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INTRODUCCION

Ei presente trabajo surge de la necesidad de
valorar la efectividad y sequridad de 1la aplicacién
in vivo, de una técnica de biopsia por ataque

Acido desarralleda in vitro.

La técnica desarrollada se aplicéd en dientes
permanentes, en una poblacién de nios de & a 1S aKos
de edad, bajo condiciones in vivo, a partir de lo
cual se obtuvieron muestras de esmalte gue fueron

analizadas por absorcidn atdmica y potenciometria.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que la
técnica valorada es altamente segura ya que la maxima
profundidad obtenida fue de 6.5428 um vy el grosor
del eemalte en el tercio medio, zona de donde

proviens la muestra, varia de 2 a 2.5 am.

Sin embargo, el nivel de efectividad de 1la
técnica no es confiable, debido principalmente a que
no presenta las condiciopes necesarias para realizar

adecuadamente €1 analicsis guimico de las muestras.



Debido a esta situacidn, la ‘cuantificacién de - los
elementos tracas determiﬁadus en este estudio :
Magnesio (Mg), Zip: {Zn), Plomo (Ph) y FlGor (F) no

corresponde al descrito en la literatura.

No obstante, los patrones de distribucién
obtenidos, estan de acuerdo a trabajos previos, lo
cual nos permite 1llevar a cabo una serie de
recomendaciones para optimizar el procedimiento de la

técnica de biopsia bajo condiciones in vivo.



I. FUNDAMENTACION DEL. TEMA

Se han desarrollado diversas técnicas para el
anAlisis de esmalte a partir de los estudios
realizados paor varios autores (1, 2, 3, 4, S y &),
que se caracterizan por ser técnicas de tipo
mecanico. Estas, no permiten obtener muestras de
esmalte libre de dentina, y no es facil recolectar el
material en forma cuantitativa, gran parte. de éste se

pierde en forma de polvo fino.

Ante este problema, en 19264 Mihlemann y cols
(7), desarrollaron una técnica por ataque Acide in
vitre, la cual consiste en introducir la corona
anatomica del diente en una solucidn desmineralizante
de Acido perclérico (HClO«) 2 N y teniendo ‘como dnica
variable el tiempo de e:posicién. A travées de désta,
se obtienen muestras consecutivas de esmalte libre de
dentina, en las que es posible realizar
determinaciones cuantitativas de los constituyentes

inorganicos de la totalidad de la corona.

Esta técnica se ha modificado a través de los



akos, de tal forma que es posible la toma de binpsias
de esmalte, lo que permite conocer’ con mayor.
precisién la distribucién dél contenido “mineral . en
Areas especificas ,” asi  como la ejecucidn de la

técnica in vivo.

Su perfeccionamiento se ha realizado a partir de
1970, contrelando el tiempo y la dimensién del Aarea

etpuesta al &cido (8, 9, 10, 11).

El objetivo principal del desarrolle de éstas
técnicas bha sido conocer los efectos profilacticos
del fluor sobre esmalte. Sin embargo, también han
tenido otras finalidades relacionadas con la

estructura quimica del esmalte, propiamente dicho.

tas bhiopsias obtenidas por medio de -la Ll&cnica
por ataque Acido se_bhan llevado a cabo. en américa
Latina solo de manera restringida, a través de un
estudio in vitre, realizado an 1984 (12, en el que
se hizo una comparacién del depdsito de fluor =n
esmalte de dientes decidupos., en nifos de 92 a 14  sfios
de edad originarios de la Cd. de Méniceo, antes vy

despuds de la aplicacién de tres agentes fluoruradeos.



Del analisisbcriticn de este trabajo, en el que
fueron detectadas una serie de fallas en el rubro de
material vy método, surgisé la necesidad del
establecimiento de una técnica de biopsia por ataque
acido que fuera confiable, segura, eficaz, de bajo
costa y que estuviera en consonancia con la

tecnologla disponible en México.



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Bajo esta perspectiva, se realizd un estudio en
la Unidad Universitaria de Investigacidn en
Cariologia por De la Cruz v cols. en lé?O 13 1o
que cristalizé en la satisfaccién de la necesidad

antes planteada.

Confirmando, ademas, un alto grado de seguridad,
ya que la sima prcFﬁndidad alcanzada fué de
$.0027 um, y el grosar del esmalte en el tercio medio
del diente varia de 2 a 2.5 mm, asegurando asi qua no
dafarad la estructura dentaria. Sin embargo, ésta
técnica no se ha llevado a cabo in vive, asi como

tampoco sobre dientes permanentes, por lo que resulta

pertinente llevar & cabo una investigacidn al
respecta.
Basados en la informacién antes descrita,

nuestro problema se plantea en términos de llevar a
cabo una corrobaracién in vive, de la técnica
establecida por De la Cruz y cols. en 1990 en dientes

ermanentes, para conseguir con esto, un nivel maximo
P ]



de seguridad y con elle dar el aval cientf{fico a "la

técnica antes mencionada bajo condiciones in vive.



IIL. OBJETIVOS

oA Aplicar-Tla'técnica desarrollada por De ‘la
"Crﬂz'y';olabnradores en dientes permanentes Jin

viva,

_.B, Cuantificar Fltor, Plomo, Magnesioc y Zinc
como elementos trazas, a partir de la técnica de
bhiopsia por atague A&cido en esmalte dental

humano.



Iv. HIPOTESIS

La técnica de biopsia de esmalte dental humano
establecida in viéro por De la Cruz y cols. en 19990,
es posible de ser realizada inp vivo con maxima
seguridad y efectividad para 1la :uantiFicacién de
Magnesio, Zinc, Plomo y Flgor como elementos trazas

dentro de los siguientes rangos:
Profundidad de 1.06 a 5.5 um.

Concentraciones de:
Magnesio de 10 a 335 ppm
Zinc de 10 a 105 ppm
Plomo de 0 a 762 ppm

Fldor de 10 a 450 ppm



V. MATERIAL Y EQUIPO

A. MATERIAL

1. Instrumental de vidrioc

Matraces volumé&tricos de 10, 25, 50, 100,

200, 250, 500 y 1000 ml PYREX

Fipetas volumétricas de 1, 2, 3, 4, 5 'y

10 m1 PYREX
Buretas de 10 y 25 ml PYREX
Probetas de 100 y 500 ml PYREX

Vasos de precipitado de 50, 100, 250, 500 .

¥ 1000 ml FYREX - : S
Pipetas graduadas de 0.2, i, 2, 5y 10 nt
PYREX o

Matras erlenmeyer-ds- 50¢ ml PYREX.

2. Instrumental diverso
Vasos de precipitado de plasticao de 100 y
I50 ml IMSA
Micropipeta de T mul BRAND
Puntas para micropipeta ERAND

Frascos de polietilenc de 50, 100, 120,



“

250, 500 y 1000 m1

Puntas de papel CABMO-DENT
Perforadora IVORY

Vernier SCALA

Cinta de teflén

Cepillos profilicticos
Cinta, adhesiva impermeabie
Pinzas para algoddn

Pinzas para bureta

Reactivos

Fluoruro de sodie TECNICA GUIMICA S.A.
Cloruro de sodic TECNICA BUIMICA S.A.
Onicdo de lantano TECNICA OQUIMICA S.A.
Nitrato de plomo TECNICA QUIMICA 5.A.
Hidréxido de sodio J.7. BAKER
Glicerol J.7T. EAKER

Acido acético J. T. BAKER

Acido perclérico J. T. BAKER

Acido’ clortl drico J.T. BAKER
EstAndar de calcio MERCK

EstAndar de magnesio MERCK

Estandar de zinc MERCK



B,

EQUIPD

Balanza anall tica SARTORIUS 2842
Cronsmetro GLADOX

Espectraofotémelro de absorcidbn atémica
LUNICAN 5P 152

Motor de baja velocidad FOREDOM
Potencidmeilro BECHNAN Mudeio I5G0
Electrodo especl fico para fluor ORION

Electrode de referencia CORNING

PYE



VI. DESARROLL.O EXPERIMENTAL

El estudio se realizé en una poblacion de B1
_escolares de la faja etaria de 7 a 15 afios,
residentes de ciudad Nezahualcoyotl, que presentaron
cualquiera de los incisivos permanznetes, a los
cuales se les tomé una biopsia de esmalte sobre el

lado mesial de la cara vestibular.
A. DIAGRAMA DE FLUJO.
En £l siguiente diagrawma de flujo, se muestra

el desarrclle sxiperimental del presente trabajo

en forma global.



[TRATAHIENT&'PREVID DEL MATERIAL ‘

[TECNICA DE BIOPSIA DE ESMALTE DENTAL HUHANCI]

|

EREPARACIDN DE LAS MUES'FF-‘AS I

ANALISIS QUIMICO

‘ ] r —
I CALCIOD l LZ!NC Y MAGNESIOD l l PLOMDJ 'J’LUDR ]
[ l
DETERMINACION MEDIANTE DETERMINACION -
ESPECTROFOTOMETRIA DE FOTENCIOMETR.ICA
ABSORCION ATOMICA A LA CON ELECTRODO
FLAMA. ESFECIFICO.
——{CALCULD DE LA PROFUNDIDAD DE BIOF’SIX[.

DIAGRAMA DE FLUJD DEL DESARROLLO EXPERIMENTAL

1a



B.: TRATAMIENTO PREVIO DEL MATERIAL

1. Lavado del material

a. Lavar con agua y jakén.

b. Enjuagar con agua deionizada.

c. Sumergir durante 24 horas en acido

clorhf driico 1 M,

Enjuagar 3 veces con agua deionirada.

e. Secar completamente.

2. Preparacidén de la cinta aislante

a.

=5

Cortar rectangulos de & por 8 mm.
Hacer a cada rectaAngulo una perforacién

central de 2 mm de didmetro.

-epsracién de las pinzas
Lavar con agua y Jjabbdn.
Enjuagar con agua deionizada.
Esterilizar a 25¢°C por 2 horas.

Aislar Ias puntas con teflédn.

C. TECNICA DE BIDPSIA DE ESMALTE DENTAL HUMAND

1. Limpiar la superficie del esmalte con



pasta profilactica  para eliminar las
substancias adheridas a éstag puliendo

lentamente con un cepillo y copa de hule.

2. 'Aislar el diente con rollos de algoddsn  y
secar con aire comprimido.

8. Colocar una cinta aislante de & por 8 mm
con una perforacidén previa de 2 mm de
diametro sobre ‘esmalte sano a nivel del

tercio medio del ecuador del diente.

4. Aplicar S ul de una selucién 1.4 N de
acido clorhidrico (HCl1) en glicerol al 70 %
sobre el esmalte expuesto a traves de 1la

perforacién por espacio de 45 seg.

5. Aspirar 1la solucidn, transcurrido el
triempo establecido, y transferirla a un
frasco  previamente identificado, el cual

contiene 500 ul de agua deionizada.

6. Secar la superficie expuesta cun una punta

de papel y transferirla al frasco muestra.

16



7. Aplicar 5 ul de glicerol al 70 X sobre la

superficie expuesta.

8. Aspirar la solucién mencionada ¥

depositarla en el frasco muestra.

?. Secar la superficie expuesta con una punta

de papel y transferirla al frasco muestra.

10, Lavar cada punta de las micropipetas con
5 ul de agua deionizada para elimipnar el
remanente de la solucién utilizada,

depositandose en el frasco muestra.

1. Retirar la cinta adhesiva y lavar la =zona

expuesta del diente con agua.

12, Secar y aplicar fluoruro.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

1. Adicionar 500 ul de agua deionizada al

frasco muestra, obteniendo un total de

1.02 ml.



2. Tomar una 2licucta de 500 ul, transferirla
a wun frasco de poligtileno adicienando 500 ul
de una so}ucién de Acido perclérico 0.8 Ny
4 ml de una sclucidn buffer (gH 5.5), tomar
una allcucta de 2 ml para la determinacién de
flaor y el volumen restante para 1a
determinacién ce calcio.

J. Tomar el volumen remanente del frasco
muestra y llevarlo a & ml; de los cuales se
toma una ailcueta de 2 ml para determinar
plomo y los 4 ml restantes para Ia

determinacién de magnesio y zinc.

ANALISIS QUIMICO

1. Determinacién de Calcio.

&. Preparacién de la curva de calibracién.

Preparar scluciones de 0.1, .25, Q.5
©.75, 1 v 2 ppm de calcio a partir de una
solucidn zoncentrada de L1000 £pm.
Elaborando =n forma parailela uwun blanco,

wue contenga al igual que las scoluciones
El



de calcio 10 % de lantano en una
concentracién de 0.4 % . Estas soluciones
son leitdas en un espectrofotémetro de

absorecion atémica.

b, Preparacién de muestras.
Determinar o1 calcio a partir de las
muestras de 3 ml despiues de adicionar 1 ml

de solucidn de lantane .4 .

Determinacibn de Flaor.

a. Preparacién de la curva de calibracidn.

Preparar socluciones cuya concehtracién
sea 0.1, .01, 0.001, 0.0001, 0.Q0001 M, a
partir de tna solucidén patrén 1 M de
fluoruro de sodio. De éstas soluciones
tomar allcuotas de 50 ml y adicionar una
cantidad equivalente de solucién
amortiguadora TISAR (pH 5.5), mezclar
procedsy a leer potenciométricamente por
medio de un electrodo especifico para

Fluorurc.

19



b. Preparacién de muestras.
A las muestras de 2 ml adicipnar 8 ml

He agua deipnirada y 10 ml de TISAR .

Determinaciébn de Magnesio-y Zinc.

EN Preparacién de 1a -curva de
calibracién.
Elaborar soluciones cuyas

concentraciones sean 0.0, 0.025, (.05,
Q.O0F5 y 1 ppm de zinc ¥ magnesic
respectivamente a partir de las soluciones
concentradas de 1000 ppm. Preparar en
fForma paralela un blanco, que contenga al
igual que las sweluciones 10 ml de solucién
deo laptano 0.4 ¥ por cada 100 ml, Leer en

un espectrofétaometro de absorcidn atémica.
b. Preparacién de muestras.
A los ¢ ml ce la muestra adicionarle

I ml de lantana 0.5 X .

Determinacién de FPlomo.




a. Preparacién de la curva de calibracién.

Elaborar soluciones de concentracién
0.1, 0.25, 0.5, 0.75 v 1 ppm de plome a
partir de una solucion de 1000 ppm,
preparande en forma paralela un blanco.
Leer en espectrofotémetroc de absorcién

atémica.

b. Preparacidn de muestras.

De la solucidn de & ml obtenida de la
biopsia de esmalte se toma una alicuota de
2 ml para la determinaciédn de plomo.

F. CALCULLD DE LA FROFUNDIDAD DE RIOFSIA

El espalte extralde en cada biopsia se
calcula a partir de la concentracidén de calcio,
asumigndoe que su contenido por unidad dental es
de 3I7.4 X (14, 15 y 14) y dado que la
profundidad de las biopsias esta relacionado con
la cantidad de esmalte extraldo, es factible =u

calculn nediante la siguiente formular

mm = wess A




dondes

we

peso de esmalte extral do
densidad del esmalte

Area de esmalte expuesta



VIL. RESULTADOS

La hipdtesis planteada en el presente trabajo
comprendié dos aspectos: comprobar la seguridad y la
efectividad de la aplicacién de la técnica

desarrollada in vitro, bajo cdndiciones irm vivo.

En relacién al primer aspecto, se considera que
no existe la posibilidad de producir iatrogenias
debido a que la mAxima profundidad alcanzada fue de
&6.5428 um y =21 grosor del esmalte es, a nivel del
tercio medio, de 2 2 2.5 mm, lo que indica gue es una

técnica altamente segura.

Sin embargo, en lo que respecta a la
efectividad de la técnica, en la parte analitica, la
hipstesis se rechaza parcialmente, dado que los
resultados obtenidos an relacién a las
concentraciones de los elementos trazas salen del
rango establecido llegando incluso a las &0000 ppm,
gue representa un valor 15 veces mayor al  descrito
en la literatura (17). Esto parece estar relacionado

con la preparacidn de las muestras para su  analisis

&l
i



cuantitativo.

No obstante, los patraones de distribucién, como
puede apreciarse en las graficas correspondientes,

concuerda con trabajos previos al presente.

En términos generales, los resultados de éste
trabajo son presentados en promedios, tanto en lo que
se refiere a Profundidades como en 1lo referente a
Concentracién de los elementos cuantificados. Para
esta ﬂltimb los resultados se presentan en

porcentajes y partes por millén (ppm).

Asi bien, en la cuantificacidn efectuada de
Magnesio, Zinc y Plomo, la concentracién fue de
1838.43 a IB200.35 ppm, de 4707.74 ppm a &3900.27 ppm
y de 4226.74 a 31811.10 ppm respectivamente
{Tabla I). Lo que significa que alcanzan un 3J3.82,
&£.3F9 y 3.18 7Z en promedio del esmalte total
(Tabla II1), lo cual no corresponde a la concentracién

de los elementos trazas en el mencionado tejido.

De esta manera, tenemos en la Tabla I los datas

relativos a Magnesio, en la cual podemos observar gue



la concentracién minima fue de 1838.43 ppm en una
profundidad de S5.9338 pm y 1a maxima fue de
38200.35 ppm en 1.0612 um. Estas concentraciones
corresponden a 0.18 y 3.827Z respectivamente {Tabla
11 ). La distribucién de Magnesio con respecto a la

profungidad se muestra en la Grafica i.

En cuanto al Zinc se observa uwna concentracién
minima de 4707.7&6 ppm con tna profundidad de
5.9338 um y una maxima de &3F00.27 ppm a una
profundidad de 1.0&12 um, mostrados en 1la Tabla 1.
Dichas concentra_ciones carvesponde a 0.47 vy 6.39 %
respectivamente (Tabla II). La distribucien del Zinc
con referencia a la profundidad se observa en la

Grafica 2.

El Plomo presenta una concenblracidn minima de
4226.74 ppin con una profundidad de S5.3247 wpm  y una
maxima de 31811.10 ppm - a una profundidad de
1.0612 um, mostrados en la Tabla 1. Estas
concentraciones equivalen a un 0.42 vy .18 A
(Tabla I1). En 1la Grafica 3 s8 observa la
distribuciédn del Plomo en relacién a 1la prcFundidad

del esmalte.



La distribucidn de 1los dates, para los tres

elementos, se muestra en la Grafica 4.

No se reportan resultados de Fldor debido a que
iel limite de deteccién del electrddo no permite
cuantificar concentraciones menores de 107%M. Las
lecturas efectuadas no cayeron dentro de la curva de
calibracién, lo que indica que las concentraciones de
las muestras eran inferiores a las minimas

detectables.



TABLA GLOBAL DE PROMEDIOS

PROFUNDIDAD

(m)
-

1.0612
1,6703
2,2794
2.8884
3.4975
4,1066
4,71564
5.3247
§5.9338

&.5428

Media 3.8020

D. Est. 1.7494

Tabla 1. Muestra los resultados obtenidos en ppm

n y Pb.

£ Mg 3
(ppm)

38200.35
13337, 16
10528. 65
5187.16
3383, 60
4284.86
2561.47
5071.31
1838.44

669%.24

?119.23
10273.62

27

L Zn 2

{ppm)

43900, 27
26274.39
29750.94
22004.88
15708.47
146B5. 46
12687.21%
14233.50
4707.74
12802.54

214693.74
196464164

t Pb 1]

{(ppm)

31811.10
20211.38
23925.04
15583.59
11684, 43
15957, 96
8053. 86
4226.74
11378. 46

10319.43

13315.22
7746.09

para Mg,



TABLA DE PROMEDIOS EN PORCENTAJES

PROFUNDIDAD L Mg 2 £ zn 1 [ Pb 3
¢ pm ) [ ] ¢4 ¢ %)
1.0612 3.82 &.39 3.18
1.6703 1.33 2,463 2.02
2.2794 1.05 2.97 2.3%
2.86884 0.52 2.20 1.56
3.497S 0.34 1,59 1.17
4.10868 0.43 1.47 1.5%9
4.7156 0.26 1.27 0.80
$.3247 0.5 1.42 0.42
5.9338 ¢.18 1.47 i.14
6.5428 0.4867 1.28 1.03
Media 3.8020 0.911 24017 1.53
D. Est. 1.7494 1.082 1,465 0.82
Tabla 2. Resultados de Mg, Zn y Pb en porcentajes.



CONCENTRACION DE MAGNESIO [ppm]
(Thoumonds)

GRAFICAL

CONCENTRACION DE Mg — PROFUNDIDAD.
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CONCENTRACION DE ZINC [ppm]
CThousand=s)

GRAFICA 2

COMCENTRACION OE Zn - PROFUNDIDAD.
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GRAFICA 3.
CONCENTRACION DE Pb — PROFUNDIDAD
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Cepm] )

(Thousanda)

CONCENTRACION

GRAFICA 4. CONCENTRACION

DE Mg, Zn Y Fb ~ PROFUNDIDAD,

70

PROFUNDIDAD (MICRAS)
O HASNESIO + I o PLOMD

32



VIIL. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la presente'
investigacisén confirmaron parcialmente la  hipétesis

planteada.

La técnica evaluada da la oportunidad de obtener
biopsias rasas de esmalte, como se observa én las
tablas correspondientes. Sin embargo, el tamaffo de
las muestras es insuficiente para realizar una
cuantificacién quimica efectiva de elementas tracas,
cuya concentracién en esmalte puede ir de 0.91 ppm
hasta SO0 opm dependiendao de la zona

geografica de donde provienen las muestras (18).

Para las muestras analizadas en el presente
trabajo se plantearon rangos de cuoncenlracién doc 2 2
762 ppm de acuerdo al  estudio que previamenfe se
habia realizado in vitro. Mo obstante, los resultados
obtenidos no solo exceden estos rangos, sino Que
incluse las 60000 ppm por lo que se considera que la
técnica no es adecuada para la cuantificacién de

elementos trazas.

W
2]



Los resultados obtenidos en el presente
estudio, en relacidn a patrones de distribucién de
elementos trazas y profundidad de biopsia de esmalte,
currespgnden a los descritos en la literatura
en trabajos realizados con técnicas similares a 1la

valorada en esta investigacién (13, 17, 19. 20 y 21).

De esta manera, los wvalores relativos a Mg
presentan un patrén de distribucién con tendencia al
decremento &n las capas mas profundas del esmalte
a nivel superficial, que corresponde al patrén
reportado por Driessens y col. (1985) y al descrito

en el trabajo de De la Cruz y col. (1991).

AsL mismo, el patrén obtenido para ZIn presenta
una distribucién semejante al reportade por Brudeveld
y col. 1?72, Lappalainen y col. 1981, Antiile y col.
1986, De la Crux y col. 19?91, en donde indican que el
Zinc tiende a concentrarse en 1la superficie del

esmalte y disminuir en las capas profundas del mismo.

El patrén de distribucién observade para el
Plomo, indica que existe una mayor concentracién de

este metal en 1la parte externa del esmalte,



disminuyendo en el interior’ del " mismo,  lo que
corresponde al patrén reportado por Anti_lla y col.

1986 y De la Cruz y col. 1991.

los resultados da las concentraciones bara el

i
Fltor no son reportados dado que al :realiza_r la
cuantificaciédn de las muestras, éstasinn cayeron
dentro de la curva de calibracién, indicanda con
esto, que las concentraciones son menores a las
mtnimas detectables por el electrodo especifico,

va que éstas van de 1 M hasta 10°° M (22, 23 y 24).

Se recomiendan concentraciones supariores a

107

M para cuantificar Fluaor (28).
Los resultados obtenidos trespecto a la
concentracidn de oleomentos  trazas, parecen estar

relacionados principalmente a:

1. El Area do eupbzicidn al ataque Acido es de
3.8013 mm®. obteniendo una cantidad de esmalte
que varia de 11 a 77 pg con una media de 42 ug,

que puede ser ideal para la cuantificaciéon de

uno o dos elementos como maximo.



2. Las. diluciones realizadas a las .muestras
iniciales aumentan el error, dadn‘que el factor
de dilucidén se ve incrementado para todos los

casos.’

Como la cuantificacién se realizé para cinco
elementos, se llevaron a cabo las diluciones
indicadas en la técnica, teniendo como
consecuencia que apartir de 20 wul se obtienen
3t ml, disminuyendo en gran medida la
concentracién de cada wmetal en la dilucién

final.

3. El especltrofotémetro de absorcidén atdmica a
la flama, no permite efectuar determinaciones de
muestras muy diluidas, ya que las absorbancias

obtenidas son inferiores a 0.1.



IX. CONCLUSIONES

La técnica empleada in vivo resultd atil para
observar la distribucién de Magnesio, Zinc y Plomo
desde la superficie hacia el interior del esmalte,
ademas es altamente segura, dado que con la maxima
profundidad alcanzada no se producen iatrogenias. Sin
embargo, es inefectiva para 1a cuantificacion de
elementos traza porr lo que requiere de modificaciones
para poder ser utilizada en estudios posteriores vy

cbtener con ello resultados confiables

Es importante recalcar que en América Latina
las técnicas de biopsias por atagque Aacido son
relativamente nuevas, y de hecho solo se han
efectuado estudios in vitro, por lo que el .presente
trabajo es el primero que se realiza In vive,
encantrandose errores inherentes al método y al mismo
tiempo propuestas para la solucién de la praoblematica

detectada.



X. RECOMENDACIONES

Con el.fin de obtener resultados confiables se

propone lo siguiente:

1, El diAmetro del Area e:xpuesta al atague acido
podria ser de 4.5 mm, teniendo con esto una
superficie expuesta de 15.9 mm” asegurandeo asi,
que la concentracié& de los elementos tracza sea

representativa.

2. El volumen empleado para la toma de 1la
biopsia podria ser de 10 ul para abarcar el area
mencionada en el punto anterior, lo cual permite
una correcta disolucién del esmalte en el 4rea

expuesta.

3. Las dilucinnes podrian zor- las miniaas
necesarias para tener con esto concentraciones
adecuadas para la cuantificacién de elementos

traza por absorcién atémica y 1la determinacién

potenciométrica del Fluar.



4. Se propone el empleo de un Espectrofotdmetro
de absorcisn atoémica con horno de grafito. Este
equipo permite la cuantificacisén de elementos
traza en el orden de las ppb, con un limite de
deteccidn de 100 a 1000 veces mayor q?e el de
flama (17}, ademAs que permite emplearivolumenes
pequeffos de las muestras, ya que le ba;tan 25 ul

para la determinacidn.

S. Asi tamhién, se sugiere el empleo de un
electrodo especifico para Fldor con electrodo de
referencia integrado, ya que esto permite la
determinacisn de muestras con volumenes

pequefos (de 0.5 a 1 ml).

b Es impaortante el correcto lavado del
material, con el Fin de eliminar toda
interferencia Y contaminacién an Ia

determinacién de los elementos traza.
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A. GENERALIDADES DE ESMALTE DENTAL HUMANG
1. DEFINICION

El esmalte es el tejido calcificado més dwo
del cuerpo humano, su Funcién es la de una
resistente cubierta protectora de la corona
anatédmica de los dientes, permitiéndoles soportar
la aplicacién de Ffuerzas mecAnicas de gran
magnitud, lo que 1los hace adecuados para la

masticacidn.

PROPIEDADES FISICAS

b

a. Descripcién. Capa brillante, semiopaca, de
espesor variable, es duro y quebradize; carece
de color propio, éste degende de la dentina que
produce la apariencia blanco~amarillenta de los
dientes permanentes y blanco-azulada de los

temporales.

b. Densidad. El esmalte dental humano tiene una

densidad de 2.95 g/ml (Pijiman, 1782).



€. Permeabilidad. Es extremadamente escasa; se
considera al esmalte como una membrana
semipermeble que permite el flujo 1lento de
agua, iones y substancias de pequefio peso
molecular a través de los poros que existen
entre las cristales del ecmalte desde el modic

bucal al interior.
d. Solubilidad. El esmalte os soluble en medio
4cido, pero ciertos iones modifican su {ndice

de splubilidad.

Las propiedades fisicas antes descritas dependen

de las propiedades guimicas gue a continuacidén se

describen.

5. COMPDSICION QUIMILA

El esmalte es el tejido mas altamente
mineralizado del cuerpo humano. Su contenido
inorgAnico varia de 95-94 7% en dientes permanentes
y de 92-93 % en dientes deciduos mientras que el

-

cantenido orainico se sncuentra en un rango de 0.2

al 2 % presentandose valores mas altos en dientes



deciduns, el porcentaje remanente es agua.

a. Contenido inorg&nico. Consta basicamente de
.un fosfato de calcio cristalino conocido como
hidr’oxiapatita, que también se encuentra en
dertina v cemento. Varios iones pueden ser
incorporados dentro del esmalte o absorberse en
los cristales de hidroxiapatita si se hallan

presentes durante su formacién.

b. Contenido organico. La naturaleza del
contenido organico del ecsmalte dental no se
conoce completamente. Durante su desarrollo, la
matriz del esmalte se parece a la epidermis
queratinizada; contiene una relacién de

aminodcidos y un compleio de

prolefl nas—-polisac doess; tambidn se han
encantrado  lipidos con trazas de iones de
azucares citrato y lactato, asf mismo se han

identificado trigliceridos y colesterol.

c. Agua. Se ha calculado que apraximadamente 25
7% del agua se encuentra absorbida en los

cristales de la apatita y =21 agua restante se



encuentra combinada con el componente mineral,
seguramente en Fﬁrma de una cubierta hidratada
rodeando a la hidroxiapatita. La presencia de
esta capa de hidratacién facilita 1la difusién
de iones y moléculas & través del esmalte
promoviendd el intercambio idnico. E"lv agua es
indispensable en la intepraccisn del esmalte con

su ambiente quimico.



B, ESTRUCTURA CRISTALINA DE LA FRACCION INORGANICA

DEL. ESMALTE DENTAL HUMANQ

1. NATURALEZA QUIMICA DE LOS CRISTALES

Los primeros andtisis quimicos indicaron que la
matoria mineral del esmalte dental humano era una
sal, fosfato de calcio. Investigaciones por
difraccisdn de rayos X confirmaron gque la fase
mineral corresponde "a una clase de compuestos

conocidos como apatitas, cuya férmula general es:

Ca (PO} X
10 4+ a2

Especificamente, la apatita presente en el
esmalte es la hidroxiapatita (HA), donde X

equivale a OH.

La microscopta electrdnica ha mostrado que 1la
hidroxiapatita estd compuesta por cristales muy
pequeffos que son l1a verdadera unidad estructural
de la apatita, la unidad de espacio mids pequefa
del cristal de hidroxiapatita es demominada célula

unitaria, la cual consta de 18 iones: diez iones



de calcio, ‘seis iones de fosfato y -.dos iones  de
hidroxilo, tiene ~forma paralelepipeda 9, se

representa estequiométricamente como:@
Ca‘o(PD‘)c(DH)z

La hidroxiapatita pertenece al sitema hexagonal
de cristales, y 'a acumulacidn de sus unidades
repetitivas en la direccién de sué tres ejes forma
un cristal completo.’ Se caracteriza por ia
preservacidn de su estructura cristalina aun bajo
la influencia de la substitucién de alguno de sus
componentes quimicos. Asi, el magnesio (Mg), plomo
(Fb) y zinc (In) pueden substituir al calcio en su
posicién; el fluor (F) puede substituir al
hidroxile, sin que se pierda la configuracién
estructural de la hidroxiapatita. Sin embargo, la
prasencia de estos iones en ¢l medio en que se
forma la apatita pueden influiy en su
cristalinidad, y por tanto en la solubilidad del
wsmalte, ya que algunps de éstos, tienden a
inhibir el creciniento de loe cristales y conducir
a la formacidn de cristales de baja cristalinidad,

favoreciendo de esta manz2ra la solubilidad de la



hidroxiapatita y con ello 1la sclubilidad del
esmalte dental; otros, como el fluor, producen el
eFe;to inverso, es decir, mejoran la cristalinidad
de la hidroxiapatita reduciendc.la solubilidad de

ésta y por ende la solubilidad del esmalte.

Por otra parte, el ‘ion hidronio puede penetrar
en la estructura de la hidroxiapatita v con ello
promover la disolucidén del esmalte dental, como
consecuencia de la.reaccién entre el ion (H) y el

material inorginico del esmalte (HA}. Al llevarse

a cabo esta reaccién en el enrejado de la
hidro:ziapatita cambian las propiedades de
cristalinidad y solubilidad del esmalte. Sin

embargo, la disolucién del esmalte se ve afectada
por el ambiemte que rodea la superficie de é¢ste,
por lo gque los elementos traza de la s;pérFicie
pueden influir en la velocidad de &isulucién del

esimalle dental.

-
(w}
[0}

2. MECANISMOS DE BSUSTITHCION IONICA EN

l

CRISTALES

La incorporacién al esmalte de componentes



iénicos depende de la disponibilidad  de iones vy
accesibilidad de los cristales. Esto implica 1la

participacién de los procesos siguientes:

&. Adsorcion. Este proceso se presenta cuando
entran al reticuleo iones demasiado grandes o
can una carga inapropiada. La adsorcidén, en
este caso, es una captacidn no especy{+ica sobre
.1la superficie del cristal de hidroxiapatita que
implica 1a presencia de una fuerza

electrostatica débil entre los iones.

b. Intercambio iénico. Los iones gue se hallan
formando los cristales de hidroxiapatita pueden
sufrir intercambio iénico con otros iones que
sé encuentran presentes en el medio, por le que
casi una tercera parte de los iones de 1la
apatita pueden intercambiarse, Se puede
presentar un intercambio isoidénico, esto es, la
sustitdcién de cationes vy aniones similares
en tamafio y carga a los iones del enrejada, sin
alterar 12 red del cristal. también puede
llevarse a efecto un intercambio heterciénica,

en donde la sustitucion de un ion por otro que



no sea igual en tamafflo y carga, producira
cambios en la composicién y propiedades de los

cristales de la hidroxiapatita.



C.

ELEMENTOS TRAZA EN ESMALTE DENTAL HUMAND

1. GENERALIDADES

Los elementos traza, huella o elementos
menores, son los términos que se aplican ' a-las
sustancias que se encuenbtran en cantidades muy
pequeias en los sistemas biolégicos. Este grupo §e
elementos inorgaAnicos estan presentes en los
tejidos y liquidos corporales del hombre séle en
cantidades minimas (microgramos o wmiligramos por
gramo de tejido hdmedo). Debe tenerse en cuenta
que los elementos traza, tanto esenciales como no
esenciales se encuentran en concentraciones

Sptimas, ya que un de &stos puede ser

térico y la insuficiencia conducir a matabolismos

defectuosos.

A pesar de que los elementos traza se hallan en
niveles sanguineaos Y tisulares bajas, es
importante prestarles atencién ya que tienen gran

trascendencia en algunos procesos bioldgicos.

La busqueda de una explicacién al papel gue



desempefan los elementos traza. en los  tejidos
dentales a propiciado gque se ileven a cabo un gran
namero de investigaciones. Losee y colaboradores,
en un estudio para determinar la presencia vy
variacién de muchos elementos trg:a Yy su
influencia sobre el proceso carioso en el esmalte,
encontraron que por lo menos 41 elememtos del
sistema periddico estaban incorporados al esmalte
dental humano. Sus investigaciones revelaron que
se encuentran presentes los siete elementos
principales m&s abundantes en los organismos vivos
(€, H, 0, Na, N, P y Ca). En el anadlisis de los
elementos restantes,  realizados con esmalte entero
abtenido de premolares, 35 elemen;os' se
encontraran en concentraciones mensurables

mientras que 31, si es que estaban presentes,
tentan concentraciones por debajo de los 1limites

detectables a través del procedimiento uvtilizado.

De acuedo a los trabajos realizados por otros
investigadores, entre ellos Brudevold vy Soremark
(1967), se sabe que el esmalte superficial difiere
considerablemente en cuanto a contenido de
elementns traza con respecto al esmalte mAs

profundo.



‘A pesar de que han sido estudiados un gran
namero de elementos traza presentes an el
desarrollo normal d¢e los dientes, resulta. diftcil
dar una definicidén precisa y definitiva acerca del
papel que desempefan la mayorfia de estos elementos
en los tejidos dentales. Algunos no parecen
desempeliar un papel bialdgico vy =510 estan
presentes como contaminantes del ambiente tales
como plomo, otros parecen estar asociados con  los
procesos encimaticos de las células entre los que
pueden citarse Fe., ZIn, Cu, I, Mg, Co vy ®n, los
cuales tienden a actuar como catalizadores en
forma de metaloenzimas en las que el elememto
traza es parte integral de la molécula de la
enzima. tamblen acitda en Somplojos metal-enzima en
los que el ion metalico tiene uma unidn débil con
la enzima, es decir, el ion metilico no es parte
integrante de la molécula; asi mismo =zctdan como
constituyentes o activadores de hormonas, Yy
algunos mas probablemente son nutrientes
escenciales, pero cuya accién metabdélica aun no

esta clara (F, Sr, EBr).



Los elementos traza pueden modificar la
composicién quimica y las propiedades’ fisicas de
1as.dientes especialmente la capas superficiales
del esmalte. Ellos pueden alterar la cristalinidad
y el tamafio de los cristales de la hidroxiapatita,
influyendo asf{, en la solubilidad del esmalte.
Estos elementos, también pueden, actuar como una

barrera, impidiendo la difusién de los iones

hidronio (H"), raduciendo la velocidad de
disolucidn a la vez que retardan la
desmineralizacién del esmalte. Ademas, puede

influir en la ecologia microbiana de la placa, ya
sea iphibiendo o pramoviendo el crecimiento de

bacterias productoras de caries.
3. DISTRIRUCION

Debido a 1la imﬁnrtancia‘ -que tienen las
elementos traza en las propiedades flsicas vy
gquimicas de 1la estructura adamantina se han
llevada a cabo varios estudios acerca de 1la
distribucién normal que presentan éstos en el
esmalte dental humano. Los estudios reportan que

este tejido posee una constitucidn y distribucisén



heterogénea de elementos quimicos que va a
depender de la proFuﬁdidad de sus capas, y ademas,
la concentracién de estos elementos en el esmalte
de un- mismo diente no es uniforme de una
superficig a otra (Brudevold, 1948; lLosee, et al,

1974; Watherell, 1975).

La mayor parte de los elementos traza estan
presentes en todo el diente en concentracieones que
van desde miles de partes por millén hasta menas
dea 0.01 ppm, aungue en ciertos lugares, como en la
superficie externa del esmalte 1la concentracidn

puede ser mas alta.

Existen iones que tienden a acumularse .en
aquellas partes del diente que se encuentran
expuestas durante mayor tiempo a los fluidos
corporales, principalmente al esmalte superficial.
Por otra parte, estos fluidos,K también pueden
disolver cicrtos iones que estén presentes en el
esmalte, en tal caso, y debido a que las capas
extaernas de este tejido son las que se encuentran
vigorosamente bafadas por los fluidos corporales,

seran las que contengan estos constituyentes en



menor cantidad.

De acuerdo a estudios realizados se ha
encontrado que 1la concentiracison de algunos
elementos traza es superior en la superficie del
esmalte que en el interior (F, Pb, 2Zn, Fe, Mg);
otros tienen menor concentracidn en la superficie
que en el interior (Na) y otros presentan una

distribucién aproximadamente uniferme (Sr, Cu, K).

Las diferencia en la composicidn y distribu;ién
del esmalte se explica por el cantinuo
iontercambie fisicogquimico entre la superficie
adamantinada y el 1liquido bucal, asf camo los
cambios que e presentan durante la disolucidn
del esmalte, esto origina la discrepancia que
existe en la concentracién de los elementos traza
a medida que se avanza de las capas ewternpas a las

internas del esmalte.
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FEEPARACION DE SOLUCIONES

1. Acido Clorhidrico 1 M

Adicionar 95 m) &cido clorhidrico concentrado a
S00 m1 de agua deionizada, wvertir en un matraz
volumétrico de 1000 ml y llevar a volumen con - agua

deionizada. Almacenar en recipientes de polietileno.
2. Glicerol al 70 %

Adicionar &40 ml de agua deionizada a 140 ml de
glicerol, mezclar vy almacenar an frascos de
polietileno.

3. Acido clorhidrico en glicerel al 70 % (1.4 N)

Adicionar 13.2 ml de &cido clorhidrico en S0 ml de
glicerel al 70 %4, wmezclar y vertir en un matraz
volumétrico de 100 ml. Llevar a volumen con glicerol

al 70 %. Almacenar en frascos de polietileno.

4. Acido perclérico 3.8 N



Adicionar a 26.5 ml de Acido perclérico a 100 ml
de agua deionizada y vertir en un matraz volumétrico
de 250 ml. Llievar a volumen con agua deionizada.

Almacenar en frascos de polietileno.
9. Dxido de lantano 0.4 %

Pesar 4.7 gr de éxido de lantano grade absorcién
atémica, transferir a un matraz de SO0 ml, adicionar
300 m! de agua deionizada seguido por 25 ml de Aacido
clorhidrico. Calentar el matraz y agitar 1la mezcla
hasta disclucidn completa. Enfriar a températura
ambiente y filtrar en un matraz volumétrico de
1000 ml, 1llevar al aforo ron agua deionizada vy

transferir a un frasco de polietileno.

Disolver 100 gr de hiclréxidq de sodio en I00 ml Ze
agua deionizada, enfriar a temperatura ambiente "y
transferir a un matraz volumétrico de 500 ml, 1llevar
a volumen con agua deionizada y almacenar en frascoes

de polietileno.



7. Buffer de TISAB pH 5.5

Colecar 500 ml de agua deionizada en - un vasa de
precipitados de 1000 ml, adicionar S7 ml de Acido
acﬁtico y S8 gr de cloruro de sodio. Adicionar poco a
poco, una solucidn de hidrédxido de sodia S M hasta
ohtener un pH- de 5.5, 1llevar al aforo con agua
deionizada. Almacenar en frascos de puliet%lenn a

baja temperatura.
8. Solucién patrén de calcio 1000 ppm

Utilizar una ampolleta con ! gr de calcio,
adicionar su contenido y lavar en un matraz
volumétrico dez 1000 ml, llevar a volumen con agua
deianirada. Almacenar en frascos de polietileno a

baja temperatura.
2. Solucidén patrén de magnesio 1000 ppm

Utilizar una ampolleta con ! gr de magnesio,
adicionar su contenido y lavar en wn matraz
volumétrico de 1000 ml, llevar a volumen con agua

deionizada. Almacenar en frascos de polietileno a



- baja température.
10.'Selucidn patrén de zinc 1000 ppm
Utilizar una ampolleta con 1 gr de zinc, adicionar
su contenido y lavar en un matraz volumdtrico de
1000 'ml, 1llevar a volumen con agua deionizada.
Almacenar en frascos de polietileno a baja

temperatura.
1t. Solucién patrén de plomo 1000 ppm

Disolver 1.598 gr de nitrato de plomo secado
previamente en 100 ml agua deionizada, colecar en un
matraz volumétrico de 1000 ml y llevar a volumen con
agua deicnizada. Almacenar en frascos de polietileno

a baja temperatura.
12. Solucidn patrén de flaor 0.1 M

Pesar euxactamente 0.419% gr de fluoruro de sodio
previamente seco, disolverlo en S0 ml de <colucién
TISAB y aforar en un matraz volumétrico de 100 ml con
agua deionizada. Almacenar en frascos de polietileno

a baja temperatura.
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