada cristal
estd separado de su vecino por un delgado espacio intercristalino ocupado por agua y
material organico (proteinas y lipidos). Estos finos espacios forman una via de
difusion que frecuentemente se denomina micro poros o poros del esmalte (48).
Estos poros, extremadamente pequefios, ocupados por agua, representan el 0,5% del
volumen total (Figura 4). La porosidad es levemente mayor en la region intervarillar

debido al abrupto cambio en la orientacion de los cristales (49).

12
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La presencia de este material organico modifica el proceso de difusion hacia y
desde el esmalte a la vez que modifica la reaccion de la fase mineral. Por lo tanto, el
esmalte dental es considerado un compuesto sélido microporoso con apretado

empaquetamiento de cristales (48).

Sana 4 25,0k 185 100ym

Figura 4. Micrografia del esmalte sano. Se observan periquematies y pequefios poros
aislados. MEB x 85. Fuente propia

Es un fenébmeno natural que el diente se desmineralice debido a la pérdida de
iones calcio y fosfato. La saliva se encarga de mantener el balance mineral y el pH
oral previniendo la destruccion del esmalte. Sin embargo, la capacidad protectora de
la saliva puede agotarse y ocurrir un desbalance en favor de la desmineralizacion.
Los fenémenos de desmineralizacion del esmalte por la accion de acidos producen
un deterioro del tejido que se expresa como lesiones de erosiéon o de caries. La
erosion dental es exclusivamente un fendmeno de superficie, mientras que las caries

son lesiones que implican modificaciones superficiales y subsuperficiales (50).

Los acidos provenientes de la dieta o producidos por el metabolismo bacteriano de
la placa dental, pueden difundir hacia el esmalte disolviendo su fase cristalina. En
condiciones normales del medio bucal, el pH de la saliva se encuentra entre 6,2 y 6,8
(51). Cuando el pH de la placa dental (biofilm) y de la saliva desciende a valores

criticos (pH 5,5-5,2), comienza la disolucion del cristal. La pérdida de iones hacia el

13
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medio bucal se denomina desmineralizacion. Si se revierte el proceso y los iones
vuelven al diente reestructurando los cristales danados ocurre un fendmeno de
remineralizacion. Estos procesos son dindmicos, pues la capacidad buffer o de

tampon de las sales salivales actiian estabilizando los cristales de hidroxiapatita (51).

Cuando el acido difunde al interior del tejido por los poros entre los cristales, se
produce una pérdida parcial de mineral a la vez que aumenta la porosidad y
disminuyen las propiedades mecanicas de la capa superficial del esmalte. Se origina
una capa de “esmalte ablandado” (46). No obstante, el tamafio de los poros es muy

pequeiio por lo que los cambios involucran unos pocos micrones de espesor.

El esmalte en presencia de acido se degrada segun la siguiente ecuacion (27, 45):
Calo(PO4)6(OH)2 + (2+3X+2y+Z)H+ —_— 10C32+ + XH3P04 + sz PO4_ + ZHPO4 = + 2H20

(xtytz=06)

La hidroxiapatita se compone de fosfatos terciarios que tienen una gran afinidad
por el calcio (52). En condiciones de neutralidad (pH 7) las formas idnicas
principales son los fosfatos primarios (H,PO4) y secundarios (HPO,) y muy
escasamente el terciario (PO4>). Sin embargo, en condiciones acidez, casi todos los
fosfatos se encuentran en la forma de acido fosforico debido a la alta concentracion
de protones (52). La concentracion de H' regula el tenor de fosfato en la interface
esmalte- saliva pues el fosfato actia aceptando H' y su concentracion sera mas baja
cuanto menor sea el pH (37). Como la concentracion de PO4” en la solucion es casi

nula, la solucion se vuelve insaturada y la hidroxiapatita se disuelve.

Si el pH bajo se acentiia y se mantiene en el tiempo (2 horas o mas), se agota la
capacidad amortiguadora de la saliva y los fendmenos de desmineralizacion
prevalecen, iniciando una lesion superficial en el esmalte (47). La progresion de esta
lesion produce alteraciones microestructurales hasta la aparicion de la manifestacion
clinica. Si este fendbmeno es producido por la accion de agentes quimicos y no

involucra la presencia de bacterias, se denomina erosion dental (53).

14
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La pérdida de mineral por ataque acido afecta el centro del prisma produciendo un

patrén en forma de “panal de abeja” (Figura 5).

HV mag WD det |spot| vac mode — 50 pm
12.50 kV|1 500 x| 12.8 mm|LFD| 5.0 | Low vacuum

Figura 5. Micrografia del esmalte desmineralizado. Se observan poros amplios. MEB
x 1500. Fuente propia.

Tyler (54) estudio los patrones de desmineralizacion producidos por la exposicion
del esmalte a la accién de acidos organicos (férmico, acético, lactico) durante 10
minutos, con y sin agitacion, comprobando que en condiciones estaticas se observaba
un patrén en forma de “panal de abejas”, con mayor profundidad de disolucién en el
centro del prisma, mientras que la agitacion vigorosa del acido provocaba la
disolucion preferencial de las regiones periféricas del prisma (aquellas asociadas a la

“cabeza’) dejando el niicleo menos afectado.

La forma de “panal de abejas” coincide con el patron tipo I de grabado acido del
esmalte utilizado en técnicas de adhesion de materiales odontoldgicos. En cambio, en
si el acido desmineraliza los cristales de HA del cuello o cola del prisma y aparece
erosionada la periferia de la varilla permaneciendo insoluble el centro, el patron de

grabado corresponde al tipo II (11, 21).

El ataque 4cido también puede afectar el prisma sin evidenciar un patréon definido

(denominado patron tipo IIT) (Figura 6), afectando tanto la periferia, como el centro o
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no estar relacionado con la morfologia del prisma (55). Estas variaciones en la

estructura pueden aparecer en distintas areas de la superficie de un mismo diente.
G . L R T e T / Vo3

caca 3 250KV x1000 10um ———

Figura 6. Micrografia del esmalte desmineralizado. Patron irregular de
desmineralizaciéon. MEB x 1000. Fuente propia.

El acido fosforico es un acido inorganico de aplicacion odontolégica utilizado en
la técnica de adhesion de materiales de restauracion estética a los tejidos duros
dentarios. La concentracion usual es del 35 al 38% y el tiempo de contacto
recomendado es de 15-30 segundos. Zafar et al. (56) describieron las variaciones de
las propiedades mecanicas (rugosidad, dureza y médulo de elasticidad) de los tejidos
dentarios con diferentes tiempos de accion (15-30-60-90-120 segundos) del acido
fosforico al 37%. Establecieron que la rugosidad superficial (distancia entre picos y
depresiones) se incrementa con el aumento del tiempo de exposicion, mientras que la
dureza y el mddulo de elasticidad disminuyen con la perdida superficial de mineral.
Arnold et al. (57) reportaron que la rugosidad superficial del esmalte tratado
repetidas veces con acido clorhidrico al 15% no presenté diferencia con el esmalte no

tratado.

Segun Lynch et al. (58) los tipos de esmalte tienen implicancia en los mecanismos
de disolucion ante la accion de acidos tal como el fosforico (H;PO4) que actiia
disolviendo el prisma selectivamente y creando oquedades de distinta profundidad
(pits). El grado en que los prismas son disueltos depende del angulo en que es
interceptado en la superficie que se estd tratando. El esmalte con bandas de Hunter-

Schreger contiene muchos prismas que cambian rdpidamente de direccion
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comparandolo con las zonas de esmalte radial donde los prismas son relativamente
paralelos por lo que se creard una superficie grabada con numerosas orificios de

diferente profundidad y orientacion (58).

2. Lesiones de erosion y caries.

La lesion de desmineralizacion del esmalte puede ser la manifestacion de dos

fendmenos: erosion o caries.

La caries es el resultado de procesos de desmineralizacion cronicos, prolongados,
por la accidon de acidos organicos producidos por bacterias acidogenas de la placa
dental durante la fermentacion de carbohidratos provenientes de la dieta. Fejerskov
(48) define la caries como una enfermedad que resulta en la pérdida de mineral de la
estructura dentaria desde el nivel ultra estructural o nano escala hasta la completa
destruccion del tejido debido a fluctuaciones en los valores de pH en la interface

cristales y fluido circundante, provocados por el metabolismo del biofilm.

La erosion dental consiste en la pérdida superficial de los tejidos duros del diente
por accion de agentes quimicos desmineralizantes (4cidos o quelantes) que no
involucra la presencia de bacterias (53). Para que se produzca, la accion quimica

debe ser prolongada y reiterada en el tiempo.

Las lesiones de erosion y caries presentan caracteristicas diferenciales que se

expresan en el Cuadro 1 (59).

Cuadro 1. Diferencias estructurales entre lesiones de erosion y caries
Erosion Caries

La pérdida de esmalte ocurre capa por capa S .
En la lesion inicial no cavitada se presenta

La desmineralizacion de la superficie .
P una zona intacta de esmalte afectado (20-50

externa es completa. . . .,
P um) localizado por encima de la lesion

Por debajo del esmalte desmineralizado no .
subsuperficial.
se observa pérdida subsuperficial de

minerales.
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Es importante distinguir la erosion dental de la caries dental. Aunque el resultado
final es similar, Moss (60) sostiene que estas dos patologias rara vez se producen
simultaneamente en el mismo sitio. Ademas, en los casos de verdadera erosion, el
esmalte de los dientes se desmineraliza por el contacto directo con 4cidos, mientras
que la caries es una enfermedad causada por la accion de los acidos producidos por
los microorganismos del biofilm de placa. Moss destaca que la erosion es
principalmente un fenomeno de superficie, mientras que la caries generalmente
comienza como una desmineralizacion sub-superficial de la estructura de esmalte

que finalmente conduce a un foso en la superficie del diente (60).

Lussi (45) define la erosion como la disoluciéon del diente en ausencia de placa,
por la accidon de 4cidos o quelantes extrinsecos o intrinsecos producida cuando la fase
acuosa circundante es subsaturada con respecto a la fase mineral del diente. La
erosion resulta en un cambio de las propiedades fisicas de la superficie remanente tal
como la reducciéon de la microdureza. La erosion produce desgaste de la superficie
dentaria y ain es motivo de debate si es una enfermedad oral o una condicién
fisiologica (45). Uno de los problemas clinicos es el diagnostico diferencial del
desgaste dental producido por la erosion dental (disolucion quimica del mineral del
diente) y el producido por otros factores como la atricion (por el contacto con el
diente antagonista), la abrasion (por efecto mecanico) y la abfraccion/adfraccion (por
fuerzas compresivas de flexion). Ganss (61) describe las superficies dentarias
erosionadas en su estadio inicial con aspecto brilloso o vidrioso y a medida que la
pérdida mineral aumenta, desaparece el contorno general de la superficie, aparecen
concavidades en forma de copa en las caras oclusales y las restauraciones se ven

sobresalidas por el nivel del diente adyacente.

Entre los factores etioldgicos relacionados con la erosion del esmalte, se
mencionan acidos exoégenos de procedencia ocupacional (exposicion al &acido
sulfurico o clorhidrico), nadadores por la cloracion del agua de las piletas,
medicamentos (vitamina C, acido acetilsalicilico, etc.), factores dietéticos como el
consumo de bebidas erosivas. Imfeld (62) menciona la importancia del poder erosivo
de las bebidas gaseosas debido a un pH dacido por la concentracion de acidos que

contienen.
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Shellis (49) considera dos factores estructurales de los tejidos importantes para el
desarrollo de la erosion, uno es la presencia de poros y otro el tamafio y forma de los
cristales minerales. La porosidad del tejido dental determina el contenido de agua en
su interior y por lo tanto, influencia la capacidad de difusion de las sustancias
solubles. La morfologia del cristal involucra la superficie de ataque del acido, que

sera mayor cuanto menor sea el tamafio del cristal.

Los 4cidos actiian sobre el cristal de hidroxiapatita produciendo su disolucion y
liberando iones calcio y fosfato. Si en la hidroxiapatita se sustituyen iones fosforo
por carbono se forman carbonatos de calcio que son mas susceptibles a la disolucion.
Sabel ef al.(63) demostraron que la profundidad de la lesion de desmineralizacion del
esmalte esta relacionada con la composicion quimica (el contenido de carbono en el
esmalte sano fue mayor donde se desarrollaron lesiones mas profundas), ademas la
lesiéon era mas profunda cuando el grado de porosidad del esmalte era mayor.
Eisenburger (64) determin6 que la erosion del esmalte por accion del acido citrico al
0,3% durante 2 h, causaba una pérdida de sustancia de 16 um y generaba una capa
adicional reblandecida de 2,4 um cuyo contenido de calcio y fosforo fue del 62% y

64% respectivamente en comparacion con el contenido mineral original.

Otras formas de pérdida de sustancia del diente son la atricion y la abrasion. En la
atricion el desgaste dental es producido por el contacto con el antagonista, mientras
que en la abrasion ocurre por la accion de elementos extrafios o sustancia abrasivas
(cepillado, pastas dentales) (65). Estas formas de desgaste progresan mas rapido en
presencia de erosion. Bartlett ef al. (66) informaron una asociacion estadisticamente
significativa entre el desgaste dental y las comidas y bebidas acidas consumidas por
adultos entre 18 y 30 afios. El proceso de desgaste dental por erosion presenta dos
estadios. El primero es la erosion, donde los acidos desmineralizan y ablandan la
superficie del diente. En el segundo estadio, el tejido debilitado se desgasta por la

accion de fuerzas de friccion intraorales (46).
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3. Bebidas de consumo y erosion

Algunos estudios demuestran una asociacién entre la acidez de las bebidas
consumidas (por ejemplo jugos de fruta, gaseosas, bebidas deportivas) y la erosion

dental (67-69).

Segun diversos estudios, el consumo de bebidas sin alcohol contribuye a la
aparicion de lesiones superficiales de desmineralizacion del esmalte dental. Wang et
al. (70) demostraron que la mayoria de los refrescos (bebidas sin alcohol) tienen una
naturaleza acida, siendo el valor de pH por debajo del pH critico de la HA, sobre
todo en aquellas con agregado de acido citrico y acido ascérbico. Algunas bebidas
contienen acido fosforico y otras acido citrico con un pH por debajo del pH critico de
la hidroxiapatita (71). Las gaseosas y jugos de consumo popular tienen un pH menor

a 4 y producen desmineralizacion del esmalte (72).

Existe evidencia que los productos alimenticios y las bebidas juegan un rol
importante en el desarrollo de la erosion. Sin embargo, Lussi (73) considera que el
pH de la dieta solo no es suficiente para predecir su potencial para causar erosion,
habiendo otros factores que modifican el proceso. Esos factores, citados por Lussi et
al. (73) y Zero y Lussi (74) son quimicos (valores de pKa, propiedades adhesivas y
quelantes, contenido de calcio, fosfato y fliior), conductuales (habitos en las comidas
y bebidas, estilo de vida, excesiva ingesta de acidos) y bioldgicos (cantidad de flujo
salival, capacidad buffer, composicion, formacion de la pelicula, composicion del

diente y la anatomia de los tejidos blandos).

Elhen et al. (75) midieron la acidez de distintas bebidas de consumo en Estados
Unidos (jugo de manzana, gaseosa cola regular y dietética bebida deportivas y
energéticas) y concluyeron que el pH mas bajo correspondia la gaseosa regular
Coke® pH 2,65 y el mas alto al jugo de manzana (pH 3,46). Ademas, en ese estudio,
se determind que la exposicion, durante 25 horas, a la bebida deportiva producia una
lesion de erosion en el esmalte de mayor profundidad (131 pum) seguida por la
energética (100 um), la gaseosa regular (Coke ® 92 um), la dietética (Diet Coke® 61
um) y por ultimo el jugo de manzana (57 pum) (75).
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Murrell et al. (76) compararon en distintas bebidas, entre ellas la Coca Cola
(Coke®), comercializadas en los Estados Unidos (USA) y en el Reino Unido (UK),
la acidez y el grado de lesion que ocasionaban en el esmalte, encontrando, en esa

bebida cola, similar pH y profundidad en la lesion de erosion producida.

Paes Torres et al. (77) evaluaron la influencia de una bebida cola y un jugo de
soja en las lesiones superficiales y sub-superficiales de erosion del esmalte en
funcién del tiempo, demostrando que existe una progresiva destruccion de la
ultraestructura del esmalte con el incremento del tiempo de exposicion en la bebida
cola, a la vez que la microdureza disminuyé con ambas bebidas hasta una
profundidad de 30 pum, habiendo un incremento gradual hacia una distancia de 150

um desde la superficie expuesta.

Otras bebidas sin alcohol (Sprite®, Cappy®, Ayran®) incluyendo la Coca Cola®,
fueron estudiadas por Sener ef al. (78) en relaciéon a su potencial erosivo, pH y
composicién quimica, determinando en la Coca Cola® un valor de pH 2,4 y una
concentracion de fosforo de 592 ppm y de sodio de 280 ppm, no encontrandose
calcio en su composicion. Ademas registraron una profundidad de erosién con esta
bebida de 2,8 um a los 15 minutos de exposicion y de 24,6 um después de 180
minutos, siendo la mayor profundidad de erosién producida en comparacion a las
otras bebidas (78). Chuenarrom et al. (79) comprobaron que la erosiéon producida por
la bebida Coke® en 180 minutos de exposicion fue de 8,29 um mientras que con el

jugo de naranja fue de 1,1 um para el mismo tiempo.

Attin et al. (80) obtienen datos de dureza Vickers correlacionados con la pérdida
de esmalte debido a la erosion y al cepillado posterior. Devlin et al. (81) concluyeron
que la aplicacioén de bebidas aciduladas reduce la dureza superficial del esmalte en

relacion al valor inicial a medida que aumenta el tiempo de exposicion a la bebida.

Matos Gongalves et al. (82) utilizaron microdureza Knoop y rugosidad superficial
para evaluar el potencial erosivo de jugos de uva comerciales y concluyeron que

todos producian pérdida mineral del esmalte y aumento en la rugosidad. Cochrane et
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al. (83) midieron el potencial erosivo de diferentes bebidas mediante las variaciones
de la dureza Knoop y concluyeron que la mayoria de las bebidas producia una
disminuciéon de la dureza de aproximadamente un 30% al 50% después de 30

minutos de exposicion.

Lussi et al. (84) demostraron que los dientes primarios no son mas susceptibles a

la erosion que los permanentes.

Larsen y Nyvad (85) examinaron varias bebidas y jugos disponibles en
supermercados daneses, en relacion al efecto buffer, al contenido de calcio, fosfato y
fltior y lo compar6 con su habilidad para disolver el esmalte dental. Sus resultados
indican que la disolucion del esmalte aumenta logaritmicamente inversamente con el
pH de la bebida y en paralelo con la solubilidad de la apatita. Zimmer et al. (86),
mediante una balanza de precision, midieron la masa inicial y final del esmalte y la
dentina expuestos a diferentes bebidas sin alcohol, resultando las bebidas dietéticas,

menos erosivas.

La cantidad y tipo de 4cido de las bebidas de consumo, el pH y la concentracion
de fosfato, calcio y fluoruros actian modificando el desarrollo de las lesiones de
erosion. Se realizd un estudio (87) para determinar la concentracién de fosfatos,
fluoruros, el pH, la capacidad buffer de distintas bebidas comerciales disponibles en
Brasil (Coca Cola® regular y light, Sprite® light, Pepsi Twist® y Guarana Kuat®) y
se determind que Coca Cola® presentaba la mayor concentracion de fosfato (16,781
mmol/L), la menor capacidad buffer (0,100 ml NaOH) y el pH mas bajo (pH 2,9)
mientras que Sprite® y Guarana Kuat® las menores concentraciones de fosfatos
(0,225 y 0,086 mmol/L respectivamente); la concentracion de fluoruros fue mayor en

Sprite® (0,561 mg/L).
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III. REMINERALIZACION DEL ESMALTE

Para compensar la pérdida de iones producida por erosion (o caries), el proceso de
remineralizacion permite la precipitacion de calcio, fosfato y otros elementos
tendientes recuperar la superficie danada (88). Las lesiones iniciales de la superficie
del esmalte sin cavitaciéon pueden remineralizarse (sanar) a partir de las sales de la
saliva o mediante la aplicacion de remineralizantes locales para promover la
restitucion cristalina. Sin embargo, una vez que la superficie se ha roto y se produjo

la cavidad, estd indicada la terapia de restauracion dental (50).

Distintos agentes naturales (saliva) y artificiales intervienen en la precipitacion de
calcio, fosfato y otros elementos tendientes a recuperar la superficie dafiada. Los
iones pueden proceder de la disolucion del tejido mineralizado, de una fuente externa
0 una combinacidon de ambos. El deposito inicial de los minerales ocurre cerca o en
la capa externa de la lesion. Simeone Giordano (88) sostiene que el compuesto
mineral que se deposita inicialmente es una forma soluble y al transcurrir el tiempo
los minerales son transferidos dentro de la lesion y eventualmente depositados en

forma de compuestos insolubles, en la parte mas profunda del cuerpo de la lesion.

Ademads, otros agentes quimicos pueden depositarse sobre la superficie
adamantina para evitar la disolucion y/o promover la remineralizacion. Entre ellos se
mencionaron el fluor que atin sigue siendo muy utilizado (1), los compuestos a base
de calcio, incorporados en los ultimos afnos(2), la hidroxiapatita sintética (3) y los

derivados vegetales, todavia en estudio (9).

1. Efecto de la saliva sobre el esmalte desmineralizado

Entre las multiples funciones que presenta la saliva natural (protectora, lubricante,
mecanica, antibacteriana) la capacidad amortiguadora o buffer interviene en la
proteccion del esmalte dental frente a la accidon de acidos del medio bucal (89). El
principal amortiguador de la saliva es el bicarbonato, cuya concentracion variard de
acuerdo al flujo salival; el fosfato y las proteinas también actGan como

amortiguadores salivales (89). Loyo Molina et al. (90) comprobaron que tanto el
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numero de superficies cariadas como el numero de lesiones iniciales de caries, son
independientes y no guardan relacion con la cantidad de flujo salival estimulado o no
estimulado, asi como con la capacidad amortiguadora de la saliva, posiblemente

debido al origen multifactorial de la caries.

Ionta et al. (91) evaluaron el efecto de distintas formulaciones de saliva artificial
sobre la remineralizacion de lesiones iniciales de erosion (sin pérdida de sustancia)
del esmalte dental y concluyeron que todas las férmulas fueron capaces de
remineralizar parcialmente las lesiones iniciales de erosion dental. Karlinsey et al.
(92) por medio de la técnica de microscopia electronica de barrido (MEB)
compararon el efecto de soluciones de saliva simulada con distinta relaciéon Ca/P
sobre el esmalte erosionado con acido citrico al 0,3% y al 1%. Observaron que la
menor concentracion de &cido citrico creaba poros de forma eliptica, con una zona
desmineralizada mas amplia y profunda y que el tratamiento con saliva simulada rica
en fosforo (Ca/P 0,3) promovia la formacion de capas mineralizadas sin poros,

mientras que la saliva rica en calcio (Ca/P 1,6) produjo una mineralizacion porosa.

Meyer-Lueckel et al. (93) describieron el efecto de varias concentraciones de
calcio y fosfato, en soluciones sustitutas de saliva basadas en linaza, sobre la pérdida
mineral del esmalte pre-desmineralizado, observando que la re-mineralizacién fue
obstaculizada por la presencia de polimeros de la linaza. El efecto inhibitorio de los
polimeros también fue demostrado para la carboxymetilcelulosa por su capacidad de
formar complejos con el calcio y/o fosfato, reduciendo la disponibilidad de estos
elementos para la re-mineralizacion de la lesion y aumentando la viscosidad de la
saliva artificial disminuyendo, de ese modo la velocidad de difusion dentro de la

solucion (93).

Devlin et al. (81) utilizaron un producto comercial de saliva artificial (Salivart®)
para remineralizar esmalte expuesto a la Coca Cola®, observando que la dureza del

esmalte, aumentaba parcialmente un 18% en relacion al esmalte desmineralizado.

Eisenburger et al. (94) demostraron el endurecimiento producido por la accion de
saliva artificial (en distintos tiempos), del esmalte reblandecido después de la erosion

con acido citrico (al 0,3% durante 2h), determinando que el proceso de
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remineralizacion fue completo (con relacion a la estabilizacion mecénica frente al
ultrasonido) después de 6 h de inmersion en saliva aunque considera que la

remineralizacion no restaura la estructura superficial igual al esmalte sano.

2. Efecto de compuestos sintéticos sobre el esmalte desmineralizado

La caseina es una proteina de la leche animal que estabiliza el calcio y fosfato,
preservandolos en una forma soluble que es el fosfato de calcio amorfo (95).
Recientemente se ha estudiado el efecto remineralizante del casein- fosfopéptido
junto con el fosfato amorfo de calcio (CPP-ACP) (96, 97). Mettu et al. (98) midieron
la recuperacion de la dureza en lesiones de caries de esmalte con la aplicacion de
CPP-ACP in vitro y observaron que después de 1 h la dureza se incrementaba,
adquiria un pico a las 6 h y se mantenia en los limites normales a las 12 h. Hedge y
Moany (99) evaluaron cuantitativamente el potencial de re-mineralizacion del CCP-
ACP sobre lesiones de esmalte sub superficiales y concluyeron que este potencial se

incrementa a medida que aumentaba el tiempo de exposicion al compuesto.

El CPP-ACP se puede incorporar en pastas dentales, colutorios, dulces (goma de

mascar) y bebidas sin efectos adversos organolépticos (96, 100, 101).

Sin embargo, Zhao et al. (102) citando una revision realizada en el afio 2008
sobre la eficacia clinica de los derivados de la caseina, concluyeron que no habia
suficientes pruebas clinicas existentes (en cantidad, calidad o ambas) para hacer una
recomendacion en cuanto a la efectividad a largo plazo de los derivados de la
caseina, especificamente CPP-ACP, en la prevencion de caries en vivo y el

tratamiento de la hipersensibilidad dentinaria o sequedad en la boca.

El efecto del flaor ha sido ampliamente estudiado para inducir la reparacion de

lesiones del esmalte, en distintas presentaciones y combinaciones (103-108).

Mas recientemente se ha informado sobre el efecto en la remineralizacién del

esmalte de la nanohidroxiapatita sintética (3, 109, 110).
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3. Efecto de derivados vegetales sobre el esmalte desmineralizado

La teobromina es un alcaloide de la familia de la teofilina y la cafeina que se
encuentra principalmente en las semillas de la planta de cacao (111). Los efectos de
la teobromina sobre la dureza y la topografia del esmalte humano fueron descriptos
por Kargul et al. (112). Amaechi et al. (113) sefalan que la saliva artificial con
teobromina puede mejorar el potencial de remineralizacion de un medio formador de

apatita.

Otro derivado es el extracto de semillas de uva. Esta semilla es una rica fuente de
proantocianidinas que actian fortaleciendo los tejidos a base de coldgeno mediante el
aumento de enlaces cruzados de colageno (114). El efecto del extracto de semilla de
uva en la remineralizacion de caries artificiales fue investigado por Mirkarimi et al.
(13) resultando en el depdsito de grumos amorfos sobre el esmalte desmineralizado y

un incremento de la microdureza.

Rhus chinensis es una planta que durante mucho tiempo ha sido utilizada por los
profesionales de la medicina popular en Asia. Las hojas, raices, tallo, corteza, frutos
y particularmente las agallas en las hojas (Galla chinensis) se reconoce que tienen
efectos preventivos y terapéuticos sobre las diferentes enfermedades y pueden inhibir
la desmineralizacién del esmalte (in vitro) y mejorar la re-mineralizacién con
fluoruros (115). Cheng et al. (116) sostienen que el mecanismo de accion del
extracto de Galla chinensis es diferente al del fluor, pues actuaria retardando la
remineralizacion del esmalte en las capas superficiales facilitando el trasporte de

iones hacia el cuerpo de las lesiones de esmalte avanzadas.

La hesperidina es un flavonoide extraido de los citricos (cdscara de naranjas).
Islam et al. (117) demostraron que la hesperidina tiene la habilidad para preservar y
estabilizar el colageno dentinario (de la dentina radicular) e inducir la

remineralizacion.
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4. Propiedades de la semilla de sésamo

La semilla de sésamo o ajonjoli es extraida del Sesamum Indicum, planta que se
cultiva en India, Africa, China, Sudan (Figura 7). Es valorada por sus componentes
nutricionales que proveen numerosos efectos beneficiosos sobre la salud. Entre los
componentes bioactivos presentes en la semilla se incluyen minerales, vitaminas,
fitoesteroles, acidos grasos poliinsaturados, tocoferoles y una clase tinica de lignanos

como la sesamina y la sesamolina (16).

Los lignanos, pese a la diversidad de estructuras que presentan, poseen la
caracteristica comun de estar formados por dos unidades de fenilpropano (C¢Cs)

enlazadas por el atomo central de sus cadenas laterales (posiciones 8-8) (Figura 8).

Elleuch et al. (118) informaron la composicion quimica de la semilla de sésamo
(procedente de Sudan) en la cual, el contenido (del total de materia seca) de aceites
fue del 52,24%; proteinas 25,77%; calcio 1,03%; fésforo 516 mg/100g; potasio 525,9
mg/100g; magnesio 349,9 mg/100g. Porcentajes de aceites similares fueron
determinados en semillas de sésamo de Turquia (54,26%), como también se
encontraron polifenoles asociados a fibra dietaria y acidos grasos libres (oleico,

linoleico, palmitico y estearico) (119).

Figura 7. A Sesamum Indicum o Ajonjoli. B Semillas.
Fuente: Temas de Farmacognosia, Plantas Medicinales (120)
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Figura 8. A Estructura quimica del lignano. B Estructura molecular de la sesamina.
Fuente: A Moss, GP (121). B Calle Alvarez, J (122)

El-Saied et al. (123) encontraron valores elevados de aminodcidos como acido
glutamico, arginina, acido aspartico y leucina. También, en semillas de las
variedades locales de Corea, estan presentes otros aminoacidos como histidina,
lisina, fenilalanina, isoleucina, valina, treonina (124). La metionina es un aminoacido
azufrado esencial contenido en buena cantidad en el ajonjoli (125) y otro es el
triptofano (126). Ademas, es fuente de vitaminas del complejo B (niacina, acido

folico, timina, piridoxina y rivoflavina (15).

Sin embargo, la semilla contiene antinutrientes como el acido fitico (Figura 9) que
es un acido fosfoérico derivado del mio-inotisol con capacidad de formar quelatos con
minerales esenciales tales como el calcio, magnesio entre otros (125). El 4cido fitico
(AF) y sus sales constituyen la principal forma de almacenamiento de fosforo (P),
aunque es necesaria la actividad de fosfatasas enddgenas (fitasas) que sean capaces
de liberar el grupo fosfato de la estructura del fitato. Martinez Dominguez et al.
(127) mencionan entre los beneficios del fitato la inhibicion de la formacion de
calculos, disminucion del colesterol, poder antioxidante y la prevencion de caries por

su alta afinidad por la hidroxiapatita.
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Figura 9. Estructura molecular del acido fitico y su interaccion con cationes y
aminoacidos. Fuente: www.engormix.com (128)

El AF, a pH neutro y al pH que normalmente presentan los alimentos, es una
molécula cargada negativamente y por tanto muy reactiva, que presenta una elevada
capacidad para formar complejos o unirse a cationes y moléculas cargadas
positivamente como proteinas. La interacciéon del AF con las proteinas es pH-
dependiente, mientras que con los cationes la interaccion es debida exclusivamente a
sus numerosos grupos fosfato (127). Aparentemente, en la semilla el AF se encuentra
como sales relativamente solubles de sodio (Na) o potasio (K). Las sales de calcio
(Ca) y magnesio (Mg) son solubles a pH acidos e insolubles a pH basicos, por lo
tanto a pH fisioldgico (pH 7,35 a 7,45) serian insolubles, de ahi el descenso de la
biodisponibilidad mineral (129).

Chaparro et al. (130) demostraron que el contenido de calcio de la semilla de
amaranto se incrementaba con el proceso de germinacion (al segundo dia)
posiblemente debido a la hidrélisis del complejo acido fitico - calcio, por la accion de
fitasas endogenas. Las fitasas aumentan en todos los granos durante la germinacién y

su accion consiste en liberar el grupo ortofosfato de la molécula de mioinositol (129).
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IV. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE SUPERFICIES SOLIDAS

La caracterizacion de un solido nos proporciona informacion acerca de distintos
parametros como su composicion quimica, su estructura (en volumen y superficie), la

textura y propiedades mecanicas.

1. Microanalisis por sonda de electrones (EDS)

El microscopio electronico de barrido (MEB)' es uno de los instrumentos mas
versatiles para el examen y andlisis de caracteristicas microestructurales de solidos;
proporciona informacion morfologica y topografica de la superficie de los mismos.
Una de las razones de ello es su alta resolucion (de 20 a 50 A). Otra caracteristica
importante es la apariencia tridimensional de la imagen de la muestra, resultado de su
gran profundidad de foco (aproximadamente entre 100 y 1000 veces mayor que la de

un microscopio Optico a la misma magnificacion).

El MEB, produce una imagen usando un haz de electrones que barre la muestra,
en vez de un haz estacionario de luz como usa el microscopio Optico convencional.
Dirige un haz de electrones de energia determinada emitidos por un céatodo de
tungsteno o wolframio, sobre la muestra, en un receptaculo a alto vacio, pues la
presencia de gas atenuaria el haz. Generalmente, trabaja a un vacio aproximado de
10" Torr. En estos microscopios las muestras no conductoras (orgéanicas, bioldgicas,
vidrios, polimeros, etc.) necesitan una cubierta conductora metalica (por ejemplo
oro), para evitar carga eléctrica y dafio por radiacion, y lograr su observacion. Los
nuevos microscopios electronicos de barrido (ESEM)? tienen la capacidad de trabajar
con bajo vacio (hasta 20 torr), aumentado notablemente el campo de aplicacion,
llegando a extremos de poder estudiar en esas condiciones muestras con un 100% de
humedad relativa (131). Cuando el haz electronico finamente colimado, incide en la
superficie de la muestra que se examina, la interaccioén entre los electrones y los
atomos de la muestra da origen a distintos tipos de sefial (Figura 10). Las principales

son: los electrones reflejados, provenientes del haz incidente y que rebotan del

'Frecuentemente SEM, de Scanning Electron Microscopy
’Del inglés Enviromental Scanning Electron Microscope (Microscopio electronico de barrido
ambiental)
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blanco, son los electrones retrodifundidos; los electrones que el haz arranca del
blanco se llaman secundarios, el consiguiente reordenamiento de los electrones

dentro de los 4&tomos del blanco emite rayos X.

Blecir ones tr ansnddido st el ejados Haz incidenie de
de Tedhacida energia + el tronss
i trones iodzados 2 1
i 4 Misxropia dectrinica
. - 3 JSSJ' debarrido y analitica
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(a)

Eleqiromes difratades

Figura 10. Interaccion de electrones con la materia y técnicas microscopicas. (a)
Cuando un haz de electrones incide en una muestra ocurren diferentes fendmenos
fisicos. (b) Técnicas microscopicas analiticas que registran y procesan las diferentes
sefales: 1: Haz de electrones; 2: electrones retrodispersados; 3: electrones
secundarios; 4: rayos X o fotones Opticos; 5: dispersion eldstica coherente; 6:
transmision de electrones; 7: dispersion ineldstica; 8: Dispersion elastica incoherente.
Fuente: Garcia Jacomino, J (132)

La emision de electrones secundarios depende fuertemente de la topografia de la
muestra: las zonas altas emiten mas que las bajas, lo cual hace que la imagen
producida por estos electrones sea muy similar a la producida por un microscopio

optico, pero de mayor profundidad de foco.

La retrodifusion de electrones, en cambio, depende del nimero atomico del
blanco: los 4tomos mas pesados reflejan mas electrones que los mas livianos. Las
imagenes producidas por electrones retrodifundidos no muestran relieve como las
anteriores, pero muestran claramente zonas donde hay atomos pesados, aunque estén
tapados por otros mas livianos, pues el haz electronico penetra en la materia. En
consecuencia, la imagen de electrones retrodifundidos se parece mas a una placa de

rayos X médica.

Por tltimo, los rayos X emitidos son caracteristicos de los d&tomos que los emiten,

y permiten un analisis cuantitativo de sustancias en cantidades muy pequefias.
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El analisis de los rayos X caracteristicos emitidos por una muestra implica medir
muy precisamente sus longitudes de onda o energias y las correspondientes
intensidades. Cuando se usa el sistema dispersivo en energias, el detector de rayos X
se coloca antes de dicho sistema dispersante a fin de colectar la mayor cantidad de
radiacion posible. Asi la sefial de rayos X proveniente del detector es analizada por
un sistema de andlisis de altura de pulsos donde esta altura estd relacionada con la
energia del foton incidente. Para que los procedimientos de correccion desarrollados
para analisis cuantitativo sean validos, la muestra debe ser de composicion
homogénea y tener una superficie plana, dentro del diametro de la nube de difusion
de electrones. El volumen de interaccion del haz con la muestra que permite conocer

el volumen de muestra analizado es del orden de 1 pm’ (Figura 11).

HAZ DE ELECTRONES

MUESTRA v e secundarios
Pl

- . 3
e retrodispersados 0,5a2um

la Sum3

r-X caracteristicos

D T S

Figura 11. Esquema de la interaccion del haz de electrones con la muestra. Los r-X
, e . . .y 3 s ey
caracteristicos brindan informacion de un volumen de 1 a 5 um” la composicion de la
muestra. Fuente propia.

Los rayos X, al igual que los electrones acelerados, son radiaciones ionizantes. Es

decir, los rayos x generados en la muestra por el haz de electrones pueden interactuar
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con los atomos circundantes, ser absorbidos, arrancar electrones o nuevos fotones de
los mismos, por lo tanto, una parte de los rayos x generados no van a escapar de la

muestra y no van a poder ser detectados.

El andlisis cualitativo se basa en la discriminacion de las energias de los rayos X
captados por el detector del microscopio, sabiendo que cada energia es caracteristica
del transito orbital de determinados electrones en cada elemento. El resultado del
analisis es un espectro de “cuentas vs energia”’. Las partes principales del
espectrometro son: - el detector - el procesador electrénico - el analizador multicanal.
El detector genera un pulso de carga proporcional a la energia del rayo X. Este pulso
se convierte en voltaje. La sefial se amplifica a través de un transistor (FET)?, se aisla
de otros pulsos, se vuelve a amplificar y se identifica electronicamente como

proveniente de un rayo X con una energia especifica (133).

El espectrometro realiza dos funciones:
- Detecta los rayos X

- Los separa (dispersa) en un espectro segiin su energia.

El software del equipo de espectrometria por energia dispersa de rayos X
(EDS/EDAX)* posee unas tablas internas con constantes determinadas
experimentalmente, que pueden utilizarse para calcular un andlisis cuantitativo
rapido, con un margen de error de hasta un 20% relativo, aproximadamente. Aunque
en principio parezca un margen elevado, en la practica, si conocemos la muestra que
estamos observando, serd una informacion suficiente para complementar a la imagen
obtenida en el microscopio. En cuanto al limite de deteccion de elementos
minoritarios, puede llegar a ser de entre el 1% y el 0,1% en peso de MMF
(Minimum-detectable Mass Fraction), o bien hasta 10-20 gramos de MDM

(Minimum Detectable Mass).

En todo caso, el analizador por microsonda electronica de barrido (EPMA)’, es la

herramienta adecuada para realizar un analisis cuantitativo. El EPMA esta disefiado

*Del inglés Field-Effec Transistor (Transistor de efecto campo)
Del inglés Energy dispersive X-ray spectroscopy analysis
*Del inglés Electron Probe Microanalysis.
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para realizar andlisis por rayos-X precisos, siendo la captura de imdagenes un

complemento extra.

En nuestro trabajo de investigacion utilizamos microscopios electronicos
pertenecientes a distintas dependencias de la Universidad Nacional de La Plata. El
ESEM marca FEI, modelo Quanta 200 (Figura 12), del Laboratorio de
Investigaciones en Metalurgia Fisica (LIMF) cuenta con capacidad analitica por
rayos X. El detector de rayos X dispersivo en energias adosado al microscopio
permite obtener imagenes de rayos X, ademds de los espectros de composicion
quimica elemental. Estos andlisis proveen informacion cualitativa y semicuantitativa
de la zona en que se encuentran determinados elementos en forma simultanea (131).
Los microscopios FE- SEM trabajan utilizando como fuente de electrones un cafidon
de emision de campo (Field Emission Gun, FEG) que proporcionan haces de
electrones de alta y baja energia mas focalizados, lo que permite mejorar la
resolucion espacial, minimizar cargas sobre el espécimen a observar, causando
ademas menos dafios en muestras sensibles. Los detectores Helix y vCD posibilitan
la obtencion iméagenes de alta resolucion trabajando a bajo vacio y muy bajos kV sin
necesidad de metalizar las muestras, lo que permite visualizar muestras biologicas y
materiales de muy diverso tipo (polimeros, ceramicas no conductoras, materiales

hibridos 6rgano-inorgénicos, etc.), incluso a la escala nanométrica.

El Servicio de microscopia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias
Aplicadas (CINDECA) cuenta con un microscopio electronico de barrido marca
Philips SEM 505 (Figura 13), con capacidad analitica a través del Sistema de
Microsonda EDAX DX PRIME 10 para andlisis cualitativo/cuantitativo. El sistema
de microanalisis EDAX permite la realizacion de rapidos andlisis quimicos de
elementos de nimero atémico Z mayor que 11 (Na) y concentraciones superiores a

0.5 wt %°.

6 Unidad de medida en inglés correspondiente a peso%
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Figura 12. Microscopio electronico de barrido ambiental ESEM FEI QUANTA 200.
Fuente: Servicio de Microscopia Electronica de Barrido y Microanalisis del LIMF.
Facultad de Ingenieria UNLP (130)

Figura 13. SEM PHILIPS 505 CINDECA. Gentileza Biol. Mariela Theiller.
MEB-CINDECA

Las principales utilidades del SEM son la alta resolucion (~100 A), la gran
profundidad de foco que le da apariencia tridimensional a las imagenes y la sencilla
preparacion de las muestras. La técnica ha sido perfeccionada con las facilidades
derivadas de la digitalizacion y tratamiento de las imagenes. Mediante la aplicacion
conjunta de ambas técnicas (SEM-EDAX) es posible obtener la distribucion de los

elementos quimicos seleccionados en areas definidas de interés (mapping). Otra
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aplicacion en el campo biologico es el andlisis inmunocitoquimico de los
componentes de la superficie de la muestra. Esta técnica se utiliza con bastante éxito
para el analisis de los antigenos de superficie linfocitarios, asi como para los lugares
de union del virus del SIDA. Ademas, el MEB brinda la posibilidad de congelar la

muestra, fracturarla mecanicamente y examinar el interior de las células (134).

Para la preparacion de las muestras se utiliza un metalizador Balzers SCD 030,
que por el método de “sputtering” (pulverizaciéon) permite realizar depdsitos
delgados de Au, Au-Pd, Cr, Ni, y Cu. El Sputter Coater Edwards S150B, permite
hacer depositos delgados de Au, y el evaporador de carbono, depodsitos de carbon. La
dispersion de particulas y limpieza de superficies se realiza con un vibrador

ultrasénico.

2. Microscopio de fuerza atomica (AFM)

El Microscopio de Fuerza Atémica (AFM)’ sirve para caracterizar la superficie de
muestras solidas y semisoélidas relativamente planas. Es un instrumento mecano-
optico capaz de detectar fuerzas del orden de los nanonewton. Al analizar una
muestra, se registra continuamente la altura sobre la superficie de una sonda o punta
cristalina de forma piramidal (Figura 14 4 y B). La sonda va acoplada a un liston
(cantiléver) microscopico, muy sensible al efecto de las fuerzas, de s6lo unos 200 um

de longitud (135).

La fuerza atomica se puede detectar cuando la punta vibrante se aproxima
periodicamente, interactua y se retrae de la superficie de la muestra. La informacion
sobre la superficie bajo examen se recoge a través de una punta muy delgada (pocas
decenas de micrones) montada en el extremo de una varilla elastica. Esta ultima
consiste, por lo general, de uno o varios haces de fibras de nitruro de silicio o de
silicio metalico cuya longitud varia entre 100 y 500 micrometros (0,1 a 0,5 mm), con
un espesor entre 0,5 y 5 micrometros. La punta sensible transmite la fuerza que se
ejercita entre la misma y los &tomo o moléculas de la superficie de la muestra cuando
aquélla se mueve hacia arriba y hacia abajo sobre ésta ultima, detectando su

rugosidad, y este movimiento puede ser medido con extrema precision por medio de,

’ Del inglés Atomic Force Microscopy
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por ejemplo, un haz laser reflejado por un espejo pequeiio colocado sobre la punta y
recogido por un elemento sensible (fotodiodo). Los datos procesados permiten
reconstruir la estructura superficial en la direccion vertical, “z” (Figura 15). Una
pequefia unidad que contiene un cristal piezoeléctrico, del tipo de las antiguas
capsulas con la pta de los tocadiscos, permite detectar la estructura horizontal de la
superficie, en funcion de las ordenadas “x” e “y” (Figuras 14 4 y 15). Se puede
obtener asi, con resolucion nanométrica, la topografia de una muestra en una escala

que varia desde 100 hasta 150.000 nm (0,15 mm), pudiéndose lograr resoluciones del

orden de 1 nm (136).

Figura 14. Microscopio AFM. A Microscopio en funcionamiento. En la pantalla se

observa la proyeccion del cantiléver. B Detalle de la platina con una muestra.
Gentileza Dr. Eduardo Prieto, INIFTA-CONICET

El microscopio de AFM, puede realizar dos tipos de medidas: imagen y fuerza. En
la modalidad de imagen, la superficie es barrida en el plano de la superficie por la
punta. Durante el barrido la fuerza interatomica entre los dtomos de la punta y los
atomos en la superficie de la muestra, provoca una flexion del liston. Esta flexion es
registrada por un sensor adecuado (normalmente balanza Optica) y la sefial obtenida

se introduce en un circuito o lazo de realimentacion. La fuerza interatomica se puede
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detectar cuando la punta esta muy proxima a la superficie de la muestra. Las medidas
de fuerza son utiles en estudios de fuerzas de adhesion y permiten estudiar a nivel de
una sola molécula interacciones especificas entre moléculas (ej. interaccion antigeno-
anticuerpo, interaccion entre hebras complementarias de ADN) o interacciones
estructurales de las biomoléculas (plegado de proteinas) asi como caracterizar la

elasticidad de polimeros (135).

Haz laser
Fotodiodo
d_E_scé ner piezoeléctrico

___Muestra

Punta AFM

Figura 15. Esquema del funcionamiento del AFM. Fuente: Bonfiglioli A (136)

Se distinguen dos modos de trabajo: manteniendo la interaccidon punta-muestra
constante o manteniendo la distancia punta-muestra constante. Ademds se puede
trabajar en modo contacto, no-contacto o contacto intermitente. Se pueden hacer

medidas en diferentes medios: aire, liquido, vacio, atmdsfera controlada, etc. (137).

En la microscopia de efecto tiinel (STM) se mide la corriente eléctrica que aparece
entre la punta y la muestra cuando se aplica una diferencia de potencial entre ambas.
Cuando la punta se encuentra a unos 10 A de la muestra, los electrones fluyen hacia
la punta por efecto tinel, o viceversa, segin el signo del voltaje aplicado. Para que
esto suceda es necesario que la muestra sea conductora o semiconductora. La imagen

obtenida corresponde a la densidad electronica de los estados de la superficie.

En la microscopia de efecto tiinel se pueden obtener imagenes con resolucion por

debajo del angstrom.
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3. Dureza superficial

La dureza superficial se define como la resistencia del material a ser rayado y a la
deformacion plastica mediante la indentacion. También puede referirse a la
resistencia a la abrasion o al corte. La dureza no es una propiedad fundamental del

material sino que esta relacionada con su comportamiento elastico (138).

El ensayo de dureza no destruye la muestra. Los métodos disponibles se
distinguen por la forma del penetrador, las condiciones de aplicacion de la carga y la
forma de calcular la dureza. La eleccion del método a emplear depende de distintos

factores como el tipo, dimensiones y espesor de la muestra.

En la prueba Vickers el valor de la dureza, expresada como HV, es la razén de la
carga aplicada al drea de indentacion. La punta tiene una forma piramidal de base
cuadrada y las medidas de las diagonales de la indentacion se efectiian con la ayuda

de un microscopio (Figura 16).

El Triboindenter (TI) Hysitron (Figura 17) estd disefiado para medir las
propiedades mecénicas de las superficies a escala submicroscopica. El indentador
lleva un pequeio diamante, que esta configurado como una pirdmide o una esfera, y
empuja la punta de diamante en la superficie del material que se esta probando. La
profundidad de la indentacidon puede oscilar entre un par de cientos de nanometros y
un maximo de 4 micras. Tipicamente, el radio a través de la indentacion serade 1 a 5
micrometros. Midiendo la fuerza requerida para empujar la punta del diamante en el
material en comparacion con la profundidad de la indentacion, el instrumento puede
determinar la dureza de la muestra. Viendo hasta qué punto el material vuelve a su

forma anterior determina su modulo eléstico (la rigidez de sus enlaces atdmicos).
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Figura 17. A Triboindenter TI 900 Hysitron (INTEMA). B Software
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Ademas de las propiedades mecénicas, el nanoindentador se puede utilizar para
rascar peliculas y revestimientos y para ver como se comporta el desgaste. Algunas

de sus funciones se detallan a continuacion (139):

* Nanoindentacién cuasistatic. Mide el modulo de Young, dureza, tenacidad a

la fractura y otras propiedades mecanicas a través de la indentacion.

* Pruebas de rascado. Cuantificar la resistencia al rayado, las fuerzas de
delaminacién criticas, los coeficientes de friccion y mas con supervision

simultanea de fuerza y desplazamiento normal y lateral.

= Optica descendente. Camara CCD en color para la identificacion individual

de la estructura antes de la prueba.

= Captura de imagenes SPM. La imagen in situ mediante la punta del
indentador proporciona un posicionamiento de precision nanométrico y una

topografia SPM.

= Scanning Wear™. Observar y cuantificar los volimenes de desgaste y las

tasas de desgaste utilizando la capacidad de imagen in situ.

* Control de realimentacion. Funciona en control de carga o desplazamiento en
bucle cerrado para permitir técnicas de prueba tales como fluencia y

relajacion de estrés.

El TI presenta un médulo nano cuya carga maxima de trabajo es de 10000uN y un
modulo de microindentacion que permite hasta 10N de carga. Los resultados de “H”
(dureza), “Er” (moddulo reducido) y “hc” (profundidad de contacto) se obtienen por la

metodologia Oliver-Phar (140).
Generalmente, el indentador para la nanoescala es una punta de diamante

Berkovich de forma de pirdmide trigonal que crea una indentacion generalmente de

lum de longitud bajo cargas de 0,25 a 50 uN. De acuerdo a Schlueter et al. (141)
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esta técnica es mas sensitiva a los cambios en la capa maés superficial del esmalte

erosionado.

Siempre es aconsejable que las profundidades de indentacion sean un orden de
magnitud mayor que la rugosidad de la superficie a ensayar. O que la rugosidad no
supere el 10% de la profundidad de indentacidon para obtener ensayos y lecturas

repetidas.

4. Difraccion de rayos- X (DRX)

La difraccion de rayos X ha proporcionado un medio adecuado y practico para la
identificacion cualitativa de compuestos cristalinos y sobre el ordenamiento y
espaciado de los atomos en materiales cristalinos. E1 método de difraccion de rayos
X en general y en particular de polvo cristalino es el tinico método analitico capaz de
suministrar informacion cualitativa y cuantitativa sobre los compuestos cristalinos
presentes en un solido, basandose en el hecho de que cada sustancia cristalina
presenta un diagrama de difraccion unico. Asi, pueden compararse un diagrama de
una muestra desconocida y el de una muestra patrén, y determinar su identidad y

composicion quimica (142).

La técnica consiste en hacer incidir un haz de rayos X sobre el solido sujeto a
estudio. La interaccion entre el vector eléctrico de la radiacion X y los electrones de
la materia que atraviesa dan lugar a una dispersion. Al producirse la dispersion tienen
lugar interferencias (tanto constructivas como destructivas) entre los rayos
dispersados, ya que las distancias entre los centros de dispersion son del mismo
orden de magnitud que la longitud de onda de la radiacion (Figura 18). El resultado
es la difraccion, que da lugar a un patréon de intensidades que puede interpretarse
segun la ubicacion de los atomos en el cristal, por medio de la ley de Bragg. La
misma postula que cuando un haz de rayos X incide sobre la superficie de un cristal
formando un angulo 6 una porcidn del haz es dispersada por la capa de atomos de la
superficie; la porcion no dispersada del haz penetra en la segunda capa de atomos
donde, nuevamente una fraccion es dispersada y asi sucesivamente con cada capa

hasta la profundidad de aproximadamente 1000 nm, lo que lo hace una técnica
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masica. El efecto acumulativo de esta dispersion producida por los centros

regularmente espaciados del cristal es la difraccion del haz.

rayos-X detector de /™. > . \

Sy i
f Al

colimador rayos-x ,
de plomo
difractograma

Figura 18. Esquema del difractometro de rayos X. El funcionamiento se basa en
obtener, de la fuente de rayos-X, un haz fino con la ayuda de un colimador de plomo,
que envia el haz directamente hacia la superficie de un cristal, que forma cierto
angulo con el haz incidente de rayos-X y envia el haz reflejado hacia un detector. El
aparato se puede girar hasta obtener los d&ngulos en los cuales se miden los “picos” de
mayor intensidad. Fuente: La mecanica cudntica blogspot.com.ar (143).

La identificacion de las especies a partir de su diagrama de difraccion de polvo
cristalino se basa en la posicion de lineas y en sus intensidades relativas. Las
intensidades de las lineas dependen del numero y del tipo de centros atomicos de
reflexion que existen en cada grupo de planos y las concentraciones relativas de los
distintos planos. Generalmente para identificar las diferentes fases cristalinas
obtenidas se utilizan los patrones de difraccion contenidos en la base de datos JCPDS
(Joint Committee for Powder Diffraction Sources) de la ICDD (International Center
for Diffraction Data). En estas fichas figuran los angulos de difraccion, intensidades,
espaciados reticulares, indices de Miller de los planos, asi como otras caracteristicas
del material (composicion, color, punto de fusion, clasificacion mineraldgica,
densidad) y las condiciones en que se hizo la difraccion (informacion bibliografica).
Hasta el 2005 este archivo contenia diagramas de mas de 477000 materiales de
referencia. Las bases de datos estan disponibles en CD-ROM. Si la muestra contiene

dos 0 mas compuestos cristalinos, la identificacién se hace mas dificil. En este caso
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se utilizan varias combinaciones de las lineas mas intensas hasta encontrar una
coincidencia. Los materiales producen picos de difraccion cuyas anchuras se
relacionan con el tamaifo de los cristales. Los materiales con cristales muy
desarrollados producen picos bien definidos, y los menores a 1 pm generan picos de

difraccion anchos y hasta domos.

5. Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

La region del infrarrojo del espectro abarca la radiacion con ntimeros de onda
comprendidos entre 12800 y 10 cm™, que corresponden a longitudes de onda de 0,78
a 1000 um. Segln las técnicas experimentales y las aplicaciones, la region infrarroja
total puede subdividirse en tres regiones denominadas infrarrojo cercano, medio y
lejano. Los espectrofotometros de Transformada de Fourier (TF- IR) se diseharon

para acceder a la region de 10 a 400 cm’ (IR lejano) (Figura 19).

0,2 um 0,4 um 0,76 um 1,000 um
Rayos Rayos X Ultravioleta Visible Infrarrojo Microondas

gamm: Y e

1um 5um 30 um 200 um
IR IR IR
Cercano Medio Lejano

Figura 19. Rango de medicion infrarrojo. Fuente propia

La espectrometria infrarroja se basa en el hecho de que los enlaces quimicos de
las sustancias tienen frecuencias de vibracion especificas, que corresponden a los
niveles de energia de la molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de la
superficie de energia potencial de la molécula, la geometria molecular, las masas
atomicas y, posiblemente, el acoplamiento vibracional. Si la molécula recibe luz con
la misma energia de esa vibracion, entonces la luz sera absorbida si se dan ciertas
condiciones. Para que una vibracion aparezca en el espectro infrarrojo, la molécula

debe someterse a un cambio en su momento dipolar durante la vibracion. Cada

44



https://es.wikipedia.org/wiki/Transformada_de_Fourier

Capitulo I. Marco teodrico

molécula, segun las caracteristicas de sus enlaces absorbera radiacion de una o varias
longitudes de onda especificas por lo que podra ser identificada (142). Los espectros
de absorcion en el infrarrojo son el resultado de los distintos cambios energéticos
producidos en las transiciones de las moléculas de unos estados de energia

vibracionales y rotacionales a otros (142).

Con el fin de hacer medidas en una muestra, se transmite un rayo monocromo de
luz infrarroja a través de la muestra, y se registra la cantidad de energia absorbida.
Repitiendo esta operacion en un rango de longitudes de onda de interés (por lo
general, 4000-400 cm™) se puede construir un grafico. Al examinar el grafico de una
sustancia, se puede obtener informacion sobre la misma. Esta técnica funciona casi
exclusivamente en enlaces covalentes, y se usa mucho en quimica, en especial en

quimica orgénica para la identificacion de mezclas complejas.

El espectrofotdmetro de Infrarrojo requiere de una fuente de radiacién continua y
un detector sensible a la radiacion, en el infrarrojo (Figura 20 A). Funciona con una
pequefia muestra que es colocada en una celda infrarroja (Figura 20 B), donde es
sometida a una fuente de luz infrarroja, la cual hace un barrido desde las longitudes
de onda de 4000 cm™ hasta 600/400 cm™. La intensidad de la luz transmitida a través
de la muestra es medida en cada nimero de onda, lo que permite que la cantidad de
luz absorbida por la muestra sea calculada por la diferencia entre la intensidad de la
luz antes y después de pasar por la celda de muestra. Esto se conoce como el espectro
infrarrojo de la muestra (Figura 20 C). En la regiéon infrarroja del espectro, las
frecuencias de resonancia (vibracion) de una molécula se deben a la presencia de
grupos funcionales moleculares. Un grupo funcional es simplemente un grupo de dos
0 mas atomos, enlazados de una manera especifica. Por lo tanto, es posible
determinar su presencia en una muestra mediante la prueba FTIR, simplemente

midiendo la absorcidn a diferentes longitudes o numeros de onda.
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Figura 20. A Equipo de FTIR. B Detalle de la celda y la platina. C Espectro
infrarrojo. Gentileza: Jorge Sambeth y Graciela Valle. CINDECA
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6. Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS)

La técnica de espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-MS, del nombre en inglés Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry), es
una variante de las técnicas de analisis por espectrometria de masas. Las ventajas
principales de esta técnica radican en la alta precision, bajos limites de deteccion y
bajo coste econémico, analizando la mayoria de los elementos e is6topos presentes
en la tabla peridodica de manera simultdnea en no mas de un par de minutos (Figura
21). Es por lo tanto una técnica ideal en el andlisis de aguas, lixiviados de rocas y

minerales, alimentos etc.

Figura 21. A y B Equipo de ICP-MS. Gentileza Claudia E Cavarozzi. CIG-
CONICET

47



Capitulo I. Marco teodrico

La técnica ICP-MS combina la ionizaciéon del plasma de argén y las técnicas de
espectrometria de masas. Fernandez-Ruiz (144) define un plasma como cualquier
volumen de gas con parte de sus moléculas o 4&tomos ionizados y coexistiendo a alta
temperatura (8000°C) en una sopa de iones, electrones, a&tomos neutros o atomos
excitados. Se suele decir que hay cuatro estados de la materia: liquido, solido,
gaseoso y plasma. La generacion del plasma se consigue sometiendo un flujo de gas,
que se conoce como gas plasmdgeno (argon usualmente), a la accion de un campo
magnético oscilante, inducido por una corriente que oscila a alta frecuencia. En el
proceso de generacion del plasma, los iones de argdon (Ar) y los electrones libres
presentes son acelerados siguiendo trayectorias anulares, debido a la alternancia del

campo magnético presente generado por el generador de radiofrecuencia.

Los procesos de recombinacion radiante que se producen explican que el plasma

aparente ser una llama cuando en realidad no lo es.

La mayoria de los andlisis de ICP-MS se realizan sobre muestras liquidas, siendo
necesaria una corriente de gas para que la muestra alcance el plasma. La forma mas
facil de que la muestra liquida sea introducida en la corriente de gas es en forma de
aerosol originado en un nebulizador. Después del nebulizador existe una camara de
espray, cuya funcion es la de separar y desechar las gotas grandes de la solucién que
se hayan formado en el proceso de pulverizacion. La antorcha como sistema de

confinamiento del plasma es otra de las partes fundamentales del equipo de ICP-MS.

La funcion del espectrometro de masas cuadrupolar consiste en separar los iones
en funcion de su relacion carga masa. El detector mas utilizado es el Channeltron
electron multiplier (electron multiplicador). El efecto es muy parecido al
fotomultiplicador. Es un tubo de vidrio abierto con un cono en una terminacion. Para
la deteccion de iones positivos, el cono es sometido a un alto potencial negativo

(aproximadamente -3kV).
El ICP-Ms permite recoger las sefiales de todas las masas durante una serie de

escaneos y examinar el espectro visualmente para determinar la presencia o no de un

analito y para identificar las posibles fuentes de interferencias.
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La cuantificacion de un dato medido con el ICP-MS se alcanza a través de la
comparacion de las cuentas medidas de la muestra desconocida con aquellas de una

sustancia que contiene una cantidad medida del elemento o is6topo de interés.

7. Espectroscopia foto electrénica de rayos - X (XPS)

La espectroscopia de electrones para el analisis quimico proporciona informacion
acerca de la composicion atomica de la muestra, la estructura y el grado de oxidacion

de los elementos que forman los compuestos que estan siendo examinados (Figura
22).

Figura 22. Equipo XPS- INIFTA. Foto de archivo

La técnica de XPS se basa en que la interaccion de los electrones con la materia es
muy fuerte y las energias de los electrones emitidos son relativamente bajas por lo
que son detenidos muy facilmente. Solo los electrones emitidos o que han
interaccionado en la superficie de la muestra pueden alcanzar el detector para ser
analizados. Por esto la técnica XPS es superficial (informa sobre tres o cuatro capas
de atomos en la superficie de la muestra). Un espectro XPS de amplio barrido y baja
resolucion sirve como base para la determinacion de la composicion elemental de la

muestra. Todos los elementos excepto el hidrogeno y el helio emiten electrones
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internos que tienen energias de enlace caracteristicas. Normalmente un espectro
general abarca un intervalo de energias cinéticas desde 250 a 1500 eV, que
corresponde a energia de enlace entre 0 y 1250 eV. Cada elemento de la tabla
periodica tiene uno o mas niveles de energia que dan lugar a la aparicion de picos en
esta region. En muchos casos los picos estin bien resueltos, y permiten
identificaciones inequivocas, siempre y cuando el elemento esté presente en

concentraciones superiores a 0,1 % (142).

8. Superficie especifica

En la mayoria de los so6lidos, la superficie no es totalmente plana (Figura 23). Las
técnicas de analisis de superficie permiten la caracterizacion fisica de la superficie de
un solido. La superficie real de una estructura sélida esta determinada por distintos
factores como el tamafio de particula (es decir su grado de division), la forma de la

particula y la porosidad (145).

ﬁ

Superficie ideal Superficie real

Figura 23. Superficie plana ideal y real. Fuente propia

La superficie especifica de un sélido se define como la relacion entre su superficie
y su volumen (o su masa). Este pardmetro es importante cuando se quiere tener un
indice para medir el potencial de interaccion de este solido con su entorno. Mientras

mayor es la superficie especifica mayor es la interaccion.

A medida que el tamafio de particula disminuye, el area superficial por unidad de
masas aumenta. La adicion de porosidad, especialmente si se trata de poros muy
pequefios hace que la superficie aumente mucho mas. Dado que el area superficial
corresponde a la rugosidad del exterior de la particula y a su interior poroso, la

técnica mas usada es la adsorcion de gases. La tendencia de todas las superficies
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solidas para atraer moléculas de gas circundantes da lugar al proceso denominado
adsorcion de gas. La monitorizacion de este proceso provee una informacion muy

util sobre las caracteristicas texturales de materiales solidos.

La superficie especifica aumenta cuanto mas se aleja la morfologia de la particula
de la equidimensionalidad: es minima en la esfera y maxima en morfologias fibrosas

y laminares. Y aumenta al disminuir el tamafio de la particula.

Segun la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), la porosidad
se clasifica en macroporos (¢>50 nm), mesoporos (2nm<¢p< 50 nm) y microporos ($p<

2 nm) (146).

Existen distintos métodos para cuantificar la porosidad, considerada ésta como el
volumen poroso total ocupado por los espacios vacios, o bien, fracciones de dicho
volumen en relacion con determinados elementos del sistema poroso (tamafo, forma,

grado de comunicacion de los vacios) (147).

Una técnica utilizada para la determinacién de la porosidad de una superficie,
consiste en la adsorcion fisica de gases y vapores. Los gases (adsorbatos) presentan
una tendencia a concentrarse en las proximidades de la interface de un soélido
(adsorbente). La cantidad de gas adsorbida depende de la presion, la temperatura y la
energia de interaccion adsorbente-adsorbato) y determina la forma de la isoterma de
adsorcion. Una isoterma de adsorcion es la relacion general entre la cantidad de gas
adsorbido por un so6lido, a temperatura constante, como funcion de la presion del gas.
Hay 5 tipos de isotermas I-V: Isoterma I de Langmuir (solidos con estructura porosa
muy fina), Isoterma II Sigmoide (adsorciéon en multicapas en solidos con
microporos), Isoterma III de Flory- Huggings (sistemas con fuerzas pequefias de
adsorcion en la monocapa), Isoterma IV (sélidos hidrofilos porosos “hinchables™),
Isoterma V Brunauer Emmet y Teller (semejante a la tipo III, multicapas), Isoterma
VI (so6lidos con superficies muy homogéneas y varios tamaios de poro muy
definidos) (146, 148). La diferencia en el mecanismo de adsorcion y desorcion da

lugar a la histéresis.
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En el caso de que el poro sea suficientemente ancho las moléculas se iran
adsorbiendo formando una monocapa a una distancia determinada de la superficie
(distancia de adsorcion). Posteriormente, y a medida que aumenta la cantidad
adsorbida, el adsorbato se ordena en capas sucesivas (llenado en multicapas). Este
proceso se conoce como condensacion capilar, que es caracteristica de la adsorcion
en mesoporos. Cuando el tamafio del poro disminuye, la interaccion con las paredes
del poro es mayor y por tanto, mejor el confinamiento de la molécula adsorbida

(149).

La forma de las isotermas nos puede dar alguna indicacion sobre el tipo de
porosidad del sélido. Se han desarrollado numerosos métodos con el objetivo de
estimar algunas de las propiedades relacionadas con la porosidad de los solidos tales
como la superficie especifica, el volumen de poros, la distribucion del tamafio de
poros. Entre todos ellos el método BET desarrollado por Brunauer, Emmet y Teller
para la obtencion de la superficie especifica o simplemente area BET es el que se
utiliza méas ampliamente. La idea central del método BET consiste en que conocida
la cantidad gas adsorbido necesario para formar una monocapa (y por lo tanto el
nimero de moléculas que forman la monocapa) y el drea que ocupa una de estas

moléculas adsorbidas es posible estimar el area del s6lido (146, 147, 150).
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V. ANALISIS PRELIMINAR DEL ESMALTE TRATADO CON SESAMO

Finalizados los ensayos de dureza superficial realizados durante la pasantia y
previo al disefio final del presente trabajo, surgi6 el interés de estudiar una muestra
tratada con sésamo germinado ciclado en saliva artificial al MEB- EDS con el
proposito de indagar sobre el efecto de la solucion de sésamo sobre el esmalte

erosionado.

Los hallazgos derivados de este andlisis plantearon la necesidad de incluir otros
instrumentos para profundizar el estudio de la superficie del esmalte y la naturaleza

del material depositado.

Se utiliz6 el microscopio electronico ESEM-EDAX FEI QUANTA 200 del
LIMF- UNLP. Las condiciones de observacion fueron a bajo vacio con presion
variable de 20 kV y un conteo de electrones de alrededor de 60 segundos (Lsec). Se
utilizé la funcion de escaneo lineal (Line- Scan) y se obtuvieron los espectros

correspondientes.

Se observo el depodsito de una capa delgada de material sobre la superficie externa
del esmalte erosionado cuya extension oscilod entre los 4 y 7 um (Figura 24). El
analisis EDS lineal permitié detectar elementos como calcio (Ca), fésforo (P),
magnesio (Mg) y azufre (S). El espectro del Ca y del P en la zona superficial del
esmalte, mostré6 un descenso que estaria relacionado con la pérdida mineral del
esmalte producido por la erosion y luego, en relacion con el material depositado, se
observaron picos, que fueron mas acentuados en el azufre y el magnesio, a la vez que

se notd una recuperacion en el calcio y el fosforo (Figura 25).
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Figura 24. Micrografia del esmalte tratado con sésamo ciclado. Corte longitudinal. A
la izquierda, esmalte. Medidas del material depositado en la superficie. MEB x 3000

Figura 25. EDS del esmalte tratado con sésamo ciclado. Representacion de espectros
en la muestra.

54



Capitulo I. Marco teodrico

Mgk M
87.0 B YT L rf
1 ilﬂlf,\.-f\_v‘w\.-_.-h..‘_.\,.'du“." A YT L,

J Wi _
' L T

S K n
50.0

. PSP — ST
Dist. § ' 14 ' 29 ' a4 ' 5o

[Distance in Microns]

Figura 25 (continuacion). EDS Line Scan. Espectros del magnesio (Mg); fosforo
(P); azufre (S); calcio (Ca). De izquierda a derecha esmalte sano (0 a 40 micrones),
esmalte desmineralizado tratado con sésamo (40 a 46 micrones) y resina (46 a 59
micrones).

Considerando estos resultados se decidid estudiar la superficie del esmalte tratado
con la solucion de sésamo mediante técnicas de caracterizacion de superficies

solidas.

El proposito de nuestro trabajo consistio en describir el efecto producido por los
bioelementos de una solucién de sésamo germinado, sobre los aspectos mecanico,
morfolégico, topografico y quimico, de lesiones de erosion del esmalte dental. Se
consideraron dos regimenes de exposicion. Un régimen ciclico, en el cual, la
inmersion de las muestras en solucion de sésamo se alternd con la conservacion en

saliva artificial. Y un régimen estatico sin intervencion de la saliva artificial.

Si bien la composicion de las semillas de sésamo y sus potenciales beneficios
sobre la salud son de actual conocimiento, resultd conveniente determinar ademas,
las caracteristicas quimicas del sésamo mediante el andlisis elemental y la acidez de

la solucién obtenida.
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CAPITULO I1. OBJETIVOS E HIPOTESIS
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OBJETIVO GENERAL

Generar un aporte al conocimiento de la prevencion de lesiones del esmalte en
dientes humanos permanentes, a partir del estudio de los fendmenos de
desmineralizacion y remineralizacion de la microestructura adamantina en el campo

de la histologia dental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Comprobar cuali y cuantitativamente la presencia de bioelementos contenidos

en la semilla y en la solucion de sésamo.

= Reconocer la acidez de la solucion de sésamo y de la bebida gaseosa.

» Definir las condiciones de produccién de lesiones de erosion del esmalte

dental.

= Explorar las variaciones producidas en el contenido mineral de las lesiones de
erosion del esmalte dental expuesto a una solucion de sésamo con régimen

ciclico mediante el registro de microdureza.

= (Observar la modificacion topografica, morfologica y elemental, producida en
la microestructura de las lesiones de erosion del esmalte dental expuesto a

una solucion de sésamo con régimen ciclico.

= Investigar el efecto producido por una solucion de sésamo en condiciones

estaticas sobre lesiones de erosion del esmalte dental.
= Establecer las variaciones en el contenido mineral en la capa mas superficial

de las lesiones de erosion del esmalte dental, expuestas a una solucion de

sésamo en condiciones estaticas, mediante el registro de microdureza.
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Observar las caracteristicas morfoldgicas y topograficas de las lesiones de
erosion expuestas a una solucion de sésamo en condiciones estaticas,

mediante microscopia electronica de barrido (MEB) y fuerza atomica (AFM).

Analizar cuali y cuantitativamente la variacion de los bioelementos calcio,
fosforo y nitrogeno de las lesiones de erosion, expuestas a una solucion de
sésamo en condiciones estaticas, mediante espectrometria de energia dispersa

(EDS) y espectrometria de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS).

Interpretar las variaciones de la estructura quimica de las lesiones de erosion
expuestas a una solucion de sésamo en condiciones estaticas, mediante

difraccion de rayos X y espectrometria infrarroja (FTIR).
Determinar las variaciones de porosidad de las lesiones de erosion expuestas
a una solucion de sésamo en condiciones estaticas, mediante el analisis de

superficie especifica.

Comparar el efecto del sésamo con la saliva artificial en las distintas

condiciones de exposicion.
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HIPOTESIS

Las hipétesis planteadas fueron las siguientes:

* La semilla de sésamo contiene una relacion Calcio/Fésforo semejante a la

hidroxiapatita.

* La solucion de semillas de sésamo presenta un pH semejante al medio

bucal.

= Existe variacion en el contenido mineral de las lesiones de erosion del
esmalte dental expuesto a una solucion de sésamo en un medio de saliva

artificial.

= Las lesiones de erosion del esmalte dental expuestas a una solucion de
sésamo presentan igual o mayor dureza que las expuestas a la saliva

artificial.

= Los bioelementos calcio, fosforo y nitrégeno contenidos en la semilla de
sésamo producen modificaciones de las caracteristicas morfologicas,
topograficas, quimicas, cristalinas y de porosidad, en la microestructura de

las lesiones de erosion del esmalte dental.
* El depdsito de bioelementos sobre las lesiones de erosion del esmalte

dental por efecto de la semilla de sésamo es igual o mayor que el

producido por la saliva artificial.
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I. VARIABLES

La investigacion fue de tipo explicativa, la variable independiente, la semilla de
sésamo y la variable dependiente, la microestructura de lesiones superficiales del

esmalte dental.

Las categorias de la variable independiente fueron los bioelementos Calcio,
Fosforo y Nitrogeno contenidos en la semilla de sésamo y la acidez de la solucién. El
nivel de medicion fue nominal y de razon para la categoria “bioelementos” e

intervalar para la “acidez”.

Las dimensiones de la variable dependiente fueron la microdureza, la
morfologia, la topografia, el analisis quimico elemental, la porosidad superficial, la
estructura cristalina y el andlisis de grupos funcionales. El nivel de medicion fue de
razén para los indicadores microdureza, andlisis quimico elemental, topografia y
porosidad superficial; en cambio, para el indicador morfologia de la superficie
adamantina, estructura cristalina del esmalte y el andlisis de grupos funcionales, fue

nominal.

La investigacion comprende dos regimenes de exposicion del esmalte erosionado
a la soluciéon de sésamo: ciclico y estatico. El régimen ciclico consistié en realizar el
ciclado de la muestra en la solucion de sésamo activado y la saliva artificial. La
muestra se sumergidé en la solucion de sésamo 4 veces por dia durante 5 dias y se
conservo en saliva artificial entre ciclos. En el régimen estatico (condiciones
estaticas de exposicion), las muestras se sumergieron 24 h en la solucion de sésamo y

no se cicld en saliva artificial.

Previo a la aplicacion del tratamiento, se definieron las condiciones para la

produccion de la lesion de erosion del esmalte dental.

Unidad de analisis

Estuvo constituida por la microestructura de lesiones superficiales del esmalte

dental (erosion). Se consideraron lesiones de erosion provocadas artificialmente en
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la superficie del esmalte dental de las caras vestibular de piezas unirradiculares y
palatina/lingual de multirradiculares. La lesion superficial se localizd completamente
en el esmalte radial (cuyo espesor oscila entre 200 y 260 um aproximadamente. Para

producir la lesion de erosion se empled una bebida gaseosa.

Definicion conceptual y operacional de las variables

Variable independiente

La variable independiente “semilla de sésamo” estuvo representada por la
SOLUCION DE SESAMO que consisti6 en una solucion concentrada extraida de
semillas de sésamo activadas y procesadas con agua destilada. En la solucion

obtenida de la semilla de sésamo se realizaron las siguientes determinaciones:

A. La composicion elemental. Se identifico la presencia de los bioelementos
calcio y fosforo en la semilla de sésamo mediante MEB (PHILLIPS-SEM 505 con
detector EDS) y en la solucion de sésamo preparada con distintos medios (agua
destilada y solucion fisiologica) mediante ICP. La Espectrometria de Masas con
Plasma Acoplado Inductivamente (ICP- MS) es una técnica de analisis inorgéanico
que es capaz de determinar y cuantificar la mayoria de los elementos de la tabla
periddica en un rango dindmico lineal de 8 érdenes de magnitud (ng/l-mg/1). Es ideal
para el andlisis de elementos traza y para la determinacion cualitativa y
semicuantitativa simultanea de calcio y fosforo. Se utilizé un equipo ICP-MS Perkin
Elmer, modelo Nexlon 300X y las curvas de calibrado se realizaron mediante una

solucion patron certificada por Perkin Elmer.
El microscopio utilizado pertenece al Centro de Investigacion y Desarrollo en
Ciencias Aplicadas (CINDECA- CONICET- UNLP) y el equipo de ICP al Centro de

Investigaciones Geoldgicas (CIG-CONICET-UNLP)

B. La acidez de la solucion: Se obtuvo mediante de la determinacion del pH. Se

utilizaron tiras reactivas para pH de escala 1-14.
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Variable dependiente

La variable dependiente microestructura de lesiones superficiales del esmalte
dental estuvo representada por lesiones de EROSION y comprendi6 las siguientes

dimensiones:

A. Contenido mineral del esmalte: Se realizd la determinacion indirecta de la
variacion del contenido mineral mediante ensayos de microdureza utilizando un
microdurometro con penetradores Vickers FUTURE TECH FM-700 (capacidad de
carga de 1-2000 gF) del Laboratorio de Investigaciones de Metalurgia Fisica (LIMF)
Facultad de Ingenieria Universidad Nacional de La Plata (UNLP). Esta técnica exige

un espesor minimo de tejido de 8 pm.

Ademas se estudiaron las variaciones de dureza de la capa mas superficial
utilizando un TRIBOINDENTER-MULTIRANGE NANO PROBE (MRNP)
HYSITRON INC. del Instituto de Investigaciones en Ciencia y Tecnologia de
Materiales (INTEMA) Facultad de Ingenieria Universidad Nacional de Mar del Plata
(UNMAdP). Estos ensayos se programaron para estudiar una superficie de penetracion
de 2 um. De acuerdo a Schlueter (141) esta técnica resulta mas sensitiva a los

cambios en la capa mas superficial del esmalte erosionado.

B. Morfologia de la superficie adamantina: Para la caracterizacion de la
morfologia de los prismas del esmalte al MEB determinando la presencia o ausencia

de los patrones I, Il y III de grabado del esmalte.

Se utilizod el Microscopio Electronico de Barrido ESEM-EDAX FEI QUANTA
200 (LIMF- UNLP) para determinar las caracteristicas de la lesion de erosion creada
y el PHILLIPS-SEM 505 con detector EDS (CINDECA-CONICET- UNLP) para los

regimenes de aplicacion del sésamo.
C. Topografia superficial: El anélisis de rugosidad superficial en distintas areas y

a distintos aumentos de la superficie del esmalte, mediante Microscopia de Fuerza

Atomica (SPM-AFM VEECO NANOSCOPE V-UNIDAD DE CONTROL)

63



Capitulo III. Materiales y método

perteneciente al Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Teoricas y Aplicadas

(INIFTA-CONICET-UNLP).

D. Analisis elemental: La variacion relativa porcentual (peso%) de calcio (Ca),
fosforo (P) y nitrogeno (N) en el esmalte superficial se registrd con espectrometria de
energia dispersiva EDS al MEB (PHILIPS-SEM 505-EDS) y con Espectroscopia de
Fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS). El EDS permite obtener informacion de

un volumen de muestra de alrededor de 1 a 5 pm’.

El XPS consiste en una espectroscopia semicuantitativa y de baja resolucion
espacial que se utiliza para estimar la estequiometria (con un error del 10%
aproximadamente), el estado quimico y la estructura electronica de los elementos que
existen en los primeros 10 nm de una superficie. Permite la identificacion de todos

los elementos presentes (excepto H, He) en concentraciones mayores al 0,1%.

El MEB pertenece al CINDECA- CONICET- UNLP vy el equipo XPS al Instituto
de Investigaciones Fisicoquimicas Tedricas y Aplicadas (INIFTA-CONICET-
UNLP).

E. Estructura quimica del esmalte. Se caracterizo la estructura cristalina de la
hidroxiapatita de la superficie adamantina mediante el estudio de difraccion de rayos
X y el andlisis por espectroscopia FTIR de grupos funcionales. Esta técnica
proporciona un espectro de reflexion de las bandas de los grupos funcionales de las
sustancias inorgdnicas y organicas, por lo cual es posible realizar una identificacion
de los materiales. Permite la evaluacion de grupos funcionales tales como COs;”>,

PO,

Se utilizé un difractometro Philips usando una radiacion Cu Ka (A = 1,5406 A),
con una velocidad de 0,02° min™ y un tiempo de conteo de 2 s por paso. Los estudios
por espectroscopia infrarroja se realizaron por la técnica DRIFTS (reflectancia
difusa) en un Espectrometro Infrarrojo por Transformada de Furier, Bruker Vertex
70, con una resolucion de 4cm™. Ambos instrumentos pertenecen al Centro de

Investigacion y Desarrollo en Ciencias Aplicadas (CINDECA- CONICET- UNLP).
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F. Anadlisis de porosidad: La superficie real del esmalte y sus variaciones de
porosidad se determinaron mediante la técnica de adsorcion de gases y el célculo de

superficie especifica.

Se realizaron ensayos que utilizan la teoria B.E.T. (Brunauer, Emmet y Teller) y
de los mismos se obtuvieron datos de superficies especificas del esmalte y la
distribucion de tamafios de poros del mismo. Las areas BET se midieron por
adsorcion de N, a la temperatura del nitrogeno liquido (77 K) en un sortémetro

Micromeritics Accusorb 2100 D (CINDECA-CONICET-UNLP).

II. POBLACION Y MUESTRA

La poblacion estuvo conformada por coronas de piezas dentarias humanas
permanentes sanas, pertenecientes al grupo dentario anterior o posterior, procedentes
del archivo de la Asignatura Histologia y Embriologia de la Facultad de Odontologia
de la UNLP, obtenidas con el debido consentimiento del paciente. Estas fueron
conservadas en seco previa descontaminacion. La muestra fue por conveniencia
(Figura 26) y el tamafio fue de 50 coronas dentarias, de las cuales se obtuvieron
secciones de esmalte que se dispusieron en distintos grupos segun los métodos de

analisis considerados.

Figura 26. Una muestra de los dientes utilizados. En algunos se evidencia la
presencia de calculo radicular.

65



Capitulo III. Materiales y método

1. Criterios de inclusion

Se incluyeron coronas dentarias permanentes, con esmalte intacto en las caras
libres; sin caries ni mancha blanca; sin restauraciones plasticas o rigidas en esas
superficies; con o sin desgaste en borde incisal o cuspideo siempre que no

comprometiera la totalidad del tercio oclusal.

2. Criterios de exclusion

- No se consideraron coronas dentarias con hipoplasia del esmalte, amelogénesis
imperfecta, con lesiones cervicales de erosion o adfraccion.

- No se tomaron muestras de la cara palatina de dientes anteriores superiores, pues
el espesor del esmalte radial es menor y puede estar ausente. Con igual criterio no se
consider6 el esmalte del tercio cervical.

- No se incluyeron piezas dentarias temporarias pues frecuentemente presentan

esmalte aprismatico en las caras libres.

3. Variables no relevantes

No fue relevante el grupo dentario al que pertenece la pieza, pudiendo ser anterior
y posterior, superior e inferior debido a que todas ellas, en las superficies libres,

presentan semejante organizacion en la microestructura (esmalte radial).

I11. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizé un disefio longitudinal experimental in vitro sobre un modelo
bioldgico. Se considerd un grupo experimental sésamo y uno control, saliva artificial
(Cuadro 2 A). Para el control de variables intervinientes, se realizaron medidas
repetidas y/o se formaron grupos emparejados constituidos por secciones de una

misma pieza dentaria (Cuadro 2 B).

La primera etapa de la investigacion, consistié en determinar las condiciones de

produccion de la lesion de erosion del esmalte dental. Para ello se utilizaron ensayos
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de microdureza Vickers en muestras apareadas (secciones de esmalte de una misma
corona), siendo un grupo control sano y un grupo experimental. Los resultados
obtenidos se compararon con estudios previos para definir el tiempo de exposicion.
Una muestra de cada grupo fue observada y analizada mediante MEB-EDS para

determinar la morfologia y la composicidon quimica.

En la segunda etapa, sobre el esmalte erosionado, se aplicd un tratamiento con
sésamo ciclado en saliva artificial durante 5 dias. Posteriormente se disefid una
tercera etapa, para conocer la potencialidad del sésamo sin intervencion de la saliva
artificial, exponiendo el esmalte erosionado durante un tiempo de 24 h en

condiciones estaticas.

Cuadro 2 A. Modelo experimental. Grupos independientes

Registro de la variable dependiente

EXPERIMENTAL CONTROL
Grupos

Sésamo Saliva artificial

Cuadro 2 B. Modelo experimental. Grupos con medidas repetidas

Registro de la variable dependiente

Esmalte | Esmalte con erosiéon | Esmalte tratado

EXPERIMENTAL | sano (después de (después de la
Sésamo (antes) | desmineralizacion solucion)
Grupos
Esmalte | Esmalte con erosion | Esmalte tratado
CONTROL sano (después de (después de la
Saliva artificial (antes) | desmineralizacion solucion)

Ademas, para profundizar el conocimiento del efecto del sésamo, se considerd un
modelo pre-experimental con un Unico grupo (sésamo) y se realizaron registros
antes de crear la lesion superficial de erosion (esmalte sano), después de la erosion
(esmalte desmineralizado) y después del tratamiento (Cuadro 3). Se utilizd para la
descripcion de la estructura quimica, grupos funcionales y porosidad en el régimen

en condiciones estaticas (24 h).
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Cuadro 3. Modelo pre-experimental

Registro de la variable dependiente
Esmalte Esmalte con Esmalte tratado
Grupo SESAMO sano erosion (después de la
experimental (antes) (después de solucion)
desmineralizacion)

Para el estudio de los bioelementos contenidos en la semilla de sésamo y la acidez

de la solucion y la bebida el modelo fue descriptivo.

El analisis estadistico de los resultados se realizé mediante el software Origin Pro
8 (OriginLab). Se utiliz6 test ANOVA con comparaciones multiples Turkey. El error

a aceptado fue menor a 0,05.

La caracterizacion de la superficie del esmalte mediante técnicas de mayor
complejidad (XPS, AFM, DRX, FTIR, superficie especifica) fueron realizados como
estudios complementarios de apoyo y/o confirmacion de los datos registrados
mediante otros ensayos, para lo cual, se destin6 una muestra seleccionada al azar
para cada método. La combinacidén de distintas técnicas de estudio de superficies
solidas permitio integrar la informacion obtenida de los niveles superficial y

subsuperficial.

IV. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para el estudio de la composicion elemental de la solucion de sésamo mediante
ICP se prepararon las siguientes muestras: semillas de sésamo seco, sésamo
germinado, solucion de sésamo preparada con agua destilada y solucion de sésamo
preparada con solucion fisioldgica. Las muestras fueron secadas en estufa, luego se
disolvieron en una mezcla acida de 3 ml de HNO; y 3 ml de HC1O4 y finalmente se
llevaron a solucidon acuosa de 100 ml. Ademaés se metalizaron semillas secas para su

analisis al MEB-EDS.

En la preparacion de las muestras de esmalte, se separ6 la porcion radicular de la

coronaria con piedra de diamante y alta velocidad con refrigeracion acuosa (Figura
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27). Antes del experimento, se realiz6 la limpieza del esmalte con instrumental
rotatorio de baja velocidad, brochita y pasta de piedra pémez. Se lavaron con agua a
presion y se hidrataron primero en agua destilada durante 1 mes y en saliva artificial
hasta el momento de su uso. Previo a disponer su uso, se obtuvieron secciones de
esmalte de las caras libres, mediante instrumental rotatorio de alta velocidad y piedra
de diamante cilindrica delgada, bajo refrigeracion acuosa. La porcion

correspondiente a dentina y camara pulpar se cubridé con un material impermeable.

Figura 27. Coronas dentarias limpias

Cada ensayo requirié condiciones particulares de preparacion de las muestras y un
disefio experimental acorde, debido a las caracteristicas de los instrumentos
utilizados. A continuacion se detalla su preparacion de acuerdo a la técnica

considerada.

A. Preparacion de las muestras para MICRODUREZA.

Para el registro de microdureza, la superficie a ensayar debe ser plana y con
pulido a “espejo”.

Para determinar las condiciones de erosion del esmalte se utilizaron 8 secciones
de esmalte sano, de las cuales 4 de ellas se expusieron a la bebida y 4 permanecieron

sanas. Se trabajo con grupos apareados, tal que la muestra sana se correspondia con
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la tratada. Después del tratamiento las coronas fueron incluidas en polimero,
desgastadas con lijas de grano 600-1000-1500 y 2000, pulidas con paio y pasta de

brillo. Se lavaron con alcohol, ultrasonido 10 minutos y se secaron con calor seco.

Para la evaluacion de las variables del esmalte erosionado tratado con régimen
ciclico (sésamo y saliva 5 dias), se destinaron 36 muestras distribuidas en 3 grupos
experimentales: agua (A), saliva (S) y sésamo (SE) de manera tal que, cada grupo
contenia una muestra tratamiento y su respectiva mitad sana (AS, SS y SES).
Después del tratamiento se procedio a la inclusion, desgaste y pulido tal como se

explico en el parrafo anterior.

Para las condiciones estaticas de exposicion (sésamo 24 h), 21 secciones de
esmalte de lascaras libres se incluyeron en polimero, se desgastaron con lijas de
grano 1000- 1500 y 2000, se pulieron con pafio y pasta de brillo. Luego se lavaron
con alcohol, ultrasonido 10 minutos y se secaron. Se realizaron ensayos de
microdureza sobre el esmalte sano. Se descartaron aquellas muestras cuyos valores
de dureza se desviaban mas de 1 GPa. Del total, 17 muestras, fueron
desmineralizadas y nuevamente ensayadas. Finalmente se distribuyeron en 2 grupos,

sésamo y saliva artificial, y se realizaron registros después del tratamiento.

B. Preparacion de las muestras para MEB- EDS.

La técnica para MEB requiere metalizado de las muestras por lo que no resulta
viable medir antes, después de la erosion y después del tratamiento en el mismo
diente. Por lo tanto, se trabajé con secciones de una corona. Se realizaron conteos

para EDS en 3 zonas de cada muestra.

Para caracterizar la superficie del esmalte tratado con régimen ciclico, se
prepararon 2 secciones de esmalte de una misma corona sin incluir en resina, y se
aplico en una el tratamiento con saliva y en la otra el sésamo ciclado 5 dias. Se
observaron al MEB y se analizaron con EDS.

Ademas, se destinaron 26 secciones de esmalte para analizar la superficie libre,
sin degaste ni inclusion en resina aplicando el tratamiento con sésamo 24 h. Se

distribuyeron en mitades, una porcion quedo solo desmineralizada y la otra se expuso
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al tratamiento, quedando constituidos los siguientes grupos de muestras: sanas (6
muestras), saliva desmineralizada (5 muestras), saliva 24 h (5 muestras), sésamo
desmineralizada (5 muestras), sésamo 24 h (5 muestras). Las secciones se

metalizaron para su observacion al MEB y el analisis con EDS

C. Preparacion de las muestras para XPS- AFM - ESPECTROSCOPIA FTIR-
DIFRACCION DE RAYOS X - SUPERFICIE ESPECIFICA

Para ambos regimenes de exposicion, se utilizaron secciones de esmalte de
espesor delgado, con una fina capa de dentina subyacente. No se realizd degaste, ni

inclusion en resina para no alterar la superficie a estudiar.

Para los regimenes ciclico y estatico se utilizaron secciones de una misma pieza
para el andlisis XPS (2 muestras) y AFM (2 muestras); una de ellas recibi6 el
tratamiento con sésamo 24 h y la otra saliva artificial. En cambio, para el analisis
mediante DRX, FTIR y superficie especifica s6lo se consider6 el régimen estatico y
trabajo con una muestra realizando registros en el esmalte sano, erosionado y tratado

con sésamo.

V. PROCEDIMIENTO

A. Analisis del esmalte dental sano
Se analiz6 la superficie libre del esmalte dental para valorar las condiciones
iniciales y las variaciones en la microestructura producidas por la desmineralizacién

y el tratamiento con la solucidon de sésamo y la saliva artificial.

B. Desmineralizacion del esmalte: lesiones de erosion

Se utilizaron 100 ml de bebida gaseosa sabor cola, envasada en botella de vidrio,
recién destapada. La lesion de erosion fue creada por inmersion durante 90 minutos.
Las condiciones de produccion de las lesiones de erosion del esmalte dental fueron

determinadas considerando estudios previos (64, 81, 92, 151, 152).
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Composicion de la bebida

La bebida utilizada estd compuesta por agua carbonatada, azucar, Col E-150d,
ACI E-338 y ARO, cafeina (153). El colorante E-150d es caramelo de sulfito
amonico; el acidulante E-338 es 4cido fosforico, un acido relativamente débil que
mantiene el pH (grado de acidez) de la bebida y ARO es un aromatizante de vainilla

(154).

De acuerdo con métodos electroquimicos de titulaciéon acido- base para la
valoracion de la acidez (H3;PO4) de una bebida cola, se determind el punto de
equivalencia por el método potenciométrico usando un electrodo de vidrio (155)

resultando una concentracion de acido fosforico de 0,03% (156).

El grado de desmineralizacion del esmalte dependera de la composicion quimica
inicial del esmalte. Sabel (63) demostré que la solubilidad del esmalte a los acidos es
funcién de la composicion quimica y del grado de porosidad del tejido. También

depende del tipo de 4cido utilizado y el tiempo de exposicion al mismo (56).

C. Tratamiento con la solucion de sésamo

El régimen ciclico en saliva artificial, consistid en la inmersion del esmalte
desmineralizado en una solucion de sésamo, durante 3 minutos, 4 veces por dia,
Sdias, a temperatura ambiente. Las muestras se conservaron en saliva artificial entre

los ciclos. Ambas soluciones fueron renovadas cada 48 h.

El régimen en condiciones estaticas consistio en la inmersion del esmalte
desmineralizado durante 24 h en la solucidén de sésamo. Este tiempo de inmersion se
establecié de acuerdo a trabajos realizados sobre la remineralizacion del esmalte

erosionado con saliva artificial (157).

Preparacion de la solucion de sésamo

Se colocaron 100 g de semillas de sésamo integrales en un recipiente con agua y
una gota de agua lavandina para lavarlas, agitando con una cuchara. Luego se

escurrieron y se enjuagaron con agua corriente. Se sumergieron en agua destilada (3
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veces su volumen) y se dejaron en remojo durante 6 horas. Luego se quito el agua, se
enjuagaron con agua corriente y se colocaron en recipiente seco, tapado en lugar
templado, con poca luz durante 24- 48 h (dependiendo de la época del ano). Este
procedimiento tiene la finalidad de activar la semilla mejorando el aprovechamiento
de sus nutrientes y minerales (158, 159). La aparicion del brote inicial es indicador
del cese en el tiempo de germinacion (Figura 28). Después de ese lapso se

procesaron hasta obtener una pasta agregando agua destilada (100 ml) (Figura 29).

Figura 29. Pasta obtenida del procesamiento de las semillas

Se paso la pasta por una tela de seda comprimiendo hasta obtener una solucion de
aspecto lechoso, blanco marfil, espesa (Figura 30). La solucion se conservo hasta 48

horas en la heladera.
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Figura 30. Solucion de semillas de sésamo

D. Tratamiento con la saliva artificial

Las muestras expuestas a la saliva artificial con régimen ciclico y estatico
constituyeron el grupo control. Se conservaron en saliva artificial por 5 dias
renovandose la solucion cada 48 h o durante 24 h segun el régimen. Se compar6 el

efecto del sésamo con la saliva artificial en las distintas condiciones de exposicion.

Composicion de la saliva artificial

Se utilizd el producto comercial Solucion Oral NAF® que posee un pH neutro y
la siguiente composicion cada 100 ml:

Hidroxipropilmetilcelulosa 1g

Xilitol 3 g

Cloruro de sodio 0,1 g

Cloruro de potasio 0,1 g

Fluoruro de sodio 0,2 mg (0,9 ppm de i6n fltor)

Cloruro de magnesio 5 mg

Cloruro de calcio 15 mg

Sulfato de potasio 40 mg

Bouquet de menta.

Nipagin sodico

Agua
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VI. ASPECTOS METODOLOGICOS DEL REGIMEN CICLICO

En esta parte del experimento, se utilizaron en total 39 secciones de esmalte. Para
el registro de microdureza, 36 secciones se distribuyeron para formar los grupos

experimentales apareados (Figura 31).

Figura 31. Muestras preparadas para dureza Vickers. De izquierda a derecha grupo
agua, saliva artificial, sésamo ciclado, En cada grupo, las hileras de la izquierda
corresponden a las mitades sanas.

Los ensayos se realizaron con un microdurometro Future Tech FM-700
(LIMF).Se trabajo con una carga de 50 gf durante 10 segundos (tiempo de carga)
segin ASTM E 384-89. El registro se realiz6 en la zona media superficial de cada

muestra. Se realizaron 5 improntas por muestra.

La dureza Vickers se calcul6 con la siguiente formula (160):
HV = 1854 (F/d?)

F = es la carga en gramos; d = es la longitud de la diagonal de la impronta en
micrémetros

Se determino el porcentaje de pérdida mineral en cada grupo mediante la siguiente
ecuacion (161):
%AHV=100*(HVi-HVf)/HVi

Donde HVi es microdureza inicial esmalte sano y HVf microdureza final después
del tratamiento
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Para investigar las caracteristicas de la superficie de esmalte tratado con sésamo,
se recurrio al andlisis topografico de la superficie del esmalte antes y después de la
erosion y después del tratamiento. Para ello, dos secciones delgadas de la superficie
libre del esmalte de una corona dentaria, sin incluir en resina, fueron tratadas, una
con saliva y otra con sésamo ciclado. Las mediciones se realizaron antes (esmalte

sano), después de la desmineralizacion y después del tratamiento.

De las mismas secciones se obtuvieron espectros de EDS para valorar cuali y
cuantitativamente los elementos presentes en superficie. Las muestras se metalizaron
con oro y se observaron mediante un MEB, con 25kV de presion a alto vacio y un

conteo de electrones vivos de 30-40 s (CINDECA —CONICET- UNLP).

Ademas otra muestra de esmalte sin incluir en polimero, se dispuso para el estudio
mediante XPS. Se obtuvieron espectros del esmalte sano, desmineralizado y tratado

con sésamo ciclado.

Los espectros se tomaron excitando con radiacion de 1486,6 eV (Al Ka, no
monocromatico), voltaje del anodo 13 kV y una potencia de 200 W. Se utiliz6 un
analizador de energias Hemisférico PHOIBOS 100 MCD, SPECS operando con una
energia de paso de 40eV. La escala de energia se calibr6 con una muestra de Au-Cu:
Au 4f 75: 84 eV y Cu 2p3pn: 932.66 eV. Como referencia interna para corregir
posibles efectos de carga se utiliz6 el C 1s (285,0 eV).

La cuantificaciéon, en atomos por ciento, se realizd teniendo en cuenta las
sensibilidades relativas y suponiendo que los elementos se encuentran distribuidos
homogéneamente en el Los espectros se tomaron excitando con radiacion de 1486,6

eV (Al Ka, no monocromatico), voltaje del anodo 13 kV y una potencia de 200 W.
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VIL. ASPECTOS METODOLOGICOS DEL REGIMEN EN CONDICIONES
ESTATICAS

Para la evaluacion del efecto del sésamo en condiciones estaticas se utilizaron en

total 52 secciones de esmalte.

Los grupos experimentales para medir microdureza en la superficie libre de la
erosion tratada con las soluciones, fueron saliva y sésamo; los registros se realizaron
antes, después de la desmineralizacion y después del tratamiento. Las secciones de
esmalte (21 muestras) fueron incluidas en polimero antes de comenzar los ensayos
(Figura 32). Después de desgastadas y pulidas se montaron en la platina para los

ensayos (Figura 33).

La microdureza superficial se registrdé con un equipo Triboindenter- Multirange
Nano Probe (MRNP) Hysitron Inc. (INTEMA- UNMAP) (Figura 34). La carga
aplicada fue de con una fuerza de 4000 uN. La funcién utilizada se muestra en las
Figuras 35 y 36. Las improntas se efectuaron sobre el esmalte mas externo (Figuras

37y 38).

Figura 32. Muestras preparadas para microdureza

77



Capitulo III. Materiales y método

Figura 33. Muestras montadas en la platina

Figura 34. Muestras en el Triboindenter

+ Funcidn drea utilizada para el analisis.

Trea Funcien:
Fie Dats: 11/30:2015

4065

00 00 20 o &0 0 &0 ™o

Figura 35. Funcion area para dureza superficial
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Figura 38. Zona de indentacién en la superficie mas externa

Los fragmentos de esmalte (n=26) destinados al estudio mediante MEB- EDS
(CINDECA) no se incluyeron en resina ni fueron desgastados. Los grupos
conformados para el andlisis morfologico y quimico fueron esmalte sano,
desmineralizado, sésamo y saliva. La superficie de dentina se cubrié con esmalte de

ufias. Se realizo metalizado con oro.

Dos secciones correspondientes a una misma corona dentaria sin incluir, fueron
examinadas al AFM para estudiar la rugosidad, una fue tratada con sésamo 24 h y
otra con saliva artificial 24 h. En cada muestra se realizaron registros en esmalte

sano, desmineralizado y tratado.

Ademds otras 2 muestras apareadas de esmalte sin incluir en polimero, se
dispusieron para el estudio mediante XPS. Se obtuvieron espectros del esmalte sano,

desmineralizado y tratado con ambas soluciones.
Una muestra de esmalte sin incluir se destind para el andlisis de difraccion de

rayos X, espectroscopia infrarroja y de superficie especifica. Se examiné el esmalte

sano, desmineralizado y tratado con sésamo.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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I. ANALISIS DE LA SEMILLA DE SESAMO

Resultados para el objetivo: Comprobar cuali y cuantitativamente la presencia

de bioelementos contenidos en la semilla y en la solucion de sésamo.

Las semillas secas de sésamo fueron observadas al MEB y se registro la
composicion de elementos con sonda de EDS. Los espectros de energia dispersa r-X
muestran la presencia de calcio, fosforo, magnesio, potasio, encontrandose ausente el
sodio. La relacion porcentual de los elementos de la cubierta (Figura 39) fue

diferente de la del interior (Figura 40).

Tanewitch infi1 41215 e mills 1upe

Figura 39. EDS de la semilla de sésamo en la cubierta
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Figura 40. EDS de la semilla de sésamo en su interior

Se encontr6 diferente concentracion (peso%) de Ca y P en la cubierta de la semilla
y en su interior. En la cubierta, los valores promedio fueron Ca: 80,20 &+ 11,12 siendo
85,89 el valor de la tendencia central y P: 15,95 + 9,10, siendo la tendencia central
11,37 (Tabla 1). La relacion Ca/P resulté 6,59 + 3,43. En el interior de la semilla se
encontrd Ca: 42,56 + 1,85; P: 46,07 &+ 3,18 y la relacién Ca/P: 0,92 + 0,10 (Tabla 2).
El magnesio se encontr6 en mayor proporcion en el interior de la semilla que en la

cubierta siendo su valor porcentual 11,36 y 3,93 respectivamente.

Tabla 1. Composicion elemental de la semilla de s€samo en la cubierta. Valores
expresados en peso%

Ca P Ca/P Mg
semilla 1 71 23,54 3,02 5,45
semilla 2 61,85 30,88 2,00 7,27
semilla 3 89 8,01 11,11 3,59
semilla 4 87,61 10,54 8,31 1,85
semilla 5 86,36 11,28 7,66 2,35
semilla c-8 85,43 11,47 7,45 3,1
MEDIANA 85,89 11,37 7,55 3,34
PROMEDIO 80,20 15,95 6,59 3,93
DE 11,12 9,10 3,43 2,05

La mayor concentracion de calcio se localiza en la cubierta de la semilla.
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Tabla 2. Composicion elemental de la semilla de sésamo en el interior. Valores

expresados en peso%

Ca P Ca/P Mg
semilla n-c 6 43,88 43,82 1,00 12,3
semilla n-7 41,25 48,32 0,85 10,43
PROMEDIO 42,56 46,07 0,92 11,36
DE 1,85 3,18 0,10 1,32

Al MEB la cubierta de la semilla muestra una cuticula delgada con forma de

cotiledones (Figura 41). Por debajo pueden observarse células columnares

correspondientes a la testa, dispuestas en empalizada, sin espacios intercelulares

(Figura 42).

25.0kV x100 100um

Figura 41. Micrografia de la superficie de la semilla de sésamo. Cubierta de la

semilla de sésamo. MEB x 100
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semillan-c 3 25.0kV x1000 10um

Figura 42. Micrografia de la superficie interna de la semilla de sésamo. Se observan
células columnares. MEB x 1000

La determinacion de elementos mediante ICP permitio6 identificar calcio y fosforo
aunque la concentracion en las distintas muestras fue semejante, el sésamo
germinado presento el mayor valor en ambos elementos. Los resultados obtenidos de

cada muestra estan expresados en la Cuadro 4. La relacion Ca/P fue de 0,7.

Cuadro 4. Determinacion de elementos del s€samo por ICP

Muestra Concentracion (mg de  Concentracion (mg de
P/ g de muestra) Ca/ g de muestra)

Semilla de sésamo seca 9,42 6,84

Sésamo germinado 9,83 7,49

Sésamo en agua destilada 9,24 6,84

Sésamo en solucion fisioldgica 9,73 7,39

Resultados para el objetivo: Reconocer la acidez de la solucion de sésamo y de

la bebida gaseosa.

En la escala colorimétrica utilizada, el pH de la solucion de sésamo corresponde a

6 y el de la bebida corresponde a 3 (Figura 43).
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Figura 43. Acidez de la solucion de sésamo y la bebida gaseosa. Tiras colorimétricas

de pH y la escala correspondiente

II. PRODUCCION DE LESIONES DE EROSION DEL ESMALTE DENTAL

Resultados para el objetivo: Definir las condiciones de produccion de las

lesiones de erosion del esmalte dental superficial

El esmalte expuesto a la bebida gaseosa durante 90 minutos mostré una dureza
Vickers de 313,7 HV mientras que en el esmalte sano resulté de 421,7 HV. El

porcentaje de disminucion de la dureza representd un 25%.

Se seleccion6 un tiempo de exposicion de 90 minutos teniendo en cuenta los
resultados informados por otros estudios. En un trabajo utilizando la misma bebida
gaseosa (151), se determiné que la dureza del esmalte expuesto durante 180 minutos
fue de 256,5 HV, mientras que en el esmalte sano fue de 342,8 HV. El porcentaje de
disminuciéon de la dureza del esmalte tratado resultdé semejante al obtenido en
nuestros ensayos. Otros autores, utilizando la misma bebida durante una hora de
exposicion, reportaron un porcentaje de dureza del esmalte del 92,6% en relacion al

sano y del 85,7% después de 3 h (81).

Ademas, para definir la produccién de la erosidon, se evalud el aspecto

morfoldgico y quimico de una muestra sana y una tratada con la bebida mediante
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MEB-EDS del LIMF. Las condiciones de observacion fueron a bajo vacio con
presion variable de 20 kV y un conteo de electrones de alrededor de 60 segundos. Se
utilizé la funcion de escaneo lineal (Line- Scan) y se obtuvieron los espectros

correspondientes.

La observacion al MEB del esmalte sano incluido en polimero, revel6 un aspecto
homogéneo de la superficie externa (esmalte radial) (Figura 44). El analisis
elemental por EDS de calcio y fésforo, mediante escaneo en linea (Line Scan)
identifico espectros constantes en el esmalte radial que desaparecen donde comienza

la resina (Figura 45).

La erosion producida por la exposicion a la bebida aparece en las micrografias
como una banda superficial irregular (Figura 46). El espesor medio de la zona
desmineralizada fue de 9 um, aunque resulté muy variable. Los espectros en linea
mostraron una disminucion en los picos de calcio y fésforo en la zona

desmineralizada, correspondiente a los 10 a 16 um aproximadamente (Figura 47).

i
Figura 44. EDS Line Scan en esmalte sano. MEB x 2400
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Figura 45. Espectros EDS del esmalte sano. De izquierda a derecha esmalte sano (de
0 a 58 micrones) hasta resina de inclusion (58 a 77 micrones).
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Figura 46. Micrografia del esmalte erosionado y medidas. MEB x 2600
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Figura 47. EDS Line del esmalte erosionado. 4 EDS Line Scan, arriba resina, abajo
esmalte. B Espectros: de izquierda a derecha resina de inclusion (0 a 8 micrones)
franja de esmalte desmineralizado (8 a 16 micrones) y esmalte sano (16 a 64
micrones).

Por lo expuesto, consideramos que la exposicion durante 90 minutos del esmalte a

la bebida gaseosa resultd un tiempo adecuado para crear una lesién de erosion en el

esmalte dental.
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III. REGIMEN CICLICO: SESAMO CICLADO EN SALIVA ARTIFICIAL

Resultados para el objetivo: Explorar las variaciones producidas en el
contenido mineral de las lesiones de erosion del esmalte dental expuesto a una

solucion de sésamo con régimen ciclico mediante el registro de microdureza.

Se estudiaron las variaciones producidas en el contenido mineral de las lesiones
de erosion del esmalte dental expuesto a una solucion de s€samo con régimen ciclico.
Se obtuvieron valores de microdureza Vickers en los grupos agua, saliva y sésamo y

en sus respectivas mitades sanas.

El grafico de barra muestra la comparacion del comportamiento de las muestras
de cada grupo (Figura 48). Los valores medios de microdureza Vickers y la
desviacion estandar del esmalte tratado de los distintos grupos se muestran en la
Tabla 3. La dureza de las muestras SE resulté mayor en relacion a los grupos A 'y S.

No se encontro6 diferencia significativa (p>0,05) entre las muestras A y S (Figura 49).

TRATADA
BEEE SANA

307,76 307,95 321,69

MICRODUREZA HV
[
5
1

A ; S ; SE ;
MUESTRAS

Figura 48. Microdureza de las muestras sanas y con tratamiento. A: grupo agua,
S: grupo saliva artificial, SE: grupo sésamo
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Tabla 3. Valores de microdureza (HV), deviacion estandar (DE) y error estandar
(EE) de muestras tratadas

Muestra Tamafio Media (HV) DE EE de la
Media

Tratada A 6 307,76 18,40 3,36 (0)

Tratada S 6 307,95 18,81 3,43 (0)

Tratada SE 6 321,68 16,81 3,07 (1)

Los numeros distintos indican que la diferencia es significativa (p<0,05)

340

320+

Mean

300

280

Index

Figura 49. Valores promedio de microdureza (DE y Error) de muestras tratadas

La microdureza de las muestras sanas de todos los grupos (Tabla 4), no presentd

diferencia significativa (Figura 50).

Tabla 4. Microdureza (HV), desviacion estandar (DE) y error estandar (EE) de

muestras sanas

Muestra Tamafio Registros | Media (HV) | DE EE de Ila
Media

Sana A 6 5 413,57 16,32 2,98 (0)

Sana S 6 5 411,32 17,85 3,25 (0)

Sana SE 6 5 416,44 18,65 3,40 (0)

Los numeros iguales indican que la diferencia no es significativa (p>0,05)
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Figura 50. Valores medios de microdureza (DE y Error) de muestras sanas

El esmalte del grupo SE registré menor pérdida de dureza superficial en relacion a

los grupos A y S (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de pérdida mineral

A

S

SE

%AHV

25,58

25,13

22,75

A: grupos agua, S: grupo saliva artificial, SE grupo sésamo

Resultados para el objetivo: Observar la modificacion topogrdfica, morfologica

y elemental, producida en la microestructura de las lesiones de erosion del esmalte

dental expuesto a una solucion de sésamo con régimen ciclico.

Se examinaron las modificaciones topograficas producidas en la microestructura

de las lesiones de erosion del esmalte dental expuesto a una solucion de sésamo

ciclado con saliva artificial durante 5 dias.

Los registros se realizaron sobre esmalte sin desgastar ni incluir en polimero. Se

destinaron 2 mitades de una misma corona correspondientes a la superficie palatina

(muestra P) y vestibular (muestra V). Después de crear la erosion, en una se aplico el

tratamiento con sésamo (muestra V) y en la otra saliva artificial (muestra P) durante
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el mismo tiempo. Se midié antes, después de la desmineralizacion y después del
tratamiento. La rugosidad inicial fue similar en (P) y (V) en un area de 5 um, pero
presentd mayor diferencia al aumentar el area de registro, presentando mayor
rugosidad (P). Después de la desmineralizacion, la rugosidad aument6 mas de 10
veces en los 5 um y 15 veces en (V) en el area de 20 pm. Con el tratamiento de
sésamo, la rugosidad disminuy6 en todas las areas. En cambio, en la tratada con

saliva solo se redujo en los 5 um (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores de rugosidad superficial para las muestras tratadas con saliva y
con sésamo ciclado 5 dias

SANO DESMINERALIZADO TRATADO
SS SES SD SED S SE

03/11/2014 28/11/2014 23/02/2015
Diente-P Diente-V Diente-P Diente-V Diente-P Diente-V
S um S5 um S um S um S um S um
Rqnm 9,2 8,645 98.8 110,675 74,85 74,6
Ranm 7,4375 6,415 79,35 87,925 59,225 58,65
Rmax nm 61,725 79,575 589,75 602,25 473 524,75
Diente-P Diente-V Diente-P Diente-V Diente-P Diente-V
10 um 10 pm 10 um 10 um 10 um 10 um
Rqnm 27,075 11,18 144 168,5 141,5 63,625
Ranm 22,2 8,3575 115,5 135,75 115,05 49.6
Rmax nm 163,625 111,2 853,25 1019 822,25 414,25
Diente-P Diente-V Diente-P Diente-V Diente-P| Diente-15
15 um 15 um 15 um 15 um 15 um um
Rqnm 41,7 14,125 164,5 265 185,25 71,375
Ranm 33,825 11,0125 134 211,5 150,25 54,175
Rmax nm 247,75 108,95 1052,5 1464,75 1078,5 554
Diente-P Diente-V Diente-P Diente-V Diente-P Diente-V
20 um 20 um 20 um 20 um 20 um 20 um
Rqnm 70,875 19,625 206,25 316,75 185,75 97,95
Ranm 59,675 15,425 168 261,75 147,5 74,275
Rmax nm 369,75 155,75 1167,75 1796 1187,25 670,25

Rq nm Rugosidad. Ra nm Media aritmética. Rmax nm La diferencia méxima de
altura. Saliva: SS esmalte sano. SD esmalte desmineralizado. S esmalte tratado con
saliva. Sésamo: SES esmalte sano. SED esmalte desmineralizado. SE esmalte tratado
con sésamo.
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Las imagenes de AFM de las muestras (P) y (V) se convirtieron en proyecciones
3D de rugosidad superficial para el area de 20 um. La topografia del esmalte sano es
levemente irregular con surcos poco profundos (Figura 51 4 y D). El esmalte sano de
la muestra tratada con sésamo ciclado presentd elevaciones y depresiones suaves,

con escasa rugosidad (Figura 51 D).

Después de la accion de la bebida, la erosion se presentd afectando al prisma. En
la muestra (V), la accion del acido produjo un patron de grabado de tipo I, con areas
deprimidas en el corazéon de los prismas y contornos elevados (Figura 51 E). En
cambio, en la muestra (P), el acido produjo un patron invertido, presentando areas

redondeadas elevadas circundadas por depresiones profundas (Figura 51 B).

El tratamiento con saliva artificial produjo una reduccién de las elevaciones y
depresiones en relacion al esmalte sano (Figura 51 C). Después del tratamiento con

sésamo ciclado, el esmalte resultod en gran parte, con menor rugosidad (Figura 51 F).

De las mismas muestras (P) y (V) ya tratadas, se obtuvieron imagenes del MEB y

espectros de EDS.

Al MEB se observé un deposito muy delgado de material cubriendo los prismas
desmineralizados tanto en la muestra tratada con saliva como en la tratada con
sésamo. La muestra (P) evidencio un depdsito de aspecto granular que enmascara los
contornos de los prismas (Figuras 52 y 53). En el espectro EDS de esta muestra se

detectaron picos de calcio y fosforo (Figura 54).
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Figura 51. Imagenes de rugosidad superficial mediante AFM. 4 y D esmalte sano. B
y E esmalte erosionado. C esmalte desmineralizado tratado con saliva artificial. F
esmalte desmineralizado tratado con sésamo ciclado en saliva. 4, By C diente
tratado con saliva artificial. D, E y F diente tratado con sésamo ciclico
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P 1 25,08V £1000 10pm

Figura 52. Micrografia del esmalte erosionado tratado con saliva artificial.
Muestra (P). MEB x1000

P2 25,06V €100 10um

Figura 53. Micrografia del esmalte erosionado tratado con saliva artificial. Otra zona
del esmalte de la muestra (P). MEB x 1000
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Figura 54. EDS del esmalte tratado con saliva. Muestra (P).

La micrografia de la muestra (V) tratada con sésamo ciclado, también mostré un
depdsito de espesor variable taponando los poros creados por la erosion (Figuras 55 y
56). La superficie presentd un aspecto mas homogéneo que la tratada con saliva
artificial. EI EDS de (V) resultd semejante a la tratada con saliva artificial (Figura
57).

B

2 x v s
Sesamo 2 250KV x1000 10um ————

Figura 55. Micrografia del esmalte erosionado tratado con sésamo ciclado.
Muestra (V). MEB x1000
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Figura 56. Micrografia del esmalte erosionado tratado con sésamo ciclado. Detalle de
la muestra (V) a mayor aumento. MEB x 2000

f——

Figura 57. EDS del esmalte tratado con sésamo. Muestra (V).

Los valores relativos de calcio y fosforo y su relacion (Ca/P) no presentaron

diferencias (Tabla 6).
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Tabla 6. Analisis semicuantitativo del tratamiento saliva y sésamo ciclado. Valores
expresados en peso relativo.

29/05/2017

Pl

P2

P3
PROMEDIO
DE

Saliva Muestra P

Ca P
56,96 43,04
56,75 43,25
59,31 40,69
57,67 42,33

1,42 1,42

Ca/P

1,32
1,31
1,45
1,36
0,08

Sésamo Muestra V

V1
V2
V3

Ca

57,71
57,63
57,31
57,55

0,21

P

42,29
42,37
42,69
42,45

0,21

Ca/P

1,36
1,36
1,34
1,35
0,01

Las secciones de esmalte sin incluir de una muestra tratada con sésamo ciclado se

destinaron al analisis con XPS. Se determinaron las variaciones en la relacion

atomo% de C, O, Ca, P y N del esmalte sano, desmineralizado y tratado con sésamo

ciclado (Tabla 7). El Ca y P disminuyeron en el esmalte desmineralizado y mas aiun

en el tratado con sésamo. La relacion Ca/P en el esmalte sano fue de 1,29; en el

desmineralizado 1,28 y en el tratado con sésamo 0,99. El N y C aumentaron en el

esmalte tratado con sésamo en relacion al desmineralizado y al sano.

Tabla 7. Determinacion atomica de elementos mediante XPS

Atomos %
Esmalte sano Esmalte erosionado Esmalte Tratado
con sésamo ciclado

C 35.4+0.4 56.9+0.1 64.1+0.1

40.7+£0.3 25.66+0.06 21.51+0.06
Ca 11.4+0.1 8.35+0.02 2.29+0.07
P 8.77+0.07 6.51+0.03 2.30+0.02
Zn 0.75+0.1 0.07+0.01 0.11+0.01
N 1.95+0.04 2.34+0.04 9.64+0.05
Na 0.40+0.01 0.03+0.02 0.01+0.01
F 0.36+0.01 0.20+0.01 0.07+0.01
Mg 0.18+0.05 -—-- -—--
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En el espectro total del esmalte sano aparecen picos para el carbono, calcio,

fosforo, oxigeno y nitrogeno y en pequeiia proporcion zine, fluor, sodio y magnesio

(Figura 58). El espectro correspondiente a cada elemento presente en el esmalte sano

se muestra en la Figura 59.
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Figura 58. Espectro por XPS del esmalte sano. Mg: magnesio; C: carbono; Na: sodio;

Zn: zinc; O: oxigeno; F: fluor; Ca: calcio; N: nitrégeno; P: fosforo
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Figura 59. XPS del esmalte sano. A espectro del carbono. B espectro del oxigeno
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T T T T T T T T T

92 Diente Sano | Diente Sano Ca2p |
4
e
=
)
=

405 400
B.E/leV
T T T T T T
60F" !
Diente Sano I Diente Sano Zn 2p A

55

50

4
g 4w
g
i
“

B.E/eV B.EleV

Diente Sano

Diente Sano

1078 1076

1074 1072 1070 1068 1066

B.EleV

1300 1298 1296

Figura 59 (continuacion). C espectro del nitrogeno. D espectro del calcio. E espectro
del fosforo. F espectro del zinc. G espectro del fluor. H espectro del sodio. I espectro

del magnesio
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En el esmalte desmineralizado se identifican los picos de los mismos elementos

presentes en el esmalte sano, excepto el magnesio que desaparece (Figura 60). Los

espectros de cada elemento se muestran en la Figura 61.
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Figura 60. Espectro por XPS del esmalte desmineralizado. C: carbono; Na: sodio;

Zn: zinc; O: oxigeno; F: fluor; Ca: calcio; N: nitrogeno; P: fosforo
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Figura 61. XPS del esmalte erosionado. A4 espectro del carbono. B espectro del

oxigeno.
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Figura 61 (continuacion). C espectro del nitrégeno. D espectro del calcio. E espectro
del fosforo. F espectro del zinc. G espectro del fluor. H espectro del sodio. I espectro
del magnesio.
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En el espectro total por XPS del esmalte tratado con sésamo ciclado en saliva
artificial se observa una disminucién del pico de calcio y aumento del carbono y
nitrogeno (Figura 62). Los espectros de los elementos presentes estan representados
en la Figura 63.
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Figura 62. Espectro total por XPS del esmalte tratado con sésamo ciclado en saliva
artificial. C: carbono; Na: sodio; Zn: zinc; O: oxigeno; F: fltior; Ca: calcio; N:
nitrogeno; P: fosforo
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Figura 63. XPS del esmalte tratado con sésamo ciclado en saliva artificial. 4 espectro
del carbono. B espectro del oxigeno
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Figura 63 (continuacion). C espectro del nitrogeno. D espectro del calcio. E espectro
del fosforo. F espectro del zinc. G espectro del fluor. H espectro del sodio. I espectro
del magnesio.
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IV. REGIMEN EN CONDICIONES ESTATICAS: SESAMO 24 HORAS

Resultados del objetivo: Establecer las variaciones en el contenido mineral en la
capa mas superficial de las de las lesiones de erosion, expuestas a una solucion de

sesamo en condiciones estaticas, mediante el registro de microdureza.

Se registro la dureza H del esmalte sano en el total de muestras incluidas (n=20) y
se descartaron aquellas cuyos valores se desviaban mas de + 1 GPa. La media
obtenida para H en el esmalte sano fue 4,61 £ 0,58 GPa (n=17). En el esmalte
erosionado H fue 0,06 + 0,09 GPa. Finalmente, después del tratamiento, se considero
una muestra representativa de cada grupo resultando valores H de 0,09 + 0,01 para la

saliva artificial y 0,12 &+ 0,02 para el sésamo (Tabla 8).

Tabla 8. Valores medios de dureza superficial

HARDNESS MODULUS CONTACT

I p—_ DEPTH “h¢”
SANO 4,61+0,58 88,92+11,82  164,09+12,70
DESMINERALIZADO  0,06+0,09 10,70+4,57  1548,65+515,50
SALIVA 0,0940,01 15424397 1294,24%129,14
SESAMO 0,12+0,02 17,4742,33  1106,30+115,45

Dureza “H”, Modulo reducido “Er” y Profundidad de contacto “hc”.

En los graficos de dispersion de las muestras del grupo saliva se observa que
algunas muestras se alejan de la media (Figura 64). Lo mismo sucede en el grupo de

muestras del tratamiento con sésamo (Figura 65).
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Figura 64. Muestras ensayadas del grupo saliva. Se observa claramente que las
muestras 13 y VII se alejan del resto
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Figura 65. Muestras ensayadas del grupo sésamo. Las muestras I, V, VI y X se alejan
de la media

Las muestras que se alejaron del resto fueron descartadas y se obtuvieron graficos
representativos de muestras para el tratamiento saliva y sésamo (Figura 66 4 y B).

Ademas se compararon las desviaciones de cada grupo (Figura 67 4 y B).
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Figura 66. Muestras representativas de cada grupo. Ensayos del Triboindenter. 4
Muestras del grupo saliva artificial. B Muestras del grupo sésamo 24 h
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Figura 67. Desviacion estandar de cada muestra en cada grupo. A Muestras del grupo
saliva artificial. B Muestras del grupo sésamo 24 h

Considerando las muestras representativas de cada grupo, se encontré diferencia
relativa en las propiedades mecanicas. Las muestras tratadas con sésamo presentaron
un incremento en promedio del 14% en el Mddulo reducido “Er” y de un 38% en

Dureza “H” con respecto a las muestras tratadas con saliva (Figura 68). Sin embargo,
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las graficas comparativas muestran que la dispersion enmascara las propiedades

mecanicas (Figura 69).

I Modulus and Hardness v Contact Dept, g ===
0.20- Contact Depth  Moduus Hardness
. \ ) GPa) GPa)
[ hl Mean [107955 Zo0T s
o \.J Std Dev [7569 34
.
0] "-"...,\ Detect Cutofl 1
g - 782
& 0 ~ i Depth Cutoff inm)
e
[ e~
5 a4
~
- .
N 0
Data Sets:
0.00- 18 sesamo.txt
96 %00 900 10000 10500 11000 11500 12000 12500 13000 13500 14000 14500 15000 15500 16000 16500 17002 19 sesamo.txt
Contact Depth fm)
21 sesamo.txt
ae-
300 Xl sesamo.txt
27 12 saliva.txt
0 I 14 saliva.txt
> . P
=2 PP . 15 saliva.txt
5 e
Samo - ','1_".:' ol Ay v 16 saliva.txt
- - - FEl . - - . r
17: L Sl 1 E' e . - T A
i“ R Pt P L P N
b A S S T A
[ N
10.0 rr
M
2 2dd Data et
00-, | Femove Data 52t
896 %000 9500 10000 10500 11000 11500 12000 12500 13000 13500 14000 14500 15000 15500 16900 16500 17002 [T Toogeran | 5
oetact Decth 6w Pt Data Sets Gose ]

Figura 68. Anélisis comparativo del grupo sésamo y saliva artificial

[ Recuced Modulus, Hardress, Contact Depth Means and Sid Dev for each Oata Set ===
|
0,185 _ I
0 - T - |17 sesamo.tx| J
. 18 sesamo
gu T 19 sesamo.lxt
ﬁﬂ‘m = T T - 21 sesamo.txt
1 L Xl sesamo
b.o8a8 12 saliva.
- - 14 saliva.lxt
o088 1 - 15 saliva.txt
2523 16 saliva.txt

Il saliva.ta

H——H
H—
——

—

1 3 E] Mo
::: : Mmmumnam
T Gragh Zoom e right cck)
" " »
;EII% T I J I L I ‘t :I:
| oo - I

437~
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Resultados del objetivo: Observar las caracteristicas morfologicas y
topogrdficas de las lesiones de erosion expuestas a una solucion de sésamo en

condiciones estaticas, mediante microscopia electronica de barrido (MEB) y fuerza

atomica (AFM).

La observacion al MEB de la superficie libre del esmalte sano evidencié una
superficie lisa, con pequefias porosidades aisladas. Pueden aparecer surcos de escasa
profundidad. El contorno de los prismas es poco visible (Figuras 70 y 71). A mayor
aumento, en algunas zonas, se pueden distinguir pequefias depresiones asociadas a la

cabeza de los prismas (Figura 72).

Sano 11 20,0kV x1000 10um ————

Figura 70. Micrografia del esmalte sano. Superficie intacta del esmalte. Se observan
rayas y pequefios poros. MEB x 1000
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e

Sano 13 20.0kV x1000 10um e

Figura 71. Micrografia del esmalte sano. Otra zona. MEB x 1000

- O
e,

Sum

-
sano 4 200KV x2000

Figura 72. Micrografia de la superficie del esmalte sano. La linea sefiala el diametro
de un prisma (3,16 um). MEB x 2000

La superficie del esmalte expuesto 90 minutos a la bebida gaseosa produjo zonas
con distintos aspectos. Solo algunas muestras presentaron una desmineralizacién
irregular de los prismas (Figura 73). En general, se observd un aspecto de “panal de
abejas” (Figuras 74 4 y 75); cada prisma presentd una forma redondeada o poligonal,
con depresiones que afectaron el centro de las varillas, mientras que los contornos

permanecieron elevados. Sin embargo, algunas zonas presentaron un patron de
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grabado invertido, es decir, la periferia del prisma aparecié afectada mientras que el
centro quedd mas elevado (Figura 74 B). En una misma muestra, se encontraron
ambos patrones en distintas zonas. También, en una zona de una muestra, pudo
detectarse el esmalte aprismatico. En ¢él, los cristales no configuran prismas, por lo
que su superficie mostré un aspecto liso y homogéneo. Al carecer de prismas, la

accion de los acidos no reproduce los patrones de grabado conocidos. (Figura 76).

contolsal3 25,00V 1000 10um
Figura 73. Micrografia del esmalte desmineralizado en un patrén irregular. Muestra
del grupo saliva. MEB x 1000

51 2505V x300 20um ———

Figura 74. Micrografia del esmalte desmineralizado. A Patron de desmineralizacion
en forma de “panal de abejas”. Esta afectado el centro del prisma MEB x 300. B La
desmineralizacion afecto la periferia del prisma MEB x 500.
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53 25.0kV x1000 10um ————

Figura 75. Micrografia del esmalte desmineralizado. Se observa pérdida de mineral
en el centro del prisma. MEB x1000

OSal2 25.0kV x1000 1 Qum

Figura 76. Micrografia del esmalte aprismatico. No se observan prismas ni signos de
erosion. Muestra del grupo saliva. MEB x1000

El tratamiento de inmersion en la solucion de sésamo 24 h provocod una
disminucién de las depresiones creadas por la desmineralizacion del prisma. Un
material depositado enmascara los contornos de los prismas (Figuras 77 y 78). A
mayor magnificacion se observaron algunos poros no cubiertos por el deposito

(Figuras 79 y 80).
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Tretam 10 2506V %500 20um

Figura 77. Micrografia del esmalte tratado con sésamo 24 h. Se observa
taponamiento de los poros causados por la erosion. MEB x 500

D3 25.0kV x500 20Qum —————

Figura 78. Micrografia del esmalte tratado con sésamo 24 h. MEB x 500
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D1 25.0kV x1000 10um

Figura 79. Micrografia del esmalte tratado con sésamo 24 h. MEB x 1000

P 4

D2 250 x‘IDD 10um ———— [ ,T o
Figura 80. Micrografia del esmalte tratado con sésamo 24 h. El material depositado
no es regular y persisten poros profundos. MEB x 1000

Existieron cambios morfologicos en la superficie cuando el esmalte
desmineralizado se tratdé con sésamo. La micrografia electronica del esmalte
erosionado tratado con sésamo solo, a mayor magnificacion, mostrd la presencia de
un material granular fino reconstituyendo las depresiones creadas por la erosion

aunque su distribucion no fue homogénea (Figura 81).
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S4 2500 %2000 Sum ) - D 250K/ £2000 Bum

Figura 81. Micrografia del esmalte. 4 Erosionado. B Tratado con sésamo 24 h.
MEB X 2000

La saliva artificial provoco también el deposito de una capa delgada de material,
de aspecto finamente granular, cubriendo la superficie de los poros; pueden

distinguirse los contornos elevados de prismas desmineralizados (Figuras 82 y 83).

35al1 25.0kV %1000 10um.

Figura 82. Micrografia del esmalte tratado con saliva artificial 24 h. Se observan los
centros deprimidos de los prismas cubiertos por un material fino y homogéneo.
MEB x 1000
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15al 3 25.0kV %2000 Spm ——————

Figura 83. Micrografia del esmalte erosionado tratado con saliva artificial.
MEB x 2000

Se obtuvieron valores de rugosidad superficial mediante AFM, considerando

distintas areas en el esmalte sano y tratado.

Las imagenes correspondientes al area de 20 um del esmalte sano mostraron
pequenias elevaciones y depresiones en forma lineal (Figuras 84 4 y D). Después de
la exposicion a la bebida, se observo una topografia irregular donde el centro del
prisma aparece deprimido con una marcada diferencia entre la altura maxima y
minima (Figuras 84 B y E). El tratamiento con sésamo disminuy6 la rugosidad con
relacién al esmalte desmineralizado (Figuras 84 C), excepto en el area de 20um
donde los valores fueron mayores al esmalte desmineralizado y al esmalte tratado

con saliva artificial (Cuadro 6).
El esmalte expuesto a la saliva artificial mostré valores de rugosidad menores que

el esmalte desmineralizado correspondiente (Cuadro 6). La variacion de la rugosidad

en esta muestra se observo al AFM (Figura 84 E'y F).
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Cuadro 6. Valores de rugosidad para el tratamiento con sésamo

SANO DESMINERALIZADO | SALIVA | SESAMO
Diente-1 | Diente-2 Diente-1 | Diente-2 | Diente-1 Diente-2
S um 5 um S um 5 um 5 pum S um
Rq (nm)
16,78 13,26 69,87 82,9 25,87 30,42
Ra (nm)
13,61 10,74 55,2 65,95 21,07 23,42
Rmax
(nm) 105,82 86,63 415 484,5 140,25 219,25
Diente-1 | Diente-2 | Diente-1 | Diente-2 | Diente-1 Diente-2
10 pm 10 um 10 pm 10 um 10 um 10 pm
Rq (nm)
14,29 21,89 165,75 119,325 52,025 95,92
Ra (nm)
11,16 17,69 134 99,7 42,175 73,07
Rmax
(nm) 122,01 142,13 913 624,5 300,5 628,75
Diente-1 | Diente-2 | Diente-1 | Diente-2 | Diente-1 Diente-2
20 um 20 um 20 um 20 um 20 pm 20 um
Rq (nm)
35,39 40,60 206 202 58,07 271
Ra (nm)
25,21 32,43 170,75 167 46,27 204
Rmax
(nm) 247,75 246,30 1102,5 1137,75 392,75 2239
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|r 1
1: Helght T |l 1: Helght T

1 Ir .
1: Helght 1l |00 1: Haight 20w

Figura 84. Imagenes de rugosidad superficial mediante AFM. 4 y D esmalte sano. B
y E esmalte erosionado. C esmalte desmineralizado tratado con sésamo 24 h. F
esmalte desmineralizado tratado con saliva 24 h. 4, By C diente tratado con
sésamo. D, E y F diente tratado con saliva artificial
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Surgié un inconveniente con la punta del microscopio de AFM al realizar la
exploracion de la muestra tratada con sésamo por lo que hubo que cambiar el modo

continuo (tapping) por un modo contacto.

La proyeccion 3D de rugosidad obtenida el esmalte sano para el area de 5 um de
la muestra tratada con sésamo 24 h, evidenci6 una superficie con irregularidades de
escasa profundidad (Figura 85 A). Las intensidades entre picos y valles se acentian
cuando el esmalte fue erosionado por la bebida (Figura 85 B). Después de 24 h de
inmersion en la solucidon de sésamo, la rugosidad disminuy6 aunque resultd mayor

que en el esmalte sano. La superficie del esmalte present6 aspecto de grumos (Figura

85 C).

Figura 85. Proyeccion 3D al AFM. 4 esmalte sano. B esmalte erosionado. C esmalte
tratado con sésamo 24 h
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Resultados para el objetivo: Analizar cuali y cuantitativamente la variacion de
los bioelementos calcio, fosforo y nitrogeno de las lesiones de erosion, expuestas a
una solucion de sésamo en condiciones estaticas, mediante espectrometria de
energia dispersa (EDS) y espectrometria de fotoelectrones emitidos por rayos X

(XPS)

Se determinaron los porcentajes relativos en peso% (wt%) de los elementos Ca y
P en las muestras saliva y sésamo, en sus mitades desmineralizadas y en el grupo

control sano. Se obervo que el calcio disminuyo6 en el esmlate erosionado.

El valor medio de la relacion Ca/P para el emalte sano fue de 1,76 &+ 0,13; para el
esmalte tratado con sésamo 24 h fue 1,67 + 0,12; para el esmalte desmineralizado del
grupo sésamo fue 1,59 + 0,09; para el esmalte tratado con saliva fue 1,54 + 0,08 y el

esmalte desmineralizado del grupo saliva 1,59 + 0,02 (Tabla 9).

Tabla 9. Analisis elemental de calcio, fésforo y su relacion en el esmalte tratado con
saliva y con sésamo

SANO SESAMO DESMIN. SALIVA DESMIN. Peso%
SESAMO SALIVA
Ca 62,8142,18  62,54%1,76  61,56+0,45  60,72+1,27 61,4810,4 %
P 37,134£2,18  37,45+1,76  38,4340,45  39,27+1,27 38,51+0,4 %

Ca/P 1,76£0,13  1,6740,12  1,59+0,09  1,54+0,08  1,59+0,02

En el grafico de barra se observa que el esmalte tratado con sésamo presenta una
recuperacion de la relacion Ca/P, en cambio, el tratado con saliva artificial fue el que

presentd la menor relacion (Figura 86).
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CalP

S
Muestras

Figura 86. Relacion Ca/P en el esmalte sano, tratado con saliva y tratado con sésamo
S: grupo saliva artificial; SE: grupo sésamo.

Se encontrd diferencia significativa entre el grupo Sano/Saliva y Sésamo/Saliva.

No se encontr6 diferencia entre el grupo Sano/Sésamo (p>0,05) (Tabla 10).

El grafico representativo de los valores Media, Desviacién y Error confirma la

recuperacion de la relacion Ca/P en las muestras tratadas con sésamo (Figura 87).

Tabla 10. Relacion Ca/P de los grupos sano, saliva y sésamo

Ca/P Numero de | Media DE EE de 1la
medidas Media

Sano 18 1,76 (1) 0,13 0,03

Saliva artificial | 12 1,54 (0) 0,08 0,02

Sésamo 11 1,67 (1) 0,12 0,03

Los ntimeros distintos indican que la diferencia es significativa (p<0,05)
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Figura 87. Representacion grafica de la Media Ca/P (desviacion y error)

El espectro EDS representativo del esmalte sano mostrd picos Ca y P por ser los

elementos constitutivos mas abundantes (Figura 88).

Tanewitch il 809155000 1 Lape

(1] L Xl 1 am am 40 (] i LTI

Figura 88. Espectro EDS representativo del esmalte sano
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El EDS representativo del grupo tratado con sésamo 24 h mostrd un pico de calcio

mas pronunciado que el fosforo (Figura 89).

Tanevitch a4 05 VS Testam 1.ape

(L] (1] i 40 L] L] [ i (1T ¥

Figura 89. EDS del esmalte tratado con sésamo 24 h

El EDS representativo del grupo tratado con saliva 24 h también presentd un pico
mayor de calcio pero la relacion Ca/P fue menor que en el esmalte sano y en el

tratado con sésamo 24 h (Figura 90).

Tanevitch a1 08 1501 Sal 1, ape

[ 1

Figura 90. EDS del grupo saliva artificial
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Una muestra desmineralizada del grupo saliva (M4) presentd esmalte aprismatico.
La relacion Ca/P en esta zona fue 1,96; valores mayores a los determinados para el
esmalte desmineralizado y sano. El esmalte aprismatico se caracteriza por una
orientacion regular de los cristales de hidroxiapatita que no constituyen prismas y

resulta mas resistente al ataque 4cido (Figura 91).

teh D41 Bjcantrsl sal Bape

Ta

B

C:\Users\Administrator\Documents\Usuarios\Andrea Tanevitch
(Odontoleogia)\01-04-16\control sal 8.spc

Label :

Acquisition Time : 14:09:58 Date: 1-Apr-2016

kv : 25.00 Tilt: 0.00 Take-off:16.50 AmpT : 6.40
Detector Type: SDD Apollo X Resolution:126.55 Lsec 40

EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table : Default

Element Wt % At ¥ K-Ratio A F
P K 33.70 39.68 0.2283 0.9916 0.6737 1.0138
CakK 66.30 60.32 0.5216 1.0027 0.7847 1.0000
Total 100.00 100.00
Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. Error P/B
PK 513.40 50.17 0.76 10.23
CakK 967.55 33.55 0.53 28.84

Figura 91. EDS del esmalte aprismatico. A Espectro. B Semicuantificacion

Se realizaron los espectros mediante XPS y la cuantificacion atomo% del C, O,

Ca, P, N, Zn, Na, F y S de la superficie del esmalte sano, erosionado y tratado con la
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solucion de sésamo 24 h o con saliva artificial. La relaciéon Ca/P fue para el esmalte

sano 1,41; desmineralizado 1,25; sésamo 0,99; saliva 1,33. El Ca y P disminuyeron

en el esmalte tratado con sésamo, mientras que el N y C aumentaron en relacion al

sano, al desmineralizado y al tratado con saliva (Tabla 11). Ademas se observo una

disminucion relativa del oxigeno, fllior y sodio. La semilla de sésamo no es rica en

sodio. EI S presente en estas muestras no experimentd modificaciones.

Tabla 11. Cuantificacion de elementos del tratamiento de sésamo 24 h mediante XPS

Atomos %

Esmalte sano Esmalte Esmalte Esmalte
erosionado Tratado con | Tratado con
sésamo saliva
C 53.4+0.3 32.3+0.3 63.8+0.1 46.36 +0.09
0] 334+04 424+ 2 23.9+0.1 41.03 £0.08
Ca 5.98 £0.05 12.8+0.2 1.90 +0.04 6.06 =0.02
P 4.22 +0.06 10.18 £0.08 1.92 +0.04 4.53+0.03
Zn 0.21 £0.03 0.43 +0.04 -—-- 0.20 +£0.02
N 1.74 +0.06 0.75+0.07 7.99 +0.06 0.70 +=0.03
Na 0.45+0.03 0.56 +0.03 0.15+0.02 0.32+0.01
F 0.22 +0.03 0.58 £0.04 -—-- 0.45+0.02
0.39+0.04 No se midi6 0.34+0.3 0.35+0.08

En el espectro total por XPS del esmalte sano aparecen picos para el carbono,

calcio, fosforo y oxigeno y en menor proporcion sodio, zinc, nitrogeno y flior

(Figura 92). El espectro correspondiente a cada elemento presente en el esmalte sano

esta representado en la Figura 93.
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Figura 92. Espectro total por XPS del esmalte sano. C: carbono; Na: sodio; Zn: zinc;
O: oxigeno; F: fluor; Ca: calcio; N: nitrégeno; P: fosforo
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Figura 93. XPS del esmalte sano. A Espectro del carbono. B espectro del oxigeno. C
espectro del nitrégeno. D espectro del calcio
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Figura 93 (continuacion). E espectro del fosforo. F espectro del zinc. G espectro
del fltior. H espectro del sodio. I espectro del azufre.

Después del tratamiento con la bebida se observaron los mismos elementos

presentes en el esmalte sano excepto que no se registrd el azufre (Figura 94). Se

detectd un aumento del oxigeno y del zinc y una disminucion del nitrégeno, y del

carbono. Los espectros individuales del C, O, N, Ca, P, Zn, F y Na se representan en

la Figura 95.
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Figura 94: Espectro total por XPS del esmalte erosionado por la bebida. C: carbono;
Na: sodio; Zn: zinc; O: oxigeno; F: fluor; Ca: calcio; N: nitrogeno; P: fosforo
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Figura 95. XPS del esmalte erosionado. 4 espectro del carbono. B espectro del
oxigeno. C espectro del nitrégeno. D espectro del calcio.
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Figura 95 (continuacion). E espectro del fosforo F espectro del zinc. G espectro
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En el XPS del esmalte tratado con la solucion de sésamo durante 24 h se encontro
un aumento en los picos de carbono y nitrogeno mientras que descendieron el calcio
y el fésforo con relacion al esmalte erosionado. El espectro total por XPS del esmalte
tratado con sésamo se representa en la Figura 96 y el correspondiente a cada
elemento en la Figura 97. Se pudo observar una disminucion del oxigeno, zinc, fltior

y sodio (Figura 97 B, F, Gy H).
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Figura 96. Espectro total por XPS del esmalte tratado con sésamo 24 h.
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Figura 97 (continuacion). E espectro del fosforo. F espectro del zinc. G espectro del

fluor. H espectro del sodio. I espectro del azufre.

El esmalte tratado con saliva artificial durante 24 h, analizado mediante XPS,

mostrd picos pronunciados de calcio y fosforo, carbono, oxigeno y azufre, mientras

que los picos de zinc y sodio disminuyeron en relacion al esmalte erosionado (Figura

98). El nitrogeno no varid en relacion a la erosion. El espectro por XPS

correspondiente a cada elemento en la Figura 99.
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Figura 98. Espectro total por XPS del esmalte tratado con saliva artificial
24 h. C: carbono; Na: sodio; Zn: zinc; O: oxigeno; F: fluor; Ca: calcio; N:
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Figura 99 (continuacion). E espectro del fosforo. F espectro del zinc. G espectro del

fluor. H espectro del sodio. I espectro del azufre.

Se realiz6 la comparacion entre las muestras tratadas con régimen ciclado y

estatico mediante la representacion grafica de los elementos determinados en el

esmalte sano, desmineralizado y tratado con sésamo (Figura 100) y los valores

obtenidos del cociente Sésamo/Sano para el C, O, N, Ca y P se expresan en la Tabla

12.
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El C y N aumentan, los otros disminuyen. Por lo tanto C y N tienen que “pegarse”
a la superficie del diente. Se determind una mayor proporcion de calcio en el régimen
estatico. La relacion Ca/N entre sano y tratado independientemente del método es
semejante, siendo los valores de 0,04 para el régimen ciclado y 0,07 para el estatico y
la relacion Ca/C resulté mayor en el régimen estatico siendo de 0,27 mientras que en
el ciclado fue de 0,11. Posiblemente las cadenas carbonadas de los componentes de

la saliva artificial contribuyeron al aumento del carbono superficial.

La profundidad del anélisis de XPS es de 5 nm (50 Angstrém) por lo que, al tratar
el diente, no se observa el diente en si, sino una capa de “sésamo” que se deposita
encima, por eso aumenta C y N (proteinas) y disminuye el resto (comparando con el

sano).
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Figura 100. Comparacion del tratamiento de sésamo con dos regimenes
1: Sésamo ciclado en saliva artificial. 2: Sésamo 24 h

Tabla 12. Relacion entre muestra sana y tratada con sésamo mediante dos regimenes
(% atomo tratado/ % atomo sano)

1. Régimen ciclado 2. Régimen estatico
C 1,82 1,18
N 4,9 4,6
0] 0,51 0,72
Ca 0,21 0,33
P 0,26 0,48
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Resultados del objetivo: Interpretar las variaciones de la estructura quimica de
las lesiones de erosion expuestas a una solucion de sésamo en condiciones estdticas,

mediante difraccion de r- X (DRX) y espectrometria infrarroja (FTIR).

En la espectrometria infrarroja se observo una banda a 1084 cm™ asociada a los
grupos fosfatos en el esmalte sano. Luego de la desmineralizacion se detectd la
presencia de bandas entre 1350 y 1560 cm™ asignadas a diferentes grupos
carbonato/carboxilatos (Figura 101). Los fosfatos (1085 cm™) de la hidroxiapatita
estan presentes siempre. En la muestra tratada con sésamo, la zona de bandas de
1350 a 1500 cm™ pueden ser carboxilatos, pero como el sésamo (4cidos carboxilicos,
metionina) tienen las bandas de absorcion de IR en la misma zona, es dificil la
asignacion luego de realizar el tratamiento con sésamo. El aumento de la banda a
1180 cm™ podria ser originado por una mayor proporcion de grupos CH, a causa del

sésamo (162).

1085 Esmalte Sano

J

Esmalte Tratado
1350 - 1500

Esmalte Sésamo

Absorbancia (Unidades Arbitrarias)

T T T T T T T T T T T
600 900 1200 1500 1800 2100
Numero de Onda (cm’")

Figura 101. Espectrometria Infrarroja
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El diagrama de rayos X se ilustra en la Figura 102, y su analisis se representa en la

Cuadro 7. Los picos en 20 = 21.9, 26.4, 32.7, 34.7 y 44.3° estan asociados a

hidroxiapatita y fosfato de calcio. Como puede verse, el pico a 21.9°, plano (200) de

la hidroxiapatita, en el esmalte tratado con la bebida gaseosa, desaparece.

Diente Sano

Diente Tratado

Intensidad (Unidades Arbitrarias)

T
40

2 0 9 @

Diente con Sésamo

T
20

20

Figura 102. Difractograma por rayos X

Cuadro 7. Anélisis de Rayos X

260 ()

Esmalte Sano

219 264 3277 347 443

Esmalte Tratado

263 327 346 443

Esmalte Sésamo

20.0 21.8? es amorfo

En el estudio DRX, el sésamo origina una estructura amorfa por tanto, el

diagrama de rayos X es dificil de analizar. Segun Adewuyi et al.(163) la semilla de

sésamo tiene una cristalina que no supera el 28% resultado que coincide con de DRX

obtenido.
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Resultados del objetivo: Determinar las variaciones de porosidad de las lesiones
de erosion expuestas a una solucion de sésamo en condiciones estdticas, mediante el

andlisis de superficie especifica.

El analisis estructural denotd que hay un aumento de todos los pardmetros en el
esmalte erosionado después de la accion de la bebida, lo cual estd asociado a una
mayor porosidad. Se observo un cambio en el tipo de Histéresis; mientras que en el
esmalte sano, la Tipo E es asociada a cuellos pequefios y estrechos, en el esmalte
erosionado la curva se corresponde con una Tipo H, que puede asociarse a poros

pequetios con hendiduras. En Cuadro 8 se detalla el andlisis estructural.

Asimismo, el andlisis SBET sefiala que al incorporar el sésamo al esmalte,
aumenta la superficie especifica del diente y el volumen y tamafio de poro
disminuyen. Es interesante notar que el tipo de Histéresis es B que se asocia a

estructuras de laminas paralelas.

Cuadro 8. Analisis Estructural. Analisis Superficie Especifica / Porosidad

Superficie | Volumen de | Tamaiio de
Espezciﬁca Poro (cm3/g) Poro (A) OBSERVACIONES
(m’/g)
Esmalte 1,34 0,0017 51 Isoterma Tipo II
Sano Histéresis Tipo E
Esmalte 1,67 0,0073 181 Isoterma Tipo I
Erosionado Histéresis Tipo H
Esmalte 1,88 0,0020 45 Isoterma Tipo I1
Sésamo Histéresis Tipo B
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DISCUSION

En este estudio realizamos la descripcion de los aspectos mecanicos,
morfologicos, topograficos y quimicos, producidos por los bioelementos de una
solucion de sésamo sobre lesiones de erosion del esmalte dental, considerando dos

regimenes de exposicion.

Utilizamos un régimen ciclico, que consistidé en la exposicion del esmalte
erosionado a la solucion de sésamo alternando con la conservacion en saliva
artificial. Se cre6 una lesion superficial de erosién y se aplicd la soluciéon en
intervalos regulares, un lapso de tiempo determinado. El disefio fue adaptado de
Hedge y Moany (99). Estos autores evaluaron cuantitativamente el potencial de
remineralizacion de la pasta de casein fosfato- fosfato amorfo de calcio (CPP-ACP)
mediante un estudio longitudinal, a diferencia de nuestro trabajo que fue de tipo
transversal. Difiere también, del modelo de pH ciclico, donde se alternan procesos de
remineralizacion y desmineralizacion (164- 166). Estos experimentos de
combinacion, estan disefiados para imitar la dinamica de pérdida y ganancia de
minerales involucrada en la formacién de caries (165). No obstante, existen
publicaciones que informan sobre la eficacia de distintos productos remineralizantes
sobre el esmalte dental, utilizando otros modelos experimentales in vitro, donde el

producto fue aplicado durante minutos (99- 101) o dias (13).

Ademés, se evalud el efecto de la solucion de sésamo “per se” en condiciones
estaticas. En este régimen, se procedid a la inmersion de las muestras en la solucion
de sésamo durante 24 h. Este tiempo permitié el uso de la solucion en Optimas
condiciones, pues después de 48 h comienza a oxidarse y necesita ser renovada. Se
ha demostrado con ultrasonido, que la superficie reblandecida del esmalte se
estabiliza después de 6 h de remineralizacion en saliva artificial y no presenta
diferencia estadistica con la inmersion durante 24 h (94). Si bien este tiempo tiene
escasa relevancia clinica, pues el medio bucal varia de acuerdo a periodos mas
cortos, resultd de utilidad para evaluar el efecto del sésamo sobre el esmalte

erosionado.
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Asimismo se evaluaron pardmetros de la composicion de la semilla y la solucion
obtenida en relacion al contenido de minerales y el pH. La cantidad de calcio y
fosforo en la semilla de sésamo activado fue mayor que en la semilla seca, y en todas
las muestras, la cantidad de fosforo fue mayor que el calcio (Ca: 6,84 y P: 9,83 mg/g
de muestra). Estos resultados se contraponen con lo informado por otros trabajos
donde, el contenido de calcio fue mayor que el fosforo (Ca: 1,03%, y P: 516
mg/100g del total de materia seca) (118) o, el contenido de calcio y fosforo fue
semejante (Ca 4,21 y P 4,45 mg/g™) (16) . El sésamo es cultivado en distintos paises
y en cada region la especie puede tener caracteristicas de composicion variables
(167) como la semilla procedente de Sudan (118) o de India (16). En nuestro pais se
cultiva en una vasta zona del centro norte aunque la zona mas favorable es la region
chaquena (168). La mayor proporcion de minerales se encuentra en la cascara de la
semilla encontrandose una relaciéon Ca/P de 6,59, mientras que en el interior fue de
0,9. Estos resultados acuerdan con lo expresado por Pathak er al. (16). En esta
especie, se identificd magnesio aunque no se detectd sodio. Otros estudios coinciden
con un bajo contenido de sodio de la semilla (169). El pH de la solucion de sésamo

obtenida fue levemente acidulada (pH 6 en la escala colorimétrica).

Los ensayos de microdureza Vickers se realizaron de acuerdo a lo recomendado
por Gutierrez-Salazar y Reyes-Gasga (170). Estos autores consideran que, en los
estudios de tejidos duros dentarios, el indentador Vickers es mas util que Knoop. La
forma cuadrada se conserva mejor durante las indentaciones y el alargamiento de las
diagonales puede detectarse facilmente. En la superficie externa y proéxima al limite
con la dentina estas deformaciones resultan mas frecuentes y conducen a errores en

la medicion de la dureza.

La carga empleada (50gf/10”) resulté adecuada para la correcta visualizacion de la
impronta. La microdureza es una medida de la integridad estructural de (casi) la
lesiéon entera, es decir, es una medida combinada de la presencia de la capa
superficial, su grado de mineralizacion y grosor, la extension de la des

mineralizacion y la distribucion de minerales en subsuperficie (171).

Para evaluacion de la solucién de sésamo ciclada en saliva artificial, se trabajo

con grupos independientes. La dureza del esmalte sano no presentd diferencia
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significativa entre los grupos. El valor medio registrado en la zona media hacia
oclusal, fue de 415 £ 17,61 HV. Esto difiere de los valores mas bajos (343,82 +
13,92 HV) informados por Rirattanapong et al. (106). Sin embargo, los resultados
concuerdan con Gutiérrez-Salazar y Reyes-Gasga (170) que indican que la
microdureza del area oclusal del esmalte varia entre 359 HV a 424 HV,
encontrandose que desciende en la zona cervical (227 HV a 342 HV). Ademas,
Braly ef al. (35) han demostrado que existe diferencia en la microdureza de la zona
externa del esmalte y la interna. Posibles fuentes de estas variaciones son cambios en
la composicion quimica local, en la microestructura y en la orientacion de los
prismas. En dientes humanos, el tercio mas externo de la superficie del esmalte esta
ocupado por esmalte radial, mientras que los 2/3 internos por bandas de Hunter
Schreger (172). El esmalte radial y las bandas constituyen tipos de esmalte (173) que
se caracterizan por presentar una organizacion definida de los prismas y distinto
comportamiento mecéanico (174). Para evitar que los ensayos de microdureza
abarcaran areas con distintos tipos de esmalte, realizamos secciones longitudinales de
los dientes, asegurando las indentaciones sobre un volumen homogéneo de tejido

(esmalte radial).

Donassollo et al. (175), utilizando dureza Knoop, obtuvieron valores de esmalte
sano permanente de 341 + 32,8 HK. Chuenarrom et al. (160) compararon ambos
instrumentos y encontraron valores semejantes de dureza Knoop (315,7 - 354,1 HK),
y Vickers (316,0 — 328,4 HV) en el esmalte. Sin embargo, los resultados obtenidos
por Chicot et al. (176) comparando la dureza Knoop y Vickers en materiales
ceramicos demuestran que, en general, para valores de dureza mas altos, el nimero
Knoop es menor que el Vickers y que este comportamiento se revierte cuando los
valores de dureza son bajos. El esmalte dental se considera un material cerdmico por
la organizacion de los cristales en la trama proteica, lo que podria explicar la
diferencia en los nimeros de dureza Vickers y Knoop reportados por los distintos

trabajos.

La exposicion de las muestras a la accion de una bebida gaseosa produjo una
lesion superficial desmineralizada de erosion (177). La dureza superficial obtenida
fue de 307,76 = 18,4 HV significando una disminucion del 25,58 % con relacion al

tejido sano. Valores de microdureza similares (310,31 HV) se encontraron

144



Capitulo V. Discusion y conclusiones

desmineralizando el esmalte con agua clorada 24 h, siendo el porcentaje de reduccion
de 9,76% en relacion al valor sano inicial (106). Los diferentes tiempos de
exposicion empleados y su efecto estdn relacionados con el tipo de acido, su
concentracion y el pH del medio; pero ademas con la respuesta de cada diente a la

desmineralizacion.

La bebida contiene acido fosforico 0,51 mg/ml (71), un acidulante que hace
descender su pH a 3 en la escala colorimétrica. Esto coincide con el rango de valores
de pH (2,40 a 3,20) de bebidas gaseosas de distintos sabores informado por otros
autores (70, 78, 85). El 4cido fosfoérico difunde al interior del prisma y produce la
liberacion de iones calcio causando a disolucion de la hidroxiapatita. Zafar y Ahmed
(56) evaluaron el efecto del grabado con &cido fosforico al 37% sobre las
propiedades mecanicas de los tejidos duros del diente y concluyeron que la dureza
del esmalte se reduce significativamente (de 4,21 GPa a 1,15 GPa) después de 120

segundos.

Considerando estudios previos (70, 79, 81, 151) en relacion a los distintos tiempos
de accion de bebidas carbonatadas y la erosion del esmalte, la exposicion durante 90
minutos utilizada en este trabajo, resultd adecuada para provocar la lesion de erosion
reproducible y medible. No se tuvo en cuenta el efecto buffer de la saliva, a
diferencia de los modelos donde la desmineralizacion se realiza a intervalos regulares
(164). La pérdida de minerales en volumen y la profundidad de la lesién son menores
cuando se utilizan exposiciones cortas, a intervalos regulares, al medio acido y se

conservan en saliva entre ciclos (164).

También, el esmalte erosionado fue expuesto a la solucion de sésamo bajo
condiciones estaticas, sin intervencion de la saliva artificial para describir su efecto
“per se”. Se utilizo un tiempo de inmersion de 24 h de acuerdo al trabajo de Vono
Ribeiro et al. (178). El registro de dureza se realizd con el equipo Triboindenter
Hysitron que permiti6 determinar las variaciones de las propiedades mecanicas de la
capa mas superficial del esmalte. La dureza obtenida en el esmalte sano, fue de 4,61
+ (0,58 GPa. Este valor se encuentra dentro del rango informado por Cuy et al. (179)
el cual varia de 2,7 a 6,4 GPa. Otros autores reportaron valores similares de dureza

de 4,48 GPa (81) y 4,21 GPa (56) para el esmalte sano.
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La reduccion de la dureza, después de la exposicion de 90 minutos a la bebida
gaseosa, fue drastica disminuyendo de 4,61 GPa a 0,06 GPa, mientras que el modulo
reducido del esmalte sano fue de 88,92 + 11,8 y disminuyé a 10,70 £ 4,57,
produciendo una capa superficial completamente blanda de unos 1548,65 + 515,5
nm. Esto demuestra una importante pérdida de mineral en la capa superficial del
esmalte. En cambio, Devlin et al. (81), compararon la erosion del esmalte con una
gaseosa en diferentes tiempos de exposicion y demostraron que después de 1h de
inmersion, la dureza (GPa) fue del 92,6% en relacion a la inicial, mientras que
después de 2 h fue del 93,25%, después de 3 h del 85,7% y después de 15 h del
80,3%. Estos porcentajes resultaron muy cercanos al esmalte sano, por lo que no se
corresponden con los obtenidos en nuestro trabajo donde la reduccion de la dureza en
la capa superficial fue contundente (Tabla 8). Posibles factores responsables de estas
diferencias estan relacionados con una composicion variable de los dientes humanos,
debido a influencias genéticas, condiciones de desarrollo (dieta, exposicion al fluor)
y edad (maduracion pos eruptiva), formas y medios de conservacion de las piezas
antes del experimento. Estas diferencias provocan amplias variaciones en su
respuesta a los desafios acidos (165). Asimismo, influye la forma de preparar la
muestra, el area de esmalte considerada y el tipo de diente utilizado (160) como asi

también, el tipo de indentador y la carga.

Tanto en el régimen ciclico como en condiciones estaticas la solucion de sésamo
produjo una recuperacion parcial de la dureza superficial mayor a la obtenida por la
saliva artificial. La semilla de sésamo contiene distintos componentes que podrian
estar involucrados en este fendémeno. El proceso de germinacion activa fitasas
endogenas que transforman el fitato en derivados solubles liberando fosforo y calcio
favoreciendo su deposito sobre el esmalte. Sin embargo, otros mecanismos de accion
son posibles. Amaechi ef al. (113) informaron que la teobromina en presencia de un
medio formador de apatita actua reforzando el potencial de re mineralizacion del
medio. Lo propio sostienen Mirkarimi et al. (13) con relaciéon al acido galico
contenido en la semilla de uva, que facilita la deposicion mineral en las capas
superficiales del esmalte, actuando como un andamiaje para la nucleacion de
fluoruro de calcio. Por lo tanto, algunos componentes organicos de la semilla de
sésamo, podrian ser también responsables de la recuperacion de la microdureza

(114).
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Sin embargo, al igual que lo expresado por otros autores, no se restauraron los

valores de dureza del esmalte sano (81, 94, 180).

La morfologia de la superficie del esmalte sano al MEB mostré un aspecto
uniforme, con leves irregularidades. La accion de la bebida aument6 la porosidad. El
prisma se disuelve de manera diferencial mostrando al MEB distintos patrones,
segin esté¢ afectado el centro o la periferia. Los factores que contribuyen a la
disolucion preferencial del esmalte, estarian relacionados con puntos de entrada
estructurales (como las estrias de Retzius o las estriaciones del prisma, las diazonas)
y con los cambios de direccion de los prismas que implica el consiguiente cambio en
la orientacion de los cristales (55). El abrupto cambio de orientacion de los cristales
en la periferia del prisma afecta la distribucion de la materia orgdnica haciendo a
estas zonas mas permeables. Cuando la pérdida de mineral afecta el corazén del
prisma se forma un patréon en “panal de abeja” (55) que fue confirmado en nuestro
trabajo (Figuras 74 A y 75). Tyler (54) sostiene que esto es valido para acidos
minerales u orgédnicos diluidos con un ataque prolongado, pues si el acido actia un
tiempo breve, se disuelve la periferia del prisma. Este autor considera ademas que las
condiciones estaticas de accion del acido favorecen la supervivencia de la periferia
del prisma ya sea por la acumulacion de productos de reaccion como por las mayores
concentraciones de ciertos elementos o material organico. No obstante, en este
estudio, también reconocimos un patrén indefinido de disolucion (55). Ademads, una
muestra presentd esmalte aprismatico cuya superficie resultd inalterable ante la
accion de la bebida tal como fue comprobado por otros trabajos (181- 183) (Figura

76).

La rugosidad (Rq) del esmalte sano, aument6 de 16,78 nm a 69,87 nm después de
la inmersidn en la bebida. El acido fosforico contenido en la bebida utilizada, causo
una superficie mas rugosa, tal como fue demostrado por Poggio ef al. (184). A
diferencia de éstos que desgastaron y pulieron la superficie del esmalte para remover
las variaciones topograficas naturales, en nuestro estudio se preservd la superficie del
esmalte intacta al iniciar el experimento, por lo que la rugosidad inicial del esmalte
sano fue variable y su respuesta ante la accion de la bebida también. En AFM se

observo el mismo patrén de desmineralizacion que al MEB (Figuras 51 E'y 84 B).
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Ademas, mediante AFM, la superficie del esmalte tratada con sésamo ciclado en
saliva artificial, evidenci6 una reduccion de la rugosidad del esmalte erosionado. La
superficie aparecid0 mas regular, uniforme y menos porosa. Este aspecto fue
comprobado al MEB. En condiciones estaticas el sésamo también causd la
modificacion de la morfologia del esmalte erosionado aunque persistieron algunos
poros profundos, resultando una superficie con mas rugosidad en comparacion con la
saliva. En estas condiciones, el material depositado sobre la superficie no permitio
operar el microscopio AFM en la modalidad “tapping” por lo que los resultados
deben considerarse con reservas. En ambos casos se observd un material denso de
aspecto grumoso cubriendo los prismas siendo la distribuciéon mas regular en el
esmalte ciclado en saliva artificial. Esta capa difiere del aspecto globular mostrado
por el depdsito de caseina- fosfato y fosfato amorfo de calcio sobre el esmalte dental

(185).

La composicion elemental del esmalte sano (peso%) fue andloga a la descripta por
otros autores (42). La relacion Ca/P (1,73 £ 0,13) resultd menor que la hallada en
otros trabajos donde fue de aproximadamente 2,0 (99, 186). No obstante, también se
reportaron ratios Ca/P cercanos a 1 (uno) en el esmalte de dientes permanentes (187).
La hidroxiapatita pura presenta una ratio Ca/P de 1,67 y la discrepancia en los
valores obtenidos en los distintos estudios estaria relacionada con la presencia de
otros compuestos calcicos o elementos que actuarian modificando su relacion de

estequiometria (187).

La desmineralizacion con la bebida provoco una disminucién de la relacion Ca/ P
observandose pérdida de calcio. Después de la accion de la solucion de s€samo 24 h,
se encontré un aumento de la relacion Ca/P semejante a la obtenida con el CPP- ACP
(99). Sin embargo, resulté menor que la provocada por remineralizantes conteniendo
fltior (188). En este trabajo no se pudo establecer una diferencia en la relacion Ca/P
entre el esmalte tratado con sésamo ciclado en saliva artificial mediante EDS.

Debemos continuar investigando en este sentido.

La relacion Ca/P estudiada en semilla de sésamo germinado fue de 0,7. Karlinsey

et al. (92) encontraron una mayor remineralizacion de lesiones de erosion tratadas
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con soluciones simuladas de saliva artificial con una relacion Ca/ P de 0,3 que con
una de 1,6. Una explicacion de esto puede deberse al intercambio isomorfico de
fosfato con el carbonato en la red de esmalte, que se disuelve facilmente durante el
ataque de acido. Dado que el calcio puede coordinar con muchas especies vecinas
dependiendo de sus ambientes (por ejemplo, la coordinacion puede exceder de 10),
podria ser que los niveles relativamente mas altos de fosfato puedan ser necesarios
para ayudar a estabilizar los constituyentes de calcio supervivientes que permanecen

en el esmalte erosionado (92).

Mediante el analisis quimico por XPS se detectd que la capa superficial
presentaba mayor proporcion de nitrégeno que calcio y fosforo. Por debajo de esta
capa se encontraba el esmalte erosionado. En general, las semillas contienen distintas
proteinas que funcionan como reservas y también proteinas metabolicamente activas,
como las enzimas proteicas. Las proteinas de almacenamiento generalmente se
presentan en orgdnulos bien definidos llamados cuerpos de proteinas o granos de
aleurona. Estos cuerpos se han encontrado en numerosas semillas como oleaginosas
y los cereales. Tienen un alto contenido de nitrogeno y de prolina, y menor cantidad
de lisina, triptofano y metionina (189). Otros autores (190) estudiaron los
cotiledones, endospermo y capa de semilla de sésamo negro crudo madurado para
detectar los componentes mediante FT-IR/ART identificando lipidos y proteinas en
el cotiledon y endosperma, mientras que los espectros de la capa de la semilla
mostraron apenas bandas de lipidos o proteinas. También se observaron bandas
correspondientes a carbohidratos en la region 1200-950 cm™ para todas las partes de

la semilla

La solucion de sésamo que hemos utilizado se obtuvo de semillas que iniciaron la
germinacion. Las primeras sefiales de crecimiento estan dadas por la aparicion de la
radicula y después el hipocotileo o plumula. La extension del eje embrionario, o sea
todo el embridn excepto los cotiledones, se debe principalmente a la imbibicion del
agua y al inicio de formacion de nuevo tejido. Esta primera actividad de crecimiento
se da aun antes de que emerja la radicula y es resultado de la elongacion de las
células al mismo tiempo que se produce la division celular. Durante la imbibicion se
inicia un metabolismo muy activo (respiraciéon y sintesis de proteinas) que esta

asociado con la accion enzimatica. Todo este proceso comprende cambios quimicos
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muy complejos: degradacion de ciertos compuestos presentes en las semillas, el
transporte de materiales de una parte de la semilla a otra, principalmente del
endospermo al embrion o de los cotiledones a las partes en crecimiento, y por ultimo
la sintesis de nuevos materiales a partir de los que fueron degradados. En este
momento, la sintesis de proteinas y de polipéptidos permite el crecimiento del eje
embrionario que requiere de una respiracion activa en la cual se utilizan las reservas
de carbohidratos, lipidos y proteinas que estaban almacenados. Generalmente el eje
embrionario tiene suficientes reservas para satisfacer sus necesidades inmediatas,
pero pronto es necesario usar las reservas almacenadas en el endospermo que
comienza a disolverse. Las paredes celulares se degradan, las reservas en forma de
proteinas se hidrolizan para formar aminoacidos y el almidon también se hidroliza
para formar aztcares reducidos, que seran transportados al embrion. Todo este
proceso se lleva a cabo mediante las enzimas secretadas por la capa de aleurona que
rodea al endospermo (191). Postulamos que este mecanismo de la germinacion
aumentaria la disponibilidad de compuestos nitrogenados capaces de adherirse al

esmalte dental.

En el andlisis por FTIR del esmalte sano se detecta una banda a 1084 cm’
asociada a los grupos fosfatos en el esmalte sano, coincidiendo con lo reportado por
Lodofio (192) donde las bandas mas fuertes de los grupos fosfatos (PO4”) estan en
las regiones 1100 a 1000 cm™. Los grupos PO4> (1085 cm™) de la hidroxiapatita
estan presentes siempre sugiriendo que conservan su identidad y no se ven afectados
por los tratamientos (193). Después de la exposicion a la bebida, aparecen bandas
entre 1350 y 1560 cm™ correspondientes a diferentes grupos carbonato/carboxilatos
que pueden tener su origen al quedar expuestos por el ataque acido. Estos resultados
coinciden con lo encontrado por Kim et al. (194), quienes observaron la formacion
de bandas a 872 c¢m’ (v2 CO3) y a 1405, 1450 cm’! (v3 COs) asignadas a la
sustitucion de carbonato para el ion fosfato. Estos autores asimismo, sefialan que los
iones carbonatos causan distorsiones en la estructura de la hidroxiapatita lo cual
podria estar asociado a los cambios morfoldgicos y estructurales observados.
Ademéds, encontraron un desplazamiento del pico de PO43' a un numero de onda
mayor después de la erosion provocada por una bebida cola durante 30 minutos, lo

que indica que la longitud del enlace P-O se redujo debido a la erosion.
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El espectro FTIR para el esmalte tratado con la solucién de sésamo 24 h también
muestra bandas en la zona 1350 a 1500 cm™ que pueden ser atribuidas a distintos
grupos. Estudios relacionados con el analisis de compuestos fenolicos y flavonoides
en el propdleo indicaron que las sefiales en las bandas 1450-1455 cm™ corresponden
a la vibracion de flexion C-H de grupos CH, y C-Hj de flavonoides y anillos
aromaticos, 1380 cm™ a la vibracion de flexion C-H del grupo CHs de flavonoides,
1274 ecm™ O-H y C-CO de hidrocarburos y 1088 cm™ vibracién C-C y C-OH de
flavonoides y grupo alcoholicos secundarios (195). Estos resultados coinciden con un
estudio de flavonoides extraidos de plantas medicinales en el cual la banda a 1457
cm’! podria estar relacionada con CHj3, CH,, flavonoides y anillos aromaticos, donde
las vibraciones serian la vibracion de flexién (6) de C-H y la vibracion de
estiramiento de los aromaticos. En ese mismo trabajo, consideraron que la banda a
1252 ¢cm™ seria debido a la vibracién del grupo C-O de los polioles, como los
hidroxiflavonoides y una banda a 1086 cm™ estaria relacionada con alcoholes

secundarios y/o con un grupo éster de estiramiento C — O (196).

La semilla de sésamo contiene lignanos (un tipo de compuestos fendlicos) como
el sesamol que fueron detectados en el aceite de sésamo mediante FTIR por Mirghani
et al. (197) encontrando que los picos 1504 cm™ correspondian a fenoles, 1489- 1471
em’! a CH,, 1397 em”! a metilos, 1274 cm’ al OH de fenolicos, 1185 em” C-H de
aromaticos. Varios estudios informaron sobre el rol de diferentes polifenoles en la re-
mineralizacion del esmalte. Mirkarimi et al/ (13) trataron caries artificiales con
polifenoles extraidos de la semilla de uva, se encontraron estructuras esferoidales
parecidas a un racimo que podrian actuar como andamiaje para la iniciacion del
proceso de re mineralizacion. Cheng et al. (9) y Cheng y ten Cate (116) indicaron
que el extracto de Galla chinensis contiene distintos componentes polifendlicos, que
actuarian como una barrera previniendo el deposito de iones calcio en la superficie
del esmalte dafiado, pero permitirian la transmision de mas iones calcio al cuerpo de

la lesion.

En nuestros ensayos, no realizamos la extraccion y separacion de los componentes
organicos, para determinar el rol de los polifenoles del sésamo en la remineralizacion
de lesiones de erosion y poder evitar el solapamiento de los espectros de infrarrojo.

Sin bien, la capa organica de sésamo depositada sobre el esmalte no evidencid
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presencia de iones calcio, por debajo de ella se advirtid una recuperacion de la
relacion calcio/ fosforo que indica difusion de iones en la subsuperficie. En cambio,
la saliva artificial mostré6 mayor concentracion atdémica de calcio en la superficie que
en la subsuperficie. Esto posiblemente se deba a la concentracion de este elemento y
el contenido de hidroxipropilmetilcelulosa en la féormula. Este ultimo, por sus
caracteristicas de aglutinante o viscosizante de suspensiones y emulsiones actuaria

reteniendo iones en su superficie (198).

Con relacion al analisis de DRX se evidencidé un patréon correspondiente a la
hidroxiapatita y fosfatos de calcio que se corresponde con lo comunicado por otros
estudios aunque no se encontr6 silicato de calcio hidratado (199). La estructura del
tipo “panal de abejas” formada por la desmineralizacion, podria estar asociada a la
desaparicion del plano 200 de la HA, a la vez que la menor altura de los picos
representa una disminucion de la estructura cristalina. La accion del sésamo provoca

una estructura amorfa.

El proceso de erosion fue comprobado ademds, por los andlisis de superficie
especifica y de porosidad cuyos valores aumentan luego de la accién de la bebida. En
este mismo sentido, el estudio de la isoterma permite determinar un cambio en la
estructura de los poros que confirman la erosion interna del tejido. Los valores de
superficie especifica y volumen de poro hallados en nuestro experimento se asemejan
a los reportados por Nguyen ef al. (200) utilizando acido fosforico al 37% durante 30
segundos, mientras que el tamafio de poro se correspondié con el encontrado para el
grabado por 60 segundos. Estos autores estudiaron la variaciones de porosidad
producidas por el grabado con acido fosforico, mediante isotermas de adsorcion de
gas krypton a temperatura constante. Si bien la bebida gaseosa empleada posee una
concentracion de acido fosforico de 0,03%, su efecto desmineralizante esta
condicionado por el prolongado tiempo de accion. Otros autores confirmaron que el
acido citrico al 0,3% durante 120 minutos resultd en una erosidon ma extensa y

profunda que la provocada por una concentracion al 1% durante 30 minutos (92).

Después del tratamiento con la solucion de sésamo 24 h se observd una
diminucion general de la porosidad aunque aument6 la superficie especifica en

relacion al esmalte erosionado. El esmalte sano presenta un ciclo de histéresis tipo E
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con poros de cuerpos grandes y cuellos pequefios y estrechos, en cambio, la histéresis
tipo B del esmalte tratado con sésamo es caracteristica de poros formados por
laminas paralelas. Esto explica la mayor superficie especifica, pues ésta, mas
aumenta cuando la morfologia de la particula se aleja de la equidimensionalidad

(147).

El esmalte conservado en saliva artificial no mostré6 una recuperacion de las
propiedades mecénicas, aunque se determinaron modificaciones del aspecto
morfoldgico al MEB y AFM. Se observo una capa homogénea delgada cubriendo los
prismas con una reduccién de la rugosidad. Esta capa estd asociada al contenido de
hidroxipropilmetilcelulosa, un polimero espesante y adherente muy frecuente en las
formulas de sustitutos de saliva y lagrimas. Este compuesto es de la familia de la
carboximetilcelulosa, de la cual se sabe, tiene la capacidad de formar complejos con
iones calcio y /o fosfatos inhibiendo su disponibilidad para la remineralizacion, a la
vez que el aumento de su viscosidad actia disminuyendo la velocidad de difusion de

iones dentro de la solucion (91, 93).

Devlin et al. (81) utilizaron un producto comercial de saliva artificial (Salivart®)
para remineralizar esmalte expuesto a una bebida cola, observando que la dureza del
esmalte aumentaba parcialmente un 18% en relacion al esmalte desmineralizado. El
contenido de calcio, fosfato de potasio y otras sales minerales de esa saliva pudieron
intervenir en la remineralizacion del esmalte. La saliva artificial empleada en nuestro
estudio contiene diversos minerales y, ademds 2 ppm de fltior, sin embargo, su
aplicacion durante 5 dias o 24 h no mostr6 un efecto de recuperacion en las
propiedades mecanicas del esmalte desmineralizado. Una posible explicacion se
encontraria en que este producto no contiene fosforo en su composicion para la

formacion de fosfatos de calcio.

Sin embargo, se debe enfatizar que la saliva artificial no puede modelar los
procesos de desmineralizacion y remineralizacion como sucede en el ambiente
intraoral, puesto que intervienen varios factores biologicos relacionados. Wang et al.
(201) sostienen que, en general, la saliva natural podria ofrecer una mayor proteccion
que la saliva artificial debido a la capacidad de formar una pelicula que restringe la

difusion de 4cido y el transporte de iones dentro y fuera de la superficie del esmalte
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Debemos tener en cuenta que, ademas de las limitaciones propias, este estudio in
vitro, no reproduce las condiciones clinicas de la cavidad oral en relacion a la saliva
y la pelicula adquirida depositada sobre el esmalte dental. Por lo tanto, los resultados
solo deben interpretarse como una prediccion del potencial erosivo de una bebida

gaseosa (78) asi como del efecto remineralizante de la solucién empleada.
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CONCLUSIONES

La caracterizacion de la microestructura del esmalte erosionado expuesto a la
solucion de sésamo germinado, mediante distintos métodos de estudio, permitid
obtener informacion de los aspectos mecéanicos, morfoldgicos, quimicos, cristalinos y
de porosidad de la superficie y la subsuperficie. Esto contribuy6 a la comprension en
profundidad de los fendomenos involucrados en la desmineralizacion y

remineralizacion del esmalte dental.

La semilla de sésamo contiene minerales, entre ellos calcio y fosforo, ademés de
compuestos organicos, con capacidad de interactuar con la superficie del esmalte

erosionado.

Bajo las condiciones experimentales de este trabajo, la exposicion del esmalte
dental a una bebida gaseosa durante 90 minutos, generd una capa superficial
desmineralizada, circunscripta al esmalte radial, compatible con una lesion de
erosion dental. Asimismo, las modificaciones microestructurales producidas
pudieron ser descriptas y caracterizadas desde distintos aspectos, quimico, mecanico

y morfoldgico, utilizando distintos métodos de estudio.

Si bien la bebida utilizada contiene un muy pequeiio porcentaje de dacido
fosforico, el bajo pH y el prolongado tiempo de exposicion, contribuyeron para crear
una lesion de erosion con una grave desmineralizacion, con una marcada
disminucién del médulo eléstico reducido, abertura de poros resultado de la pérdida
de iones calcio y fosfato en el centro de la varilla, un aumento de la rugosidad,

disminucion de la cristalinidad y desplazamiento de grupos quimicos.

Estas modificaciones estructurales y ultraestructurales del prisma, afectan la
integridad superficial del tejido adamantino, comprometiendo su funcion

biomecanica y haciéndolo mas vulnerable.

La superficie del esmalte erosionado expuesto a la solucion de sésamo germinado,

ciclado en saliva artificial, mostré un endurecimiento mayor que el producido por la
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saliva artificial. Sin embargo, el valor de microdureza final obtenido estuvo alejado
del esmalte sano. Por lo tanto, la re-mineralizacién no restaura las propiedades
superficiales tal como se presentan en el esmalte sano. Se demostré también que la
solucion de sésamo por si misma produce modificaciones morfologicas, topograficas,
quimicas y mecénicas sobre la superficie del esmalte erosionado aunque su aspecto

morfoldgico resulta mas liso y homogéneo cuando se combina con saliva artificial.

De acuerdo a las hipotesis planteadas determinamos que la solucioén obtenida de la
semilla de sésamo germinado, presentd una relacion calcio fésforo menor que la
hidroxiapatita, aunque la semilla contiene una relacién mayor en su cobertura. El pH

de esta solucion resultd semejante al del medio bucal.

En ambos regimenes se produjo una recuperacion de la dureza. Se demostré un
aumento de la relacion Ca/P en el esmalte erosionado después de la exposicion al
sésamo en condiciones estaticas. Las lesiones de erosion expuestas a la solucion de
sésamo 24 h presentaron mayor proporcion de calcio y fosforo que las expuestas a la

saliva artificial.

Ademas, al microscopio electronico de barrido se observo un depdsito superficial
taponando los poros de la erosion. El analisis quimico de este material demostrd su
origen organico y su estructura amorfa. Por debajo de éste, las caracteristicas

quimicas respondieron a las de la hidroxiapatita.

La rugosidad del esmalte erosionado disminuy6 después del tratamiento con el
sésamo ciclado en saliva artificial 5 dias, aunque no resulté tan evidente al aplicar el
sésamo durante 24 h, posiblemente por la naturaleza de la capa depositada. La
porosidad del esmalte erosionado disminuyd después del tratamiento con sésamo 24

horas y a la vez, la forma del poro cambio.

Los elementos inorgédnicos de la saliva artificial como el calcio y fluor no tuvieron
capacidad de difundirse hacia la lesion de erosion. Su componente organico cred una
capa superficial adherente y delgada. La formulacion de saliva artificial utilizada en

este trabajo resulta mas adecuada para la lubricacion de la mucosa oral.
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Este experimento “in vitro” no reproduce los multiples factores del medio bucal
por lo que las modificaciones microestructurales de la superficie del esmalte no
representan su comportamiento “in situ”. Para poder predecir el potencial

remineralizante de la semilla de sésamo se requiere continuar con nuevos estudios.
Concluimos que los componentes organicos e inorganicos de la semilla de sésamo

estan involucrados en las transformaciones de las propiedades mecanicas, quimicas y

morfologicas de la superficie del esmalte erosionado.
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Anexo

I. MICRODUREZA DE LA EROSION DEL ESMALTE

Hoja de registro de dureza para la erosion del esmalte

‘ Sana Tratada
Al 430,3 311,8
454,4 297,5
424,2 312,1
A2 438,6 288,7
395,1 310,5
395,8 289,2
A3 419 318
410,2 329,9
438,9 337,5
A4 433,8 306,2
406,4 336,5
414 327
PROM 421,7 313,7
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Anexo

II. MICRODUREZA PARA EL REGIMEN CICLICO

agua saliva sésamo
sana tratada sana tratada sana tratada

Al 384,7 303,3|S7 427,3 301 |SS13 412,6 325
388,9 297,5 426,8 295 4171 322

424,2 312,1 420,5 314,1 430 337,9

413,5 308,6 424,2 285,5 396,9 334,3

395,3 290,8 423,9 301,7 435 319,9

A2 438,6 288,7 | S8 411,8 289,1|SS14 394,5 327
395,1 310,5 395,8 315,2 420,2 338,9

395,8 289,2 397,1 301,7 418,8 309,4

398,7 319,3 418,5 318 438,8 319,1

385,9 291,2 397,1 322,2 431,1 308

A3 419 318|S9 412,1 292,1|SS15 439,2 334,3
410,2 329,9 424,2 305,5 408,8 307

4389 278,8 400 323,7 411,3 326,8

416 327,3 399,7 316,7 439,8 330,9

4171 323,3 386,7 292,3 431,4 336,9

A4 418,2 291,7|S10 430,8 307 |SS16 414,3 305
417,6 291 412,4 319 446,5 307,8

433,8 281 409,6 306,2 418,2 324,4

433,2 282,7 399 309,1 418,8 339,7

4341 280,5 413,5 324,3 448,4 327,2

A5 406,4 336,5|S11 395,8 282,7 |SS17 404,5 338,2
414 327 394,3 305 394 329,5

419,9 337,9 384,9 286,3 408,8 297,3

403,7 338,9 402,4 279,8 385,7 334,5

404,6 316,2 366,1 307 396,6 281

A6 401,1 312,5(S12 438,3 275,1|SS18 437,7 348,8
438 304,5 428,8 348,1 422,2 306,4

4244 321,4 446,5 330,1 399,7 291,7

4329 301,4 422,2 339,7 386,4 299,3

403,4 321,2 429,4 345,4 385,9 342,4
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Anexo

III. ESPECTROMETRIA DE ENERGIA DISPERSIVA

Y Sésamo n= 4 Desmineralizada n= 4
04/05/2015 Ca P Ca/P Ca P Ca/P
M1 |Tratl |61,65|38,35|1,608 M1 |cocl 61,17| 38,83|1,575
Trat2 |60,17]39,83 (1,511 coc2 61,17| 38,83|1,575
Trat3 |64,11|35,89(1,786 coc3 61,15| 38,85(1,574
M 2 | Trat4 |62,04|37,96| 1,634 | M2 |coc4 61,4 38,6|1,591
Trat5 |62,31]37,69|1,653 coc5 61,3| 38,7|1,584
M 5| Tratl4|60,43|39,57| 1,527 coc7 62,03| 37,971,634
Tratl6| 60,49 | 39,51 | 1,531 | M 3 | coc20 62,08| 37,921,637
13/07/2015 | MD | D1 63,16|36,84|1,714|MS |S1 62,21| 37,791,646
D2 65,29 34,711,881
D3 63,98 136,02 | 1,776
D4 64,38 35,62 | 1,807
B Saliva 24 h Desmineralizadas
=4 =3
21/08/2015 | Ca P Ca/P 01/04/2016 | Ca P Ca/P
MO Sall MO 61,94| 38,06| 1,63 | M2 Control sal 3| 61,57 38,43 | 1,60
Sal2 MO 62,43 | 37,57| 1,66 | M3 Control sal 4| 61,5| 38,5| 1,60
Sal3 MO 61,33| 38,67| 1,59 Control sal 5| 60,89 39,11 1,56
M1 Sall M1 61,75| 3825| 1,61 Control sal 6| 61,97 | 38,03 | 1,63
Sal2 M1 62,06| 37.94| 1,64 | M4
Sal3 M1 61,74| 38,26| 1,61
Sal4 M1 59,84| 40,16| 1,49
M2 Sall.M2 59,19| 40,81| 1,45
Sal2. M2 59,26| 40,74| 1,45
M3 Sall M3 59,24| 40,76 | 1,45
Sal2 M3 59,43| 40,57| 1,46
Sal3 M3 60,46| 39,54| 1,53
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C Sano
n=06 calcio fosforo Ca/P
29/05/2017 | Sano sano 1 61,78 38,22 1,62
sano 2 62,05 37,95 1,64
sano 3 61,88 38,12 1,62
12/06/2017 | M1 sano 2 64,11 35,89 1,79
sano 3 63,46 36,54 1,74
sano 4 61,96 38,04 1,63
M2 sano 5 65,94 34,06 1,94
sano 6 66,28 33,72 1,97
M3 sano 7 66,17 33,83 1,96
sano 8 66,53 33,47 1,99
sano9 62,65 37,15 1,69
M4 sano 10 62,43 36,47 1,71
sano 11 62 38 1,63
sano 12 63,39 36,61 1,73
M5 sano 13 62,98 37,02 1,70
sano 14 62,68 37,32 1,68
sano 15 65,39 34,61 1,89
sano 16 65,13 34,87 1,87
sano 17 63,58 36,42 1,75
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IV. MUESTRAS

Muestras V y P

Muestras

Muestras MEB
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V. MICROGRAFIAS MEB-EDS

CINDECA 27/3/15

Muestras P Control Muestras V Sésamo
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CINDECA 4/5/15

Tratamiento sésamo 24 h sin saliva
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CINDECA 17/11/14

SANO

GASEOSA SIN SALIVA
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SESAMO CICLADO EN SALIVA
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VL. IMAGENES DE LAS MUESTRAS ENSAYADAS EN EL
TRIBOINDENTER

Muestras sanas

¥
i

Muestras tratadas con SESAMO 24 h
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VII. MICRODUREZA DEL REGIMEN ESTATICO 24H.
TRIBOINDENTER

DESMINERALIZADO

Muestra
1-1
2-1
3-l1
4- 1111
4-V
6- VI
7- VI
8- VI
9- IX
10- X
11-XI
12

13

14

15

16

17

18

19
20
21

SANO
Hardness Modulus
4,69 85,64
3,96 86,88
3,43 84,74
5,65 96,37
2,85
3,58 74,93
5,48 96,98
8,56
22,15
4,73 101,6
4,61 129,95
5,06 88,97
4,87 86,95
3,99 86,24
4,45 89,83
5,14 88,92
4,8 96,54
4,11 79,16
4,9 92,1
4,31 87,78
4,33 89,63

Contact
Depth
159,18
178,28
190,86
142,2

183,78
145,64

164,09
161,52
151,75
155,44
175,76
164,99
150,47
156,55
171,4
154,78
168,190
166,41

Hardness
0,281
0,0523
0,0476
0,0589
DESCARTAR
0,3685
0,7104

0,1262
0,024
0,1027
0,028
0,18
0,07
0,0734
0,0646
0,0604
0,0422
0,0582
0,0656

Modulus
18,25
5,97
7,71
8,73

21,91

50,69 MUY ALTO
VALORES MUY ALTOS
VALORES MUY ALTOS
15,44

5,95

16,31

6,93

16,43

11,69

12,18

10,19

9,69

8,95

10,7

12,99

Contact
Depth
711,12
1733,85
1810,26
1619,14

625,62
439,96

1103,59
2573,18
1207,77
2365,41

911,06
1405,02
1438,27
1542,78
1596,06
1913,39
1628,55
1548,65
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SANO DESMINERALIZADO
CONTACT CONTACT
MUESTRA | HARDNESS MODULUS DEPTH  |HARDNESS MODULUS DEPTH
[ 3,96 86,88 178,28 0,0523 597 1733,85
I 3,43 84,74 190,86 0,0476 7,71 1810,26
I 5,65 96,37 142,2 0,0589 8,73 1619,14
12 5,06 88,97 151,75 0,1027 16,31 1207,77
13 4,87 86,95 155,44 0,028 6,93 236541
14 3,99 86,24 175,76 0,18 16,43 911,06
15 4,45 89,83 164,99 0,07 11,69 1405,02
16 5,14 88,92 150,47 0,0734 12,18 143827
| 4,69 85,64 159,18 0,281 18,25 711,12
VI 3,58 7493 183,78 0,3685 21,91 625,62
X 4,73 101,6 164,09 0,1262 15,44 1103,59
XI 4,61 129,95 161,52 0,024 595 2573,18
17 4,8 96,54 156,55 0,0646 10,19 1542,78
18 4,11 79,16 171,4 0,0604 9,69 1596,06
19 4,9 92,1 154,78 0,0422 8,95 1913,39
20 4,31 87,78 168,190 0,0582 10,7 1628,55
21 4,33 89,63 166,41 0,0656 12,99 1548,65
n=17 4,61 88,92 164,09 0,0646 10,7 1548,65 MEDIANA
4,51 90,95 164,45 0,10 11,77 1513,75 PROMEDIO
0,58 11,82 12,70 0,09 4,57 515,5 DESV
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