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Introduccién

La fluorosis dental, clasicamente se ha definido como una
malformacion dentaria originada por la ingesta aguda o crénica de aguas
fluoradas a altas concentraciones, si bien existen otros factores como la
aplicaciéon de productos fluorados tépicos, bebidas gaseosas, dentifricos y
factores genéticos, que pueden originar, también, dicha alteracién (Osuji y

cols., 1988; Ng’ang’a y cols., 1992; Mascarenhas, 2000; Everett, 2002).

El fluor, ejerce su accion, preferentemente, durante el desarrollo
dentario, y afecta tanto al proceso de amelogénesis (formacion del esmalte)

concretamente a la actividad secretora y maduracién de los ameloblastos,
como al proceso de dentinogénesis (formacién de dentina) alterando, en este

caso, la expresion de las proteinas de la matriz dentinaria.

(Fejerskov y cols., 1975, 1979; Thylstrup y Fejerskov, 1979; Shinoda, 1983;
Fejerskov y cols.,1983; Suckling y Thurley, 1984; Richards y cols.,1986;
Suckling y cols.,1988; Murray y cols., 1991; Milhaud y cols., 1992; Den

Besten,1994; Milan y cols., 2001; Maciejewska y cols., 2006).

Si bien el fluor es considerado beneficioso para la salud dental, ya que
actua como agente remineralizador y por tanto como agente preventivo de la
caries dental, estudios recientes han indicado que la fluorosis dental ha ido
incrementandose, alcanzando un rango de prevalencia que varia entre el 7,7 y
80,9% en areas con aguas fluoradas y entre el 2,9 al 42% en zonas sin

fluoraciéon del agua (Clark, 1994; Mascarenhas, 2000; Pendrys, 2000),
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afectando preferentemente a premolares, incisivos, primer y segundo molar
(Ainsworth,1933; Tratman,1940; Forrest, 1956; Moller,1965; Lathan y Grech,
1967; Moller y cols.,1970; Aasenden y Peebles, 1974,1978; Poulsen y Moller,
1974;Thylstrup y Fejerskov,1978; Larsen y cols., 1985 a, b, 1986; Manji y

cols.,1986 a, b).

En este sentido, podemos afirmar que la fluorosis dental es un
problema endémico de salud publica que afecta a la poblacién infantil y
adolescente de varias zonas del mundo (Thylstrup,1978; Mclnnes y cols., 1982;
Burger y cols., 1987; Mann y cols., 1990; Opinya y cols., 1991; Ng'ang’a y

cols., 1993; Lewis y Chikte,1995; Milsom y cols., 1996)

Las primeras descripciones de piezas dentarias afectadas con fluorosis
dental fueron descritas por Black y McKay, en 1916. Dean en 1934, clasifico la
fluorosis en funcion de sus caracteristicas macroscopicas, y establece el indice
de Dean que relaciona el grado de afectacion de la misma con el nivel de
exposicion al fluor. Thylstrup y Fejerskov, en 1978, mediante microscopia
Optica, realizaron una nueva clasificacion relacionando el aspecto clinico de la

fluorosis con los cambios microestructurales o histolégicos del esmalte.

Macroscopicamente, las caracteristicas del esmalte fluordtico se
manifiestan por presentar color marrén, a veces opaco, quebradizo, poroso y

sin brillo. También se observa la presencia alterna de bandas horizontales
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oscuras y marcadamente opacas, asi como pérdida total o parcial de crestas y

altura del esmalte (Dean,1934; Roholm,1937; Kierdorf y cols., 1993)

Mediante técnicas de microrradiografia se distinguen distintas zonas o
areas en el espesor del esmalte de dientes fluordticos: capa mas externa con
un alto contenido mineral, capa hipomineralizada, ubicada por debajo de la
anterior, de longitud variable y capa mas interna, proxima a la uniéon amelo-
dentinaria, de menor mineralizacion en relacién con la mas superficial. Asi
mismo se observa, también, la presencia de estrias de Retzius (Fejerskov y
cols., 1975; Fejerskov,1977; Thylstrup y Fejerskov,1979; Kierdorf y cols.,1993;

Aoba y Fejerskov, 2002).

Con microscopia electronica de barrido se observan asi mismo poros y
fracturas en la superficie del esmalte, esmalte aprismatico en las regiones
proximas a la capa hipomineralizada, bandas de Hunter-Schereger. Se
aprecian tanto, estrias de Retzius muy acentuadas como prismas alterados en
la capa mas externa del esmalte (Fejerskov, 1977; Thylstrup y Fejerskov, 1979;

Kierdorf,1997).

Los estudios realizados con microscopia electronica de transmision,
evidencian diferencias en la morfologia cristalina. Se observan cristales de
tamano grande y pequefio en la zona hipermineralizada del esmalte (zona mas

externa), mientras que en la zona hipomineralizada los cristales son mas
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pequefos que los observados en la zona hipermineralizada. También se
aprecian perforaciones en la region central del cristal y defectos en la

superficie del mismo.

Los estudios realizados a nivel dentinario, ponen de manifiesto la
existencia de areas de dentina interglobular, presencia de marcadas lineas
incrementales y aumento de la luz de los tubulos dentinarios proximos a la
unién dentino-pulpar (Kierdorf y cols., 1993; Vieira y cols,1994, 2006; Rojas-

Sanchez y cols., 2007).

Por otra parte, como se ha indicado con anterioridad, la existencia de
distintas zonas hiper o hipomineralizadas en el esmalte, se ha observado
mediante técnicas microscopicas, pero sin que se haya determinado la

influencia de un modo significativo del flior sobre la mineralizacién dentaria.

Debido a la importancia que tiene la clinica odontolégica restauradora,
especificamente en lo referido a los sistemas adhesivos de los materiales
dentales en los dientes afectados con fluorosis, es imprescindible tener un
mayor conocimiento estructural y quimico del esmalte y dentina (Gomez de
Ferraris y Campos, 2000). Lyaruu y cols.,en 1990, mediante la combinacién de
la microscopia electronica de transmisidon y microscopia electrénica analitica,
realizd estudios semicuantitativos del contenido mineral en el esmalte fluorético
a fin de confirmar el incremento de la densidad electronica observada mediante

técnicas de microrradiografia. Posteriormente, Vieira y cols., 2005 determiné,
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también mediante métodos semicuantitativos, la influencia del flior sobre la

mineralizacién dentaria.

El desarrollo de la microscopia electrénica de barrido y su aplicacién a
los tejidos duros desde el final de la década de los sesenta ha convertido, en
efecto, a dicho instrumento en palabras de Dempster (1979), en una de las

herramientas mas utiles para el estudio de los procesos de mineralizacion.

La utilizacion de la microscopia electronica de barrido con electrones
retrodispersos, resulta ser de gran utilidad a la hora de estudiar el patrén de
mineralizacion de los tejidos mineralizados, ya que provee imagenes con
diferentes escalas de grises, de manera que las regiones mas densas se
corresponden con areas poco mineralizadas y por el contrario las areas menos
densas se relacionan con zonas mas mineralizadas. Aunque esta técnica es de
gran utilidad para determinar la mineralizacidn, la asociacion de la microscopia
electronica de barrido (mediante el uso de electrones retrodispersos) junto con
las técnicas de microscopia electrénica analitica cuantitativa, constituyen un
método mas exacto para determinar la composicion mineral existente en los
tejidos mineralizados (Crespo y cols., 1987; Sanchez-Quevedo y cols.,1988,
2001 a-c, 2004, 2005; Fernandez-Segura y cols.,1988,1997; Crespo Yy

cols.,1993,1996; Campos y cols., 2000; Rojas-Sanchez y cols., 2007).
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Como es sabido, cuando un haz de electrones incide sobre una muestra
e interactua con ella, se producen diversas interacciones entre los electrones
del haz y los atomos de la muestra que nos dan informaciéon acerca de la
composicion elemental de la misma. Como resultado de dichas interacciones,
se originan los electrones secundarios, los electrones retrodispersos, X-ray,

etc. (Fig. 1).

En relacion con los electrones retrodispersos, estos se originan cuando
un electréon del haz choca frontalmente con el nucleo de un atomo de la
muestra, siendo repelido en sentido contrario, fuera de la muestra. La
intensidad de dicho efecto varia proporcionalmente con el numero atémico, de
modo que los elementos quimicos de la muestra con un alto numero atémico
produciran mas electrones retrodispersos que los que tienen un numero
atomico mas bajo. De esta manera, los electrones retrodispersos proporcionan
imagenes basadas en el contraste que se origina por diferencias en la
composicién del numero atémico. De este modo, esta técnica ha sido utilizada
para proporcionar informacion de distintos tipos de muestras, en las que
pequefios detalles, a diferencia de la informacidn que proporciona los
electrones secundarios, pueden ser diferenciados o discernidos mediante los

electrones retrodispersos (Warley,1997).
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Aunque las técnicas microanaliticas surgen con Castaing en 1951, en
relacion con el andlisis quimico cristalografico, es a partir del ultimo tercio del
siglo XX, mediante la aplicacién conjunta de la microscopia electrénica y los
sistemas de deteccién de rayos X, cuando se define a la microscopia
electrénica analitica, como una técnica “no destructiva” que, utilizando como
fuente un haz de electrones, permite analizar “in situ” la composicién quimica
de las muestras de forma simultanea a su observacién (Roomans y cols., 1981;

Morgan, 1985; Panessa, 1983; Warley, 1997).

En nuestro grupo de investigacion se ha desarrollado en este campo
distintas aportaciones metodolégicas y descriptivas en diferentes estudios
mineralizados (Sanchez-Quevedo y cols.,1987a, b, 1988,1989,1992,1998,1999,
2001a-c, 2004, 2005, 2006, 2007; Campos y cols., 1987, 1990 ,1992, 1993,
1999, 2000; Garcia y cols., 1990; Lépez-Escamez y cols., 1992 a-c,1993 a-c;
Lopez-Escamez y Campos 1994; Crespo y cols., 1985,1990,1996; Fernandez-
Segura y cols.,1997, 1999 a, b; Carranza y cols., 2006; Rojas-Sanchez y cols.,

2007; Fernandez-Segura y Warley,2008).

El fundamento fisico del proceso tiene su base en la relacién directa
entre la energia que se necesita para producir un foton de Rayos X y el numero
atomico del elemento analizado, segun propuso Mosely en 1913. Por lo tanto,
la energia de la radiacion X es caracteristica para el numero atémico del
elemento, lo que es utilizado para identificar un elemento quimico en la muestra

(Morgan, 1985).
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Para que se originen los Rayos X caracteristicos es necesario que un
haz de electrones incida sobre los atomos de la muestra y colisionen con los
electrones que se encuentran alrededor del nucleo. Como consecuencia de ello
se produce, entre otros fendmenos, la ionizacion de los atomos de la misma,
es decir, pérdida de los electrones de los orbitales internos, que conlleva la
aparicion de un “hole” (agujero o espacio vacio), y hace que el atomo sea

inestable.

Para alcanzar nuevamente la estabilidad, los electrones situados en
una capa mas externa, saltan y ocupan dicho espacio o hol. Este salto de
electrones de un nivel de energia superior a otro inferior, implica una liberacién
de energia, igual a la diferencia de E entre los dos orbitales, que se manifiesta
en forma de radiacién electromagnética (Rayos-X caracteristicos), la cual
depende del numero atomico del elemento y de los orbitales implicados, de
manera que dicha energia puede ser empleada para identificar los elementos

quimicos de la muestras (Jenkins y De Vries, 1969) (Fig. 2).

Ademas de la generacion de Rayos X caracteristicos, se originan
también los denominados Rayos-X continuos, Radiacion continua o
Background, como consecuencia de la desaceleracion que sufren los
electrones del haz primario al interaccionar con el nucleo atémico y el cambio
de trayectoria de los electrones incidentes al interaccionar con el nucleo

atomico (Heinrich, 1981) (Fig. 3).

10
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Fig. 2

Rayos X continuos
Background
Radiacion no

caracteristica

Electrones incidentes

Electrones expulsados

A Rayos X
caracteristicos

Fig. 3

11



Introduccién

El analisis de los Rayos X emitidos por la muestra origina un espectro
(histograma de frecuencias) constituido por una serie de picos detectados
para cada rango de energia, es decir, para cada elemento, de intensidad
variable —rayos X caracteristicos-, los cuales estan superpuestos a un fondo
continuo de menor intensidad (rayos X no caracteristicos, radiacion de fondo
o background). Estos rayos X no son caracteristicos de ningun elemento y la
intensidad de estos fotones se incrementa con el numero atomico del

material diana y el potencial de aceleracion (Kv) (Jenkins y De Vries, 1969).

Dicho espectro nos da, por tanto, una informacion acerca de la
composicion quimica de la muestra de caracter cualitativo. Dicha informacién
es esencial para realizar el estudio cuantitativo de los elementos objeto de
estudio, ya que el area que ocupa cada pico en el histograma es
proporcional a la concentracion del elemento en volumen irradiado por el haz
de electrones (Morgan, 1985; Lyman y cols., 1990; Warley y Gupta, 1991;

Warley,1997) (Fig. 4).

Para realizar el estudio cuantitativo, se elaboran estandares de sales
inorganicas para cada uno de los elementos quimicos y se aplica la
metodologia de Hall y la metodologia de normalizacién pico/fondo,
desarrollada y adaptada en nuestro Departamento para tejidos

mineralizados, incluidas las piezas dentarias (Campos y cols., 1984, 1994,

12
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1999, 2000; Lépez-Escamez y cols., 1992 a-c, 1993 a-c; Lopez-Escamez y

Campos, 1994; Sanchez-Quevedo y cols., 1998, 2004-2007).

2% ""’ 0"“#
%%,
920020505, 00%

La posibilidad de aplicar conjuntamente la técnica de microscopia
electronica de barrido con imagenes obtenidas a partir de electrones
secundarios y electrones retrodispersos y las técnicas microanaliticas
cuantitativas en piezas dentarias afectadas con fluorosis, puede contribuir a

sistematizar los patrones de mineralizacién existentes en dicho proceso.

13
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Por otra parte, la necesidad de aplicar nuevos protocolos terapeuticos de
tipo sustitutivo vinculados a la Ingenieria Tisular en pacientes afectados con
fluorosis, exige un conocimiento mas profundo de la distribucién del
componente mineral en el seno de dichas piezas dentarias (Lopez-Escamez y
cols., 1993; Sanchez-Quevedo y cols., 1992, 1988, 1998, 2001 a-c; Campos y

cols., 2000; Nieto, 2003).

La oportunidad de estudiar piezas afectadas de fluorosis procedentes de
zonas endémicas, utilizando la metodologia arriba indicada, puede generar
nuevos protocolos terapeuticos sustitutivos en patrones de mineralizacion
estructural y quimicamente sustentados en datos objetivos determinados tanto

macro como microanaliticamente.

14
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Objetivos

Los objetivos de la tesis doctoral son, en consecuencia, los siguientes:

1.

Establecer los patrones histolégicos del esmalte fluorético en piezas
procedentes de zonas endémicas con Microscopia Optica y Técnicas
de Desgaste y Microscopia Electronica de Barrido con electrones

secundarios y retrodispersos.

Establecer patrones histoquimicos microanaliticos de mineralizacién
en el esmalte fluordtico en piezas procedentes de zonas endémicas
con Microscopia Electronica Analitica Cuantitativa por energia

dispersiva de Rayos-X.

Determinar la correlacion de los patrones microscopicos Yy
microanaliticos del esmalte fluorético en piezas dentales procedentes
de zonas endémicas, estableciendo los indicadores morfolégicos y de

mineralizacidn para su posible utilizacion en protocolos terapeuticos.

16
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1. MATERIAL

El material utilizado para este trabajo consiste en 10 dientes
permanentes pertenecientes a pacientes diagnosticados de fluorosis dental,
procedentes de zonas regionales endémicas, como son las localidades
aledanas a la ciudad de Rio IV (Argentina) y del Estado Portugués de
Venezuela, donde la concentracion de fluor en el agua de consumo es de
2,45mg/L. Para el grupo control se han utilizado 7 piezas dentarias
permanentes, extraidas por indicacion odontolégica, de la ciudad de Granada
(Espafia), donde la concentracion del agua de bebida era de 0.07 ppm.(Bravo y

cols., 1996)

18
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2. METODOLOGIA

2. 1. RECOGIDA DE MUESTRAS

Los elementos dentarios fueron lavados con agua bidestilada, para

eliminar los restos organicos y facilitar su posterior tratamiento.

2. 2. METODO DE ESTUDIO CON MICROSCOPIA OPTICA

Las piezas dentarias fueron incluidas en resina epoxica
autopolomerizable-PMMA, marca Triples, de la casa lvoclar, en una proporcién

13 g polvo / 10 ml de mondmero liquido.

A continuacion, las muestras fueron cortadas en sentido vestibulo-lingual
en un microtomo, con disco de diamante a 700 revoluciones, marca Struers
Accutrom-5, de Dinamarca, realizando cortes de 140 micras de espesor.
Posteriormente, las laminas dentarias obtenidas, fueron pulidas con discos, de
diferente granulometria, hasta obtener espesores de 50 micras. Las muestras
asi obtenidas se montaron en portaobjetos a fin de realizar el estudio con

microscopia optica.

Dicho estudio se realizdé en un microscopio Letzt Wetzlar Germany provisto

de una digitalizadora de imagenes software Leica 100.

19
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2.3. METODO DE ESTUDIO CON MICROSCOPIA ELECTRONICA DE

BARRIDO

Con independencia de las muestras utilizadas para microscopia 6ptica,
otras laminas se utilizaron para microscopia electrénica de barrido, segun la

siguiente pauta metodoldgica:

2.3.1. Fijacion

Se realiza la técnica de criofijacion o criopreservacion de las muestras,
utilizando para ello el método de enfriamiento de los especimenes en liquidos

criogénicos, mediante nitrogeno liquido.

2.3.2. Congelacion y desecacion

Una vez criofijadas las muestras, se procede a su congelacion y
desecacion mediante la técnica de freeze-drying en vacio a baja temperatura.
El instrumento de congelacidon-desecacion es un sistema de criodesecacion
Emitech K775 (Fig.6), que se emplea con el objeto de extraer el agua de las
muestras por sublimacién desde la fase sdlida. Dicho proceso se inicia a una
temperatura de -100°C y va aumentando progresivamente a lo largo de 24
horas hasta alcanzar a los 25°C. Las muestras permanecieron en la camara del
aparato de criodesecacion hasta recuperar lentamente la temperatura
ambiental para evitar la condensacién del vapor de agua atmosférico sobre su

superficie.

20
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2.3.3. Montaje

Las muestras criofijadas y desecadas se montan en portamuestras de

grafito.

2.3.4. Recubrimiento

A continuacion se procede al recubrimiento de las muestras, ya
montadas, para asegurar la conductividad eléctrica que facilite el barrido del
haz de electrones durante su observacion microscépica. El recubrimiento de las
muestras se realiza con oro durante 30 segundos, en una unidad de
recubrimiento sputtering POLARON E 5000 empleandose argén (P=0.1 Torr)

(Fig. 7) (Sanchez Quevedo y cols., 1998).

21
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Fig. 7

2.3.5. Observacioén

El analisis microscépico y microanalitico de las muestras se realizé en un
microscopio electronico de barrido PHILIPS XL-30 (Fig.8) y FEI QUANTA 2000

provistos de un detector de electrones secundarios y retrodispersos

Fig.8
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2.3.6. Técnica de Grabado Acido

Con posterioridad a cinco de las muestras procesadas, segun la
metodologia anteriormente descrita, se les aplico la técnica del grabado acido
con acido fosforico al 35% durante 30 segundos. A continuacion, los
especimenes se lavaron con agua bidestilada y se secaron al aire durante 1
hora. Tras el montaje de los mismos se recubrieron con oro, utilizando para ello
una unidad de recubrimiento sputtering POLARON E 5000 y fueron
visualizadas en un microscopio electrénico de barrido Philips XL-30 vy en el
microscopio electronico ambiental FEI Quanta 200 provistos, ambos, de un

detector de electrones secundarios y retrodispersos.

2.4, METODO DE ESTUDIO CON MICROSCOPIA ELECTRONICA

ANALITICA CUANTITATIVA POR ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS-X

Para el estudio con microscopia electrénica analitica cuantitativa, las
muestras dentarias fueron procesadas siguiendo la siguiente pauta

metodoldgica:

2.4.1. Fijacion

Se realiza la criofijacion o criopreservacién de las muestras utilizando
para ello el método de enfriamiento de los especimenes en liquidos

criogénicos, mediante nitrdgeno liquido.
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2.4.2. Congelacion y desecacion

Una vez criofijadas las muestras, se procede a su congelacion y
desecacion mediante la técnica de freeze-drying en vacio a baja temperatura.
El instrumento de congelacidon-desecacion es un sistema de criodesecacion
Emitech K775 (Fig. 6), que se emplea con el objeto de extraer el agua de las
muestras por sublimacién desde la fase sélida. Dicho proceso se inicia a una
temperatura de -100°C y va aumentando progresivamente a lo largo de 24
horas hasta alcanzar a los 25°C. Las muestras permanecieron en la camara del
aparato de criodesecacion hasta recuperar lentamente la temperatura
ambiental para evitar la condensacién del vapor de agua atmosférico sobre su

superficie.

2.4.3. Montaje

Las muestras criofijadas y desecadas se montan en portamuestras de

grafito.
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2.4.4. Recubrimiento

A continuacion se procede al recubrimiento de las muestras, ya
montadas, para asegurar la conductividad eléctrica que facilite el barrido del
haz de electrones durante su observacion microscopica y deteccion analitica.
El recubrimiento de las muestras se realiza con carbon durante 30 segundos,
segun las pautas establecidas para su estudio microanalitico (Panessa, 1983),
en una unidad de recubrimiento sputtering Emitech K775 empleandose argén

(P=0.1 Torr) (Sanchez Quevedo y cols., 1998).

2.4.5. Observacioén

El analisis microscépico y microanalitico de las muestras se realizé en un
microscopio electronico de barrido PHILIPS XL-30 provisto de un detector de

energia dispersiva de rayos X (EDAX DX4) (Fig 8).

Fig.8
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a) Analisis microanalitico cualitativo

Las constantes utilizadas para realizar el estudio microanalitico fueron las

siguientes:

Constantes del microscopio:

o Voltaje 15 kV

e Aumentos 40.000
o Angulo de superficie 35°
e Angulo de percepcion 52°

¢ Numero de cuentas 1200 cps

Constantes del detector:

e Tiempo de acumulacion de cuentas 50 segundos

Con las constantes indicadas se obtienen una serie de espectros de
caracter cualitativo para cada una de las muestras estudiadas. En dichos

espectros se seleccionan los niveles de calcio y fosforo en sus orbitales kg,
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contabilizandose las cuentas por segundo (CPS), el background (BKGD), fondo

o radiaciones no caracteristicas y el indice pico/fondo (P/B) (Fig. 9).

P|Ka CpKa

1.00 2.00 3.00 400 500 6.00

FS:1910 CPS:0 Cnts : 14
Fig. 9
El estudio microanalitico del calcio

7.00 800 9.00

KeV : 8.92
y el fésforo, en los dientes

diagnosticados con fluorosis, se realiz6 analizando tres zonas en el esmalte:

e Zona LF: Lesion fluorética del esmalte

e Zona Zl: Zona de esmalte mas proxima a la dentina

e Zona ZE: Zona de esmalte mas préxima a la superficie externa
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El nUmero de analisis realizados se llevd a cabo en 7 muestras, las cuales
reunieron los requisitos idoneos para su estudio microanalitico,
contabilizandose un total de 70 mediciones. El nimero de mediciones en las

muestras control fueron, asimismo, 70.

b) Andlisis microanalitico cuantitativo

Para el estudio cuantitativo, se utilizaron sales estandar de Ca y P las
cuales siguieron las mismas pautas metodolégicas (Campos y cols,1992, 1994,
2000; Lopez-Escamez y cols.,1992-1994,1998; Sanchez Quevedo y cols.,

1997, 1998, 2000, 2001 a-c, 2004-2007). Las sales utilizadas fueron las

siguientes:

CALCIO FOSFORO
C12H2101, - ¥2Ca K,HPO,
CeH1107 - %Ca CaHPO, - 2H,0
Ca(H2P0O4)2- H.0 Caz(POu4)2
Ca(H:PO,), CaHPO,
CaS0, - 2H,0 Ca,P,0;
CaHPO, - 2H,0 NazP30q
CaHPO,
CayP,0;
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Para la cuantificacion de los elementos citados anteriormente (Ca y P) en
fraccion de peso utilizamos el método modificado de Hall,1973 y el método
pico/fondo (P/B), propuesto por Statham y Pawley, 1978 y Small y cols., 1979.

Dicho método ha sido revisado recientemente por Warley 1997.

Este método tiene en cuenta el background o radiacion no caracteristica
en el mismo rango de energia que el pico caracteristico, y asume que la
absorcion de energia generada es la misma para la radiacién caracteristica y

continua en el volumen irradiado.

Las ventajas de este método son, en primer lugar, que es independiente
de las variaciones en la intensidad de la corriente del haz y de los efectos en la
superficie del espécimen y, en segundo lugar, que es aplicable al analisis
cuantitativo de superficies rugosas en microscopia electronica de barrido

(Boekestein y cols., 1984; Armstrong, 1991; Warley 1997).

La concentracion del elemento (x) en la muestra (Cx sp) fue calculada
mediante la siguiente formula de acuerdo con las pautas establecidas al
respecto (Warley y Gupta, 1991; Campos y cols., 1992; Loépez-Escamez y
cols., 1993 a-c; Warley 1993; Lopez-Escamez y Campos, 1994; Warley,1997;
Campos y cols., 2000; Sanchez Quevedo y cols., 1998, 2000, 2001 a,b, 2004,

2007).
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(PIB)xsp+ Z°1A g

Cx sp — ' Cx std

(P/B)xstd ' 22/A sp

C x = concentracion del elemento en fraccion de peso.
(P/B) x = razén pico/fondo para cada elemento.

Sp = espécimen.

std = sal estandar.

Z %/ A = valor medio del cuadrado del nimero atémico dividido por el peso

atomico de la muestra.

2.5. Analisis estadistico

Para la comparacién de concentraciones medias de calcio y fésforo entre los
distintos grupos de estudio (dientes control, lesion fluorética, zona externa vy
zona interna de dientes fluordticos), se utilizd el test no paramétrico U de Mann-
Whitney, considerandose significativos aquellos valores de significacion p
menores del 5% (p<0,05). Todos los tests estadisticos se realizaron para dos

colas.
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RESULTADOS
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1. RESULTADOS MORFOLOGICOS

El aspecto macroscépico de las piezas dentarias afectadas con fluorosis
presenta una tonalidad marrén en la que se observan areas opacas. Se
observan, asi mismo, pérdidas focales del tejido adamantino superficial. Por

otra parte, se aprecian depresiones en la superficie del esmalte.
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2. RESULTADOS HISTOLOGICOS CON MICROSCOPIA OPTICA Y

TECNICA DE DESGASTE

Nuestros resultados con microscopia Optica ponen de relieve la
presencia de tres regiones o zonas en el espesor del esmalte: zona externa,
zona subsuperficial y zona interna. Asi mismo se observan periquimatias y
lineas de imbricacion de Pickerill en la superficie del esmalte fluorético.
Tambien se observan Estrias de Retzius acentuadas, de disposicion regular
que parecen delimitar la zona o region subsuperficial (Figs. 10-13). En la zona
externa, se aprecian microfisuras del esmalte con la tipica morfologia de letra

V (Fig. 14).

Fig. 10
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Fig. 12
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Fig. 13

Fig. 14
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3. RESULTADOS HISTOLOGICOS CON MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
BARRIDO CON ELECTRONES SECUNDARIOS Y ELECTRONES

RETRODISPERSOS

Para describir los resultados obtenidos, realizaremos en primer lugar una
descripcion general y en segundo lugar una descripcion especifica de las

distintas zonas existentes en el esmalte de las piezas fluoréticas.

3.1. DESCRIPCION GENERAL

Nuestros resultados con Microscopia Electronica de Barrido con
electrones secundarios y con electrones retrodispersos nos permiten distinguir
en el esmalte fluordtico la existencia de distintas zonas: una superficial o
externa de pequefio espesor, una regién subsuperficial o intermedia de espesor
y longitud variable y una region interna, proxima a la union amelodentinaria. La
region subsuperficial o intermedia ofrece diferentes patrones microscépicos que
permiten caracterizar la patologia que estamos considerando. Dichos patrones

son: patrén en banda, patron macular y patrén estrellado.

A. Patron en banda. Se caracteriza por estar formado por una banda densa
que se distribuye en general en paralelo a la superficie del esmalte,
aunque en ocasiones comienza en la propia superficie y posteriormente
se dispone en paralelo (Fig. 15). Dicho patrén ofrece en ocasiones

bandas internas (Fig. 16) que a veces se bifurcan en Y (Figs. 17 y 18).
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Fig. 15
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Fig. 18
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B. Patrén macular. Se caracteriza por areas irregularmente circulares y
ovoideas que se disponen de modo aislado (Figs. 19-21) o en grupos de
tamanos variables que se extienden en el espesor del esmalte a distintos
niveles de profundidad (Figs. 21y 22). Los bordes de la areas maculares

son en general de caracter regular.

Fig. 19
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Fig. 20

Fig. 21
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Fig. 23
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C. Patron estrellado. Se caracteriza por un area irregular en la que los
bordes ofrecen un aspecto estrellado. Dichas areas pueden existir de

forma aislada o en grupos que se distribuyen en el espesor del esmalte.

Es un patrén poco frecuente (Fig. 24).

Fig. 24
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3.2. DESCRIPCION DE LAS ZONAS

3.2.1. ZONA SUPERFICIAL O EXTERNA

En la zona superficial o externa se observan tanto con electrones

secundarios como con electrones retrodispersos:

A. Microfisuras del esmalte con la tipica morfologia de letra V

(Figs. 25y 26).

Fig. 25
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Fig. 26
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Presencia de fisuras o laminillas del esmalte que se extiende
desde la superficie del esmalte hasta el interior del mismo,
pudiendo llegar a alcanzar la union amelodentinaria (Figs. 27-

29). Dichas laminillas no cruzan las zonas de la lesidn

fluordtica.
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Fig. 28
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En dicha zona superficial o externa, es frecuente observar un
esmalte aprismatico, que en algunas regiones alcanza un

espesor elevado (Figs. 30-33).
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Fig. 32

Fig. 33
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3.2.2. ZONA SUBSUPERFICIAL O INTERMEDIA

En dicha region, nuestros resultados con microscopia electronica de

barrido con electrones retrodispersos, ponen de relieve la existencia de:

A. Gran cantidad de poros que se entrecruzan con los prismas del
esmalte (Fig. 34) o bien se disponen formando una serie de

bandas alternas (Fig. 35).

Fig. 34
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Fig. 35

B. En dicha zona se observan, también, areas, correspondientes a
la lesién, carentes de prismas con presencia de poros y

delimitadas por prismas de morfologia irregular (Figs. 36 y 37)
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En relacion con la morfologia de los prismas del esmalte fluordtico, los

resultados ponen de relieve la existencia de:

C. Un patrén prismatico muy variable con prismas de disposicion

paralela y diametro irregular (Figs. 38-40).
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Un patrén prismatico filamentoso de diametro variable y
presencia de areas interprismaticas (Fig. 41-45). En dichas
areas se observa la presencia de material organico (Fig. 46).
Ademas, se pone de manifiesto la trayectoria ondulada de los

prismas (Fig. 47).

Fig. 41
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Fig. 42

Fig. 43
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Fig. 44

Fig. 45
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3.2.3. ZONA INTERNA

En dicha zona se aprecian, mediante la microscopia electronica de

barrido con electrones retrodispersos la existencia de:

Areas, claras y oscuras, de anchura variable y limites imprecisos, que
corresponden a las bandas de Hunter-Schereger. En dichas bandas,
que en ocasiones se continuan con la lesion fluordtica, existe una

pérdida de la estructura prismatica (Figs. 48 y 49).
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Nuestros resultados, tras aplicar la técnica del grabado acido, ponen de

manifiesto la presencia de patrones tipo | y Il (Figs. 50-54).

Fig. 50

Fig. 51
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4. RESULTADOS CON MICOSCOPIA ELECTRONICA ANALITICA

CUANTITATIVA POR ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS-X

Los resultados microanaliticos cuantitativos procedentes de las piezas
estudiadas, tanto fluordticas (DF) como controles (DC), se expresan
sucesivamente en diferentes tablas. En las tablas 1-14 se recogen los valores
para las muestras fluoréticas y en las tablas 15-21 para las piezas dentarias

controles.

En las tablas correspondientes a las piezas fluordticas se indican,
sucesivamente, los valores de fésforo y calcio, en fraccién de peso, en cada
una de las zonas analizadas - lesion fluorética, zona externa, zona interna- de
acuerdo con la metodologia descrita en el apartado correspondiente. Cada

tabla incluye las 10 mediciones.

En las tablas correspondientes a las muestras control se indican, la
fraccion de peso de fésforo y calcio correspondiente a las mediciones
realizadas en distintas regiones del esmalte, de acuerdo con la metodologia

descrita en el apartado correspondiente. Cada tabla, incluye las 10 mediciones.

Las tablas 22-28 expresan los valores medios de la fraccion de peso de
fésforo y calcio, para cada uno de las muestras fluoréticas, en cada una de las

regiones del esmalte que han sido analizadas.

La tabla 29, expresa, los valores medios de la fraccion de peso de

fésforo y calcio para cada una de las muestras controles estudiadas.
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En la tabla 30 se expresa la concentracidn media y desviacion estandar
de las piezas dentarias fluoréticas en las tres regiones analizadas (lesidn
fluorética, zona externa, zona interna), asi como el valor global medio de los

dientes controles.

En las figuras 55 y 56 se hallan reflejados, en forma de histograma, los
valores de concentracion media de fésforo y calcio, respectivamente,
correspondientes a cada una de las tres regiones analizadas (lesién fluorética,
zona externa, zona interna), de las piezas fluordticas, y también la

concentracion media de cada elemento para las piezas control.

Los resultados estadisticos comparativos se expresan en las tablas 31-
36. Las tablas 31-33 recogen las comparaciones estadisticas para el fésforo y

calcio en el esmalte entre los dientes controles y dientes fluoréticos.

Los resultados estadisticos comparativos para el fésforo y calcio entre

las distintas zonas de las piezas fluoréticas se recogen en las tablas 34 a 36.

En las tablas 37-38 se reflejan un resumen de los datos estadisticos

comparativos indicados anteriormente
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4.1. RESULTADOS MICROANALITICOS CUANTITATIVOS:

DIENTES FLUOROTICOS
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TABLA 1. Fraccién de Peso de Fosforo en Esmalte DF1

1 8,59 13,31 21,55
2 14,35 22,44 12,26
3 13,05 23,22 19,02
4 10,83 20,56 9,71

5 11,43 13,33 19,68
6 14,03 11,96 22,81
7 16,35 13,92 13,22
8 9,90 23,49 15,01
9 16,57 17,05 21,88
10 17,72 21,55 20,51
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TABLA 2. Fraccion de Peso de Calcio en Esmalte DF2

1 17,16 26,00 24,90
2 21,80 37,28 2557
3 17,89 31,15 23,12
a 20,97 20,45 29,27
5 17,13 24,69 33,77
6 21,20 31,38 33,46
7 25,81 32,31 23,23
8 20,34 35,98 28,30
9 21,27 22,08 23,87
10 23,84 28,11 30,04
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TABLA 3. Fraccion de Peso de Fosforo en Esmalte DF3

1 10,11 25,37 15,67
2 14,85 25,75 20,07
3 15,36 22,39 27,33
4 12,75 23,16 15,69
S 13,45 26,85 14,08
6 16,52 26,57 24,30
7 19,25 19,70 24,86
8 19,51 15,39 16,93
9 20,86 15,56 16,39
10 16,89 17,67 27,65
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TABLA 4. Fracciéon de Peso de Calcio en Esmalte DF4

LESION LUOROTICA

ZONA EXTERNA

ZONA INTERNA

1 21,04 30,53 31,88
2 19,67 29,26 27,07
3 21,94 28,35 38,19
4 25,71 41,40 30,27
5 21,00 41,02 38,47
6 25,99 34,14 33,32
7 31,64 34,30 36,17
8 26,08 23,7 34,67
9 29,23 28,48 39,61
10 26,73 34,70 4411
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TABLA 5. Fraccion de Peso de Fosforo en Esmalte DF5

1 17,55 19,17 20,28
2 15,03 19,02 19,91
3 12,11 19,79 21,14
4 17,38 18,40 29,11
5 9,82 20,13 20,07
6 17,57 19,73 20,08
7 16,20 19,65 19,70
8 17,35 21,28 31,68
9 13,42 20,41 19,68
10 16,54 19,10 26,77
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TABLA 6. Fraccion de Peso de Calcio en Esmalte DF6

1 33,97 37,35 39,24
2 31,48 35,19 32,37
3 35,07 36,38 39,46
4 30,97 36,32 38,65
5 27,17 39,90 41,01
6 32,44 36,79 34,78
7 32,20 35,87 36,36
8 32,81 36,51 38,75
9 24,54 40,05 36,19
10 29,65 34,83 34,21
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TABLA 7. Fraccion de peso de Fosforo en Esmalte DF7

1 12,77 17,23 15,86
2 16,51 17,96 16,76
3 8,34 16,74 16,69
4 14,91 24,19 38,67
5 14,76 26,91 17,34
6 13,76 17,56 11,10
7 11,40 16,72 16,80
8 14,05 22,74 16,29
9 14,74 15,80 16,23
10 8,35 16,91 16,16
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TABLA 8. Fracciéon de Peso de Calcio en Esmalte DF8

LESION FLUOROTICA

ZONA EXTERNA

ZONA INTERNA

1 25,68 32,01 26,63
2 33,24 32,18 30,01
3 22,16 29,66 29,26
4 27,71 53,10 48,04
S 25,26 31,61 32,67
6 26,26 32,91 26,71
7 20,02 29,52 29,67
8 24,18 27,90 30,46
9 26,76 26,38 28,41
10 22,80 26,40 28,70
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TABLA 9. Fraccién de Peso de Fosforo en Esmalte DF9

1 15,89 18,04 17,88
2 21,04 18,93 23,70
3 24,25 18,43 20,49
4 16,15 13,20 15,23
5 13,91 28,80 13,01
6 26,19 15,16 19,31
7 22,88 17,48 24,45
8 13,61 17,46 10,09
9 16,22 18,43 17,00
10 13,05 18,04 17,01
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TABLA 10. Fraccion de Peso de Calcio en esmalte DF10

1 26,67 38,27 41,07
2 26,28 34,83 41,09
3 28,59 39,26 43,28
4 34,54 35,56 30,53
5 24,34 34,30 24,45
6 30,01 44,47 30,15
7 24,39 35,31 33,18
8 25,43 36,94 32,00
9 26,50 30,86 31,78
10 21,70 38,27 27,75
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TABLA 11. Fraccion de Peso de Fésforo en Esmalte DF11

LESION FLUOROTICA

ZONA EXTERNA

ZONA INTERNA

1 16,17 25,10 23,94
2 12,42 20,69 20,55
3 21,03 18,78 20,08
4 12,43 22,52 20,74
S 16,35 18,40 20,21
6 10,98 21,26 21,47
7 12,03 18,83 18,44
8 18,71 18,26 15,68
9 10,57 17,97 12,66
10 13,41 20,49 14,28

76



Resultados

TABLA 12. Fraccion de Peso de Calcio en Esmalte DF12

1 25,28 39,53 35,25
2 20,24 40,10 30,97
3 25,42 34,97 33,16
4 24,57 36,21 39,73
5 24,80 29,85 35,59
6 16,82 35,63 40,69
7 21,03 35,41 26,31
8 20,86 32,76 33,69
9 23,87 31,40 31,69
10 23,39 34,10 36,45
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TABLA 13. Fraccion de Peso de Fésforo en Esmalte DF13

1 16,12 21,70 18,66
2 8,18 21,10 19,88
3 14,32 20,55 11,68
4 14,30 22,71 22,64
5 16,29 18,21 22,49
6 13,25 20,41 13,22
7 11,24 19,33 20,33
8 13,98 17,93 12,00
9 14,56 14,38 17,88
10 16,61 23,01 13,24
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TABLA 14. Fraccion de Peso de Calcio en Esmalte DF14

LESION FLUOROTICA ZONA EXTERNA ZONA INTERNA
1 27,09 34,55 33,93
2 20,77 41,86 32,49
3 24,75 38,33 40,28
4 27,21 40,69 41,87
5 26,08 32,37 40,33
6 27,41 39,55 41,42
7 19,12 30,46 34,41
8 24,44 32,96 39,50
9 27,06 32,83 30,16
10 25,92 34,82 33,15
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4.2. RESULTADOS MICROANALITICOS CUANTITATIVOS :

DIENTES CONTROL
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TABLA 15. Fraccion de Peso de Fosforo y Calcio en Esmalte DC1

1 12,86 30,25
2 18,72 29,55
3 12,63 30,25
4 17,50 31,68
5 14,28 28,54
6 13,91 30,41
7 13,17 27,64
8 14,14 28,56
9 13,37 28,04
10 18,99 28,94
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TABLA 16. Fraccion de Peso de Fosforo y Calcio en Esmalte DC2

1 19,22 32,90
2 16,42 31,47
8 13,88 29,09
4 14,57 31,87
5 19,69 29,83
6 13,63 32,38
7 14,27 29,57
8 18,26 28,31
9 14,50 29,52
10 14,12 30,89
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TABLA 17. Fraccion de Peso de Fosforo y Calcio en Esmalte DC3

1 17,47 33,98
2 19,05 37,19
3 14,75 30,81
4 14,83 37,90
5 16,10 35,60
6 22,10 37,28
7 22,86 34,02
8 18,32 32,62
9 17,08 34,12
10 17,53 34,10
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TABLA 18. Fraccion de Peso de Fosforo y Calcio en Esmalte DC4

1 17,34 30,60
2 16,34 39,21
3 19,10 63,74
4 19,26 31,61
5 18,40 35,37
6 17,90 38,11
7 17,28 33,20
8 19,69 35,58
9 17,32 27,36
10 15,58 35,55
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TABLA 19. Fraccién de Peso de Fésforo y Calcio en Esmalte DC5

1 18,60 35,81
2 18,96 37,49
3 16,97 34,90
4 16,98 31,83
5 18,05 29,53
6 23,65 32,21
7 16,92 29,64
8 19,28 34,21
9 17,58 34,35
10 16,66 32,09
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TABLA 20. Fraccion de Peso de Fosforo y Calcio en Esmalte DC6

1 17,30 36,74
2 17,38 33,32
3 23,10 31,43
4 18,82 40,91
5 23,83 38,61
6 19,52 30,95
7 17,87 32,97
8 20,94 32,71
9 22,51 39,88
10 15,15 30,85
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TABLA 21. Fraccion de Peso de Fosforo y Calcio en Esmalte DC7

1 13,90 29,30
2 15,00 30,03
3 14,18 30,37
4 18,66 28,61
5 18,73 28,72
6 13,48 29,10
7 19,74 28,75
8 12,56 29,18
9 13,89 28,40
10 12,96 29,72
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TABLA 22. Fraccién de Peso Media de Fosforo y Calcio en Esmalte DF1

LESION FLUOROTICA 13,28 + 3,07 20,74 £ 2,81
ZONA EXTERNA 18,08 + 4,64 28,94 + 5,66
ZONA INTERNA 17,56 + 4,62 27,64 +4,10

TABLA 23. Fraccion de Peso Media de Fosforo y Calcio en Esmalte DF2

LESION FLUOROTICA 15,96 + 3,35 24,90 = 3,90
ZONA EXTERNA 21,84 + 4,48 32,59 + 5,65
ZONA INTERNA 20,30 +5,25 35,38 £ 4,99
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TABLA 24. Fraccién de Peso Media de Fosforo y Calcio en Esmalte DF3

LESION FLUOROTICA 15,30 + 2,69 31,03+ 3,17
ZONA EXTERNA 19,67 + 0,82 36,92 + 1,77
ZONA INTERNA 22,84 + 4,55 37,10+ 2,75

TABLA 25. Fraccién de Peso Media de Fosforo y Calcio en Esmalte DF4

LESION FLUOROTICA 12,96 + 2,78 2541 + 3,61
ZONA EXTERNA 19,28 + 3,86 3217 +7,73
ZONA INTERNA 18,19 + 7,41 31,06 + 6,22
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TABLA 26. Fraccion de Peso Media de Fosforo y Calcio en Esmalte DF5

LESION FLUOROTICA 18,32 + 4,83 26,84 + 3,55
ZONA EXTERNA 16,40 £ 4,05 36,81 £ 3,63
ZONA INTERNA 17,82 + 4,46 33,563 +6,24

TABLA 27. Fraccion de Peso Media de Fosforo y Calcio en Esmalte DF6

LESION FLUOROTICA 14,41 + 3,50 22,63 + 2,80
ZONA EXTERNA 20,23 £2,28 35,00 £ 3,23
ZONA INTERNA 18, 81 + 3,53 34,35 +4,23
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TABLA 28. Fraccién de Peso Media de Fosforo y Calcio en Esmalte DF7

LESION FLUOROTICA 13,89 + 2,56 24,99 + 2,87
ZONA EXTERNA 19,93 + 2,59 35,84 + 3,95
ZONA INTERNA 17,20 + 4,30 36,75+ 4,33
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TABLA 29. Fraccion de Peso Media de Fosforo y Calcio en Esmalte DC

15,31 £ 2,67 29,22 + 0,65
15,86 + 2,36 30,58 + 1,54
14,96 + 2,46 29,39+ 1,26
18,01 £2,73 34,76 £ 2,24
17,82 £ 1,31 37,03 £ 10,03
18,37 £ 2,08 33,21+ 2,60
19,64 £ 2,87 34,84 + 3,85
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Tabla 30. Concentracién media (MEDIA) y desviacién estandar (SD), de dientes

fluoroticos (DF): lesion fluordtica (LF), zona externa (ZE), zona interna (ZI) y

dientes control (DC)

MEDIA + SD
DIENTE ZONAS P Ca
LF 14,87 + 3,62 25,22 + 4,35
DF ZE 19,63 £ 3,54 34,04 +5,40
Zl 18,93 £ 5,13 33,69 + 5,58
DC DC 17,14 £ 2,83 32,72 +5,02
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Concentracion media
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Fig 55. Concentracién media de fosforo para dientes control (DC) y lesion fluordtica

(LF), zona externa (ZE) y zona interna (ZI) de dientes fluoroticos.
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Fig 56. Concentracién media de calcio para dientes control (DC) y lesién fluorética

(LF), zona externa (ZE) y zona interna (ZI) de dientes fluoroticos.
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4.3. RESULTADOS ESTADISTICOS COMPARATIVOS
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Resultados

Tabla 31. Comparacion estadistica Grupo Control frente a Grupo Lesion

Fluorética
P Ca
U de Mann-Whitney 1.150,000 140,000
W de Wilcoxon 3.635,000 2.625,000
z -5,418 -9,627
Sig. asintét. (bilateral) 6,02766E-08 6,13321E-22

Tabla 32. Comparacion estadistica Grupo Control frente a Grupo Zona Interna

P Ca
U de Mann-Whitney 2.228,000 2156,000
W de Wilcoxon 4.173,000 4.641,000
z -0,925 -1,225
Sig. asintét. (bilateral) 0,35486 0,22047
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Tabla 33. Comparacion estadistica Grupo Control frente a Grupo Zona Externa

P Ca
U de Mann-Whitney 1.844,000 2.417,000
W de Wilcoxon 4.329,000 4.902,000
Z -2,526 -0,138
Sig. asintot. (bilateral) 0,01155 0,89061

Tabla 34. Comparacion estadistica Grupo Lesion Fluorotica frente a Grupo Zona
Interna

B Ca
U de Mann-Whitney 1.172,000 477,500
W de Wilcoxon 3.657,000 2.962,500
z 5,326 -8,221
Sig. asintot. (bilateral) 1,00233E-07 2,02326E-16
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Tabla 35. Comparacién estadistica Grupo Lesidn
Zona Externa

Fluorética frente a Grupo

P Ca
U de Mann-Whitney 750,000 494,500
W de Wilcoxon 3.235,000 2.979,500
z -7,085 -8,150
Sig. asintot. (bilateral) 1,38979E-12 3,64335E-16

Tabla 36. Comparacién estadistica Grupo Zona Interna frente a Grupo Zona

Externa

P Ca
U de Mann-Whitney 2.124,000 2.268,000
W de Wilcoxon 4.609,000 4.753,000
z -1,359 -0,759
Sig. asintét. (bilateral) 0,17424 0,44814
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Tabla 37. Resumen comparaciones estadisticas para el Fésforo Grupo Control,
Grupo Lesiéon Fluorética (LF), Grupo Zona Externa (ZE), y Grupo Zona Interna

(2)

P

C LF ZE ZI
C - 6,02E-08 0,01155 0,35486
LF 6,02E-08 - 1,38E-12 | 1,00E-07
ZE 0,01155 1,38E-12 - 0,17424
VA 0,35486 1,00E-07 0,17424 -

Tabla 38. Resumen comparaciones estadisticas para el Calcio Grupo Control (C),
Grupo Lesién Fluorética (LF), Grupo Zona Externa (ZE), y Grupo Zona Interna

@.

Ca
C LF ZE ZI
C - 6,13E-22 0,89061 0,22047
LF 6,13E-22 - 3,64E-16 2,02E-16
ZE 0,89061 3,64E-16 - 0,44814
Zl 0,22047 2,02E-16 0,44814 -

99



Discusioén

DISCUSION
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Discusioén

La discusion de la presente tesis doctoral vamos a subdividirla en tres
apartados. En primer lugar, consideraremos la metodologia utilizada y su
pertinencia en relacion con el objeto de estudio. En segundo lugar,
abordaremos la discusion de los resultados obtenidos a partir del estudio con
microscopia electronica de barrido, tanto con electrones retrodispersos como
con electrones secundarios. Finalmente, en tercer lugar, nos ocuparemos, en la
presente discusion, de la mineralizacion del esmalte en las piezas de fluorosis
estudiadas procedentes de las zonas endémicas. Con caracter previo, es
importante resaltar que estudiar piezas dentarias con fluorosis procedentes de
comunidades endémicas nos va a permitir definir estructural vy
microanaliticamente patrones que son imposibles de sistematizar en nuestro
medio, en el que los estudios de piezas fluoréticas se han realizado con niveles
significativamente mas bajos de fluor en el medio (0,7-0,8mg/ml) (De Torres,
1976; Mazarrasa, 1986; Gémez y cols., 1987; Bravo y Sard, 1992; Marin
Camaches y cols, 1998; Rioboo, 2000; Hardisson y cols., 2001; Godmez Santos

y cols., 2008).

En relacion con la utilizacién de la microscopia electronica, tanto con
electrones secundarios y retrodispersos, se ha aplicado, en nuestro estudio, las
pautas establecidas previamente en nuestro grupo de investigacion que han
mostrado resultados 6ptimos tanto en la identificacién de patrones estructurales
como de las unidades estructurales individualmente consideradas. Asimismo,
las pautas indicadas en el capitulo de material y métodos son las que

corresponden a los niveles de grises que permiten establecer los niveles de
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densidad mineral (Crespo y cols., 1987, 1996; Campos y cols.,1987, 1999,

2000; Sanchez-Quevedo y cols., 1987a, 1998, 2001a, 2004, 2006).

En relacién con el primer apartado, estudios realizados por nuestro
grupo de investigacién avalan la utilizacién de la técnica de criofijacion y el
posterior proceso de congelacidn-desecacion (Freeze-drying). El proceso de
criofijacién tiene como objetivo la solidificacién del agua o solutos en un estado
microcristalino (Muller y Moor, 1984). Para ello es necesario realizar un
enfriamiento de las muestras, a una temperatura < -150°C a fin de prevenir la
formacion de cristales de hielo superiores a los 10 6 15nm. Estas pautas no
generan alteraciones estructurales. Recientemente, Warley, 1997, Fernandez-
Segura y Warley, 2008, indican que la criofijacion preserva la composicion y
compartimentalizacién de los distintos elementos a nivel celular y tisular, como
consecuencia de la solidificacién de las muestras por congelacion. Este hecho
es de gran relevancia para el estudio microanalitico de las muestras biolégicas,

si bien tiene menor incidencia cuando estos estan mineralizados.

En la presente tesis doctoral hemos realizado la criofijacidon mediante
inmersion utilizando como agente criogénico el nitrégeno liquido. Su
utilizacién se ha debido a su caracter no toxico, a que carece de impurezas y
al hecho de presentar un caracter inerte. Es el criofijador mas utilizado
independientemente del tipo de muestra biolégica (Seveus, 1980; Warley y
cols., 1994; Oh y cols., 2005; Ware y Baran, 2007; Kakodkar y cols., 2008;

Mroginski y cols., 2008).
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Aunque se ha discutido la efectividad o no de utilizar la criofijacién y la
congelacion-desecacion en tejido duros, los estudios que se han realizado
en nuestro grupo de investigacién han demostrado que, con independencia
de otras circunstancias, como la existencia o no de material bioldgico
asociado, los resultados con criofijacién y congelacion-desecacion resultan
ser los mas idoneos teniendo en cuenta que, ademas, proporcionan un
grado muy aceptable de resolucién morfolégica (Roomans, 1991; Warley y

Gupta, 1991).

La utilizacion de cualquier fijador o incluso la utilizacion de muestras
desecadas, puede generar mas artefactos que cuando se utiliza la
criofijaciéon y la congelacién-desecacién, como se ha demostrado en piezas
dentarias (Gupta y Hall, 1978; Zs-Nagy, 1983; Roomans, 1988,1991). Por
otra parte, Morgan ya demostré que la congelacion-desecacion evita la
transformacion del mineral amorfo en mineral apatitico, una transformacion
que ocurre cuando algunos fluidos se utilizan en la preparacion de muestras

mineralizadas (Morgan,1979 ; Lopez Escamez,1992 a).

Las técnicas cuantitativas que hemos utilizado en la presente tesis
doctoral, se basan en el método de la razén pico/fondo (P/B), que fue
propuesto por Statham y Pawley, 1978 y Small y cols., 1979. Dicho método
presenta una serie de ventajas respecto al inicialmente desarrollado por Hall
y cols.1973, ya que mide la sefal de fondo o background entre los mismos

niveles de energia que la sefal caracteristica (Statham, 1979). Por otra

103



Discusioén

parte, es importante también indicar que el método de la razén pico/fondo es
independiente de las fluctuaciones en la intensidad de corriente del haz de
electrones y de los efectos de la superficie de la muestra, hecho este que
permite el analisis cuantitativo de superficies rugosas mediante microscopia
electrénica de barrido (Boekestein y cols., 1984; Armstrong, 1991; Warley ,

1997).

Dicho método se basa en que la concentracidon de un elemento en el
area de analisis en la muestra es proporcional al numero de cuentas netas
de la sefal caracteristica de dicho elemento, dividido por el fondo debajo del
pico. La constante de proporcionalidad es caracteristica para cada elemento
y configuracion instrumental, de aqui que la calibracion del sistema de
deteccion requiera la utilizaciéon de estandares (Warley,1990,1997). En el
estudio de los tejidos mineralizados, se han utilizado diversos tipos de
estandares, que consisten en sales minerales que contienen los elementos
Cay P, los cuales son objeto de investigacion microanalitica en la presente
tesis doctoral (Jannosy y cols., 1976; Ali y cols.,1977; Roomans, 1979; Russ,

1980; Warley, 1990; Nieto, 2003).

En nuestro estudio, hemos utilizado estandares constituidos por sales
minerales puras con composicion quimica conocida y estables bajo el haz de
electrones, de acuerdo con lo establecido por Roomans, 1979; Warley, 1997,
y por los trabajos realizados por nuestro grupo de investigacion en piezas

dentarias y en otros tejidos mineralizados (Campos y cols., 1984,1992, 2000;
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Crespo y cols., 1987, 1996; Garcia y cols., 1990; Sanchez-Quevedo y

cols.,1987,1992, 2001, 2004; Carranza y cols., 2006)

Una vez discutidos algunos de los criterios utilizados en la
metodologia abordaremos, en segundo lugar, la discusién relativa a los
patrones morfolégicos observados en las piezas fluoréticas procedentes de

los dos nucleos endémicos estudiados.

Con microscopia Optica y técnica de desgaste, todas las piezas
dentarias muestran una triple region que es caracteristica de los dientes
fluoréticos (Thylstrup y Fejerskov, 1979; Nikolishin 1989; Suckling y cols.,
1989; Fejerskov y cols.,1994; Rojas-Sanchez y cols., 2007). Asimismo, se
observan periquimatias, lineas de imbricacion y las estrias de Retzius
correspondientes (Kierdorf y cols., 1993; Fejerskov y cols., 1994; Kierdorf,
2000). Estas primeras observaciones indican que, en los dientes fluoréticos
de ambas regiones, el proceso de amelogénesis no conduce a alteraciones
significativas de los patrones de configuracién periférica de la superficie del
esmalte y que, por tanto, el proceso fluorético afecta, basicamente, a otros

niveles de la estructura dentaria.

La microscopia electronica de barrido con electrones secundarios y
retrodispersos pone, sin embargo, de relieve que la denominada region
subsuperficial, caracteristica de las piezas dentales fluoréticas, (Giambro y
cols., 1995; Al-Sugair y Akpata, 1999; Kierdorf y cols., 1996, 2004; Vieira y

cols., 2005; Rojas-Sanchez y cols., 2007), ofrece patrones diferentes que en
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general no han sido sistematizados en las investigaciones existentes al
respecto. Las descripciones hacen referencia a dicha region sin determinar
las caracteristicas morfolégicas que la configuran desde una perspectiva

topografica.

Nuestros resultados demuestran la existencia de tres patrones: en
banda, en macula y estrellado, que difieren entre si y que se caracterizan
por presentar en todos y en cada uno de ellos la densidad de grises que

corresponde a la lesion fluordtica.

Es dificil establecer secuencias entre los patrones, si bien la relaciéon

entre el patron macular y el estrellado pudiera ser secuencial.

Hay que sefalar, por otra parte, que con independencia de dichos
patrones, las zonas periféricas a los mismos pueden a veces estar afectadas
de lesiones sin que la microscopia electrénica con electrones retrodispersos

detecte el nivel de gris correspondiente.

Cuando se analiza la regién subsuperficial en los distintos elementos
que la configuran, se encuentra una gran heterogeneidad microscépica que
va desde la desaparicion del componente prismatico a la existencia de
prismas con poros que alternan con areas de prismas bien constituidos. Asi
mismo, el grabado acido demuestra la existencia de una materia organica
abundante que indicaria que las alteraciones mas significativas en el
proceso de amelogénesis se evidencian inicialmente en esta region
(Richards y cols., 1989; Kierdorf y Kierdorf, 1997; Kierdorf y cols., 1997; Al-

Sugair y Akpata, 1999).
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La presencia de poros, que ha sido descrita por distintos autores
(Shearer y cols.,1978; Thylstrup y Fejerskov, 1979; Kardos y cols.,1989;
Susheela y Bhatnagar, 1993; Fejerskov y cols., 1994; Kierdorf H y Kierdorf
U, 1997; Susheela y cols, 1999; Robinson y cols., 2004; Bartlett y cols.,2005)
se extiende a zonas, como anteriormente se indico, periféricas a la regidon
estructuralmente identificada como lesion fluorética por la microscopia
electrénica de barrido con electrones retrodispersos. Ello indica que la regidn
subsuperficial no esta delimitada de forma clara y que, en consecuencia, la
lesion fluordtica constituye un proceso continuo entre las distintas regiones
del diente. La denominada zona subsuperficial es, por tanto, un nucleo de
concentracion lesiva en la que los efectos de la fluorosis convergen y

determinan los patrones arriba indicados.

En la region superficial, los prismas estan, en general, bien
constituidos, preservandose ademas un esmalte aprismatico, que varia en
espesor de unas zonas a otras. Es importante sehalar la existencia de
cracks y microfisuras que han sido interpretadas como formas secundarias y
no primarias de la afectacion fluorética (Thylstrup y Fejerskov, 1979). Es
importante sefialar que las laminillas que se dirigen desde la superficie hacia
el interior no cruzan la lesion fluorética, lo que indica que su constitucion es

independiente de la lesion.

En relacion con la region interna, es facil evidenciar las bandas de

Hunter-Schreger, bandas que no parecen afectadas por la lesion fluorética,
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hecho este que se pone de relieve con la utilizacion del grabado acido, que
permite determinar la existencia de patrones | y Il a dicho nivel. La unién

amelodentinaria también esta bien establecida en estas piezas dentarias.

El estudio microanalitico constituye el tercer objetivo de la discusion

que hemos planteado.

Como hemos comentado en la introduccion, estudios previos
realizados en nuestro grupo de investigacion han puesto de relieve la
idoneidad de esta metodologia para el estudio cuantitativo de los elementos
quimicos implicados en el proceso de mineralizacion. Dichos estudios se han
realizado fundamentalmente en las otoconias del sistema vestibular
(Campos y cols.,1984, 1987, 1990, 1999; Anniko y cols., 1984, 1985, 1987;
Garcia,1990; Canizares y cols., 1990 a, b; Crespo y cols.,1996) y en piezas
dentarias normales y afectadas de distinta patologia (Kockapan y Wetzel,
1990; Fukuta y cols., 2001; Sanchez- Quevedo y cols., 2001 a-c, 2004, 2006;

Rojas-Sanchez y cols., 2007).

La aplicaciéon, en esta tesis doctoral, de dicha metodologia a piezas
dentarias fluoréticas de zonas endémicas nos puede permitir establecer, al
igual que en los casos estudiados con anterioridad, no solo los patrones de
mineralizacidn de unas piezas determinadas, sino la existencia o no de una
homogeneidad en la afectacion de las piezas fluoréticas con independencia

de su origen.

Nuestros resultados ponen de relieve, en primer lugar, que en las

zonas subsuperficiales, en las que se detectan las alteraciones que hemos
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indicado con anterioridad, los niveles de Ca y P son significativamente
inferiores a los existentes en las muestras control, lo cual pone de relieve y
confirma el caracter hipomineralizado de dicha region (Shinoda y Ogura,
1982; Nelson,1990; Giambro y cols., 1995; Kierdorf y cols., 1996; Kierdorf y
Kierdorf, 1997; Kierdorf y cols.,1997, 2000; Jalevik y cols., 2001; Aoba y
Fejerskov, 2002; Kierdorf y cols., 2004) y que ello ocurre en los tres patrones
microscopicos observados en esta regidn. Nuestros datos cuantitativos
revelan que dicha hipomineralizacién estd mas intensamente relacionada
con los valores de calcio y es menos evidente en relacion con los valores de

fésforo.

Por lo que respecta a los valores de calcio y fosforo existentes en las
zonas externas e internas de las piezas fluordticas, es importante resenar
que nuestros valores no muestran diferencias significativas con los valores
control, a excepcién de los valores de fésforo, que son marginalmente
significativos en la zona externa. Los valores obtenidos cuantitativamente en
nuestro estudio no revelan, por tanto, la hipermineralizacion que postulan
diferentes autores (Yanagisawa y cols., 1989; Lyaruu y cols., 1989; Wodltgens
y cols., 1995). A nuestro juicio, ello es debido a que nuestra metodologia es
mas precisa al ser cuantitativa y a que, como hemos descrito, con
microscopia electronica de barrido con electrones secundarios y
retrodispersos las lesiones fluordticas no puedan limitarse a las zonas

estructuralmente definidas en la zona subsuperficial.
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Cuando comparamos los valores existentes en la zona subsuperficial y
las existentes en las zonas externa e interna de los dientes fluordticos,
nuestros resultados demuestran diferencias estadisticamente significativas
tanto en las concentraciones de calcio como de fésforo, observandose, por
tanto, que las zonas externa e interna estan mas hipermineralizadas que la

region subsuperficial.

Aunque, como ya hemos indicado, no existen diferencias significativas
entre los valores de calcio entre las zonas externa e interna y los controles si
hay que sefalar que son valores mas elevados que los de las piezas
ortotipicas. Los valores mas elevados del fosforo, también detectados a ese
nivel, que soélo en la zona externa son marginalmente significativos, en
relacion con los controles, hay que relacionarlos con la presencia de
fosfoserina-16 en la amelogenina (Takagi y cols., 1998), un componente de
la materia organica que estaria presente en un proceso alterado de la
amelogénesis, que es lo que especificamente ocurre en la fluorosis (Aoba y

Fejerskov, 2002).

Resulta, sin embargo, paradéjico que cuando las lesiones fluoréticas
ya estan constituidas en la zona subsuperficial los niveles de fésforo
disminuyen, sin que podamos hasta el momento encontrar una explicacion
satisfactoria. Ello es posiblemente debido a que el componente mineral,
propiamente dicho, ha disminuido y con ello los valores de fosforo, o a que

se ha instaurado un proceso degenerativo de la amelogénesis una vez
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instaurada la lesion fluorética (Matsuo y cols.,1996; Kierdorf y cols., 1997;

Nikolishin y cols., 1999; Vieira y cols., 2005).

Finalmente, nuestros resultados microanaliticos ponen de relieve que
entre los valores de calcio y fosforo de las zonas externas e internas de las
piezas fluordticas no existen diferencias estadisticamente significativas, lo
que es compatible basicamente con los patrones estructurales descritos en

nuestro estudio morfoldgico.

Estos datos difieren con los resefiados en la literatura (Lyaruu y cols.,
1989; Yanagisawa y cols., 1989; Woltgens y cols., 1995) dado que en los
mismos se determind la hipermineralizaciéon de la zona externa, que en
nuestro caso no hemos podido evidenciar ni en relacion con los controles, ni

en relacion con la zona interna del propio diente fluorético.

La sistematizacion de patrones estructurales y microanaliticos que
hemos establecido, en la presente tesis doctoral, en dientes fluoréticos
puede constituir la base de investigacion necesaria para el desarrollo de
futuras estrategias reparativas en dientes cuyo sustrato estructural y mineral

sea compatible con lo estudiado en la presente tesis doctoral.
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Conclusiones

El estudio de las piezas fluoréticas analizadas en la presente tesis

doctoral, procedentes de zonas endémicas de Venezuela y Argentina, nos

permite establecer las siguientes conclusiones:

1.

El estudio con microscopia Optica de luz no revela diferencias
microscopicas respecto de las piezas control, a nivel del esmalte, en

relacion con la presencia de las periquimatias y las estrias de Retzius.

El estudio con microscopia electronica de barrido con electrones
secundarios y con electrones retrodispersos nos permite sistematizar la
existencia de tres patrones morfoestructurales distintos en la region
subsuperficial del esmalte. Dichos patrones se identifican como patrén

en banda, patrén macular y patron estrellado.

El estudio con microscopia electronica de barrido mediante electrones
retrodispersos no detecta alteraciones en las zonas periféricas de los
patrones morfoestructurales observados en la region subsuperficial del
esmalte de las piezas dentarias fluoréticas, aunque existen lesiones que
se evidencian con microscopia electronica de barrido por electrones

secundarios.
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Conclusiones

4.

El estudio con microscopia electronica de barrido con electrones
secundarios permite identificar alteraciones significativas de los patrones
de amelogénesis, preferentemente en la regidon subsuperficial del

esmalte.

Los estudios microanaliticos cuantitativos permiten determinar vy
cuantificar, a nivel de las distintas regiones topograficas del esmalte
fluordtico, los elementos indicadores basicos de mineralizacion sin que

se generen resultados artefactuales significativos.

Las muestras afectadas con fluorosis dental presentan, en la regién
subsuperficial, niveles cuantitativos de calcio y fésforo significativamente
inferiores a los existentes en las muestras control, lo que determina un

patron de mineralizacién hipomineralizado.

La microscopia electrénica analitica cuantitativa no revela diferencias
significativas en los niveles de calcio y fésforo en las zonas periféricas
externa e interna a la region subsuperficial cuando se compara con los
valores control. Ello determina que en dichas zonas existe un patrén de

mineralizacién ortotipico.
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