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RESUMEN

Introduccion. Los dientes humanos son los candidatos ideales para la realizacion de los
estudios experimentales in vitro. Sin embargo su uso de los dientes humanos encuentra
muchas limitaciones: son muy dificiles de obtener con suficiente calidad y cantidad, es
dificil establecer una muestra homogénea debido a la dificultad de control de la edad y
del origen del diente. Por ello se hace necesario el estudio de otros sustratos
alternativos. El objetivo de nuestra investigacion fue estudiar la composicidon quimica y
las diferencias entre las nanoestructuras cristalinas del esmalte y dentina humanos y las
especies bovina, porcina y ovina, que son los candidatos para sustituirlos en los estudios

experimentales.

Material y métodos. En este estudio se escogieron fragmentos de esmalte y dentina de
400 dientes sanos humanos, bovinos, ovinos y porcinos. Estos fueron triturados hasta
conseguir una particula menor de 100um de tamafio. Para hallar su composicion
quimica se usaron el Andlisis Elemental (C/N), la Termogravimetria unida a
Espectrometria de Masas (TG-MS) y la Espectrometria de Fluorescencia de Rayos X
por dispersion de longitud de onda (XRF). Para estudiar la estructura cristalina se uso la
difraccion de Rayos X (XRD), la Espectrometria infrarroja transformada de Fourier

(FTIR) y la Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Resultados. El C/N mostr6 mas cantidad de carbon organico y nitrégeno en dentina que
en esmalte. El esmalte humano fue la muestra mas mineralizada de todas, con unos
valores de C y N cercanos a la Hidroxiapatita (HA). El esmalte y la dentina bovina
fueron los més parecidos al humano. El TG-MS, para todas las especies, mostrd que el
esmalte contenia menos carboén y materia organica que la dentina. La descomposicion
térmica para el esmalte humano mostré gran similitud con la Hidroxiapatita Sintética
(HAS), y grandes diferencias con el esmalte bovino, ovino y porcino. Esta
descomposicion térmica mostré una gran similitud entre la dentina bovina y humana.
Con XRF se encontr6 que la dentina contenia mayores cantidades de Mg, S, Sry Zn que

el esmalte. El esmalte contenia mayores cantidades de P, Ca, Cl, Cu, K y relacion Ca/P



que la dentina. El esmalte y la dentina humana contenian mayor relacion Ca/P, mayores
cantidades de Cl y Cu, y menores cantidades de Mg, S y Zn que el resto de especies
animales. Con XRD, la HAs de los esmaltes obtuvieron mayores indices de cristalinidad
(IC) ICRietveid que las dentinas de la misma especie. Esmalte y dentina humanos
mostraron el IC mas alto, seguido de esmalte y dentina ovinos. Con FTIR, los tamafios
de los cristales y el ICprr del esmalte fueron siempre mayores que en dentinas para
todas las especies. El major ICryir fue encontrado para el esmalte humano y el ovino.
De acuerdo con DSC, el diente porcino mostrd el salto més parecido al diente humano
durante el proceso de Transicion Vitrea (ACp).

Para conocer entre todos los sustratos cudl es el mas parecido al sustrato ideal (el diente
humano) hemos usado un Método de Toma de Decisiones Multicriterio (MCDM).
Exéctamente, el Proceso Analitico Jerarquico (AHP) y el Método de Referencia Ideal

(RIM).

Conclusiones. C/N, TG-MS y XRF mostraron que el esmalte y dentina bovinos
muestran las mayores similitudes al humano de entre todas las muestras analizadas. En
estudios donde las propiedades mecanicas o fisicoquimicas del esmalte o la dentina
prevalezcan, el diente ovino deberia ser usado como sustituto del diente humano. Pero
en los estudios donde sea mas relevante el comportamiento térmico en atmosfera inerte,
el diente porcino deberia sustituir al humano. E1 MCDM indic6 que, entre las especies
estudiadas, el esmalte y dentina bovinos son los mas parecidos al esmalte y dentina

humanos.



ABSTRACT

Introduction. Human teeth are ideal candidates for conducting in vitro experimental
studies. However, their use has many limitations: they are very difficult to obtain with
sufficient quality and quantity; it is difficult to establish a homogeneous sample due to
the difficulty of controlling the age and origin of the tooth. Therefore, it is necessary to
study other alternative substrates. The aim of this research was to study the chemical
composition and the differences between the crystalline nanostructures from enamel and
dentin of human, bovine, porcine, and ovine species, that are likely candidates for

replacing them in studies that test dental material.

Material and Methods. Dentine and enamel fragments extracted from 400 sound
human, bovine, porcine and ovine — 100 teeth per species — incisors and molars were
mechanically ground up to a final particle size of less than 100 mm. Elemental analysis
(C/N), thermogravimetric analysis coupled to mass spectrometry (TG-MS), and
wavelength dispersive X-ray fluorescence (XRF) were used to analyse the samples’
composition. X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
and differential scanning calorimetry (DSC) were used to analyse the crystalline

nanostructures.

Results. Elemental analysis showed more organic carbon and nitrogen in dentine than
in enamel. Human enamel was the most highly mineralised, with C and N values close
to hydroxyapatite. Bovine dentine and enamel were the most similar to human. TG-MS:
in all species, enamel contained less carbon and organic matter than dentine. Thermal
decomposition of human enamel showed great similarity to synthetic hydroxyapatite,
and large differences from bovine, ovine and porcine enamel. Thermal decomposition
showed the greatest similarity between human and bovine dentine. WDXRF: Dentine
contained larger quantities of Mg, S, Sr and Zn than enamel. Enamel contained larger
quantities of P, Ca, Cl, Cu, K and Ca/P ratio than dentine. Human enamel and dentine

contained a higher Ca/P ratio, larger quantities of Cl and Cu and lower quantities of Mg,



S, Zn than the animal species. Hydroxyapatites (HA) in enamel obtained higher
crystallinity index (Cl)rietveld than the corresponding dentin of the same species. Human
dentin (HD) and human enamel (HE) showed the highest CI, followed by ovine enamel
(OE) and ovine dentin (OD). Clgrr, and enamel crystal sizes were always higher than
those of dentin for all species. The greatest Clgrir were found for HE and OE. The most
similar change in heat capacity during the glass transition (ACp) values to human teeth,
were obtained by porcine specimens.

To know among all substrates which is closest to the ideal substrate (human tooth), we
have used a Multicriterial Decision Making Method (MCDM). Exactly, the Analytical
Hierarchic Process (AHP) and the Reference Ideal Method (RIM).

Conclusions: C/N, TG-MS and WDXRF have shown that human and bovine enamel
and dentine show the greatest similarity among the species analysed. In researches
where the physicochemical and mechanical properties of enamel or dentin prevail,
ovine teeth should be used as a substitute to human teeth. Where the thermal behavior in
an inert atmosphere is more relevant, porcine samples should substitute human teeth.
The MDCD indicated that enamel and dentin bovine are the most similar to enamel and

dentin human.









1. INTRODUCCION

Durante muchos afios se han realizado infinidad de estudios acerca de nuevos
materiales dentales sobre dientes in vitro. Muchos utilizan dientes humanos ya que son

los candidatos perfectos para este tipo de estudios.

Sin embargo, los dientes humanos presentan varias limitaciones que dificultan la
realizacion de dichos estudios, como puede ser: la dificultad de obtener suficiente
cantidad para una muestra y con suficiente calidad, ya que los dientes extraidos suelen
presentar caries extensas o grandes destrucciones; también es muy dificil establecer una
muestra homogénea ya que no podemos controlar ni la fuente ni la edad; a todo esto se
une el riesgo de infecciones bioldgicas y todas las limitaciones éticas que actualmente
existen para su uso (Yassen y cols., 2011; Soares y cols., 2016). Por ello, muchos
autores han optado por utilizar para sus estudios in vitro dientes animales como
alternativa a los humanos, los mas utilizados son los bovinos (Yassen y cols., 2011),
aunque también se utilizan de porcino (Lopes y cols., 2006), ovino (Andreasen y cols.,
2006), equino (Magne y cols., 2002), e incluso de tiburon (Enax y cols., 2012). El
criterio principal para la eleccion de un diente animal es que tenga semejanzas fisico-

quimicas, estructurales y biologicas con el diente humano.

El tamafo relativamente pequefio del diente humano, y su superficie curvada,
hacen que esté muy limitado su uso para los diferentes test de adhesion in vitro, ya que
lo ideal seria contar con superficies planas con un espesor uniforme (Abuabara y cols.,

2004).

1.2 ESMALTE Y DENTINA

La parte mineral de los dientes de los vertebrados contiene uno o mas tipos de
minerales de fosfato, predominando el fosfato célcico. El mineral mas abundante en los
dientes humanos es un fosfato célcico basico conocido como Hidroxiapatita (HA)
[Cai0(PO4)s(OH);]. Otros fosfatos célcicos y fosfatos de magnesio se han encontrado
con o sin asociar a la apatita: Brushita (CaHPO4 = 2H,0), fosfato octacalcico

(CagH,[PO4]s  SH,0), fosfato tricalcico o whitlockite ( 3 -TCP, 3 -Cas;[PQO4],) o fosfato



calcico deshidratado (Ca,P,07), y fosfatos célcicos amorfos, Estruvita (MgNH4POy «
6H,0), Newerbita (MgHPO, « 3H,0), y fosfatos de magnesio calcico amorfos (Legeros
y cols., 1984).

El esmalte y la dentina del diente humano estan formados, ambos, por HA
biologica. Aunque la HA la asociemos a la formula antes mencionada, se observa que la
HA biologica tiene cantidades de iones carbonato, que pueden ser encontrados de dos
formas diferentes dentro de la estructura de la HA: sustituyendo al PO,”, al que se le
denomina Carbonato apatita o hidroxiapatita carbonatada (HAC) tipo B; y sustituyendo
al OH’, al que se denomina HAC tipo A. La HA bioldgica es principalmente tipo B
(Slosarczyk y cols., 2005; Tiznado-Orozco y cols., 2009; Combes y cols., 2016).

1.2.1. ESMALTE

El esmalte es el tejido més duro del cuerpo humano debido a que esta compuesto
por millones de prismas muy mineralizados que lo recorren en todo su espesor. Estos
prismas estan formados por paquetes bien organizados de HAC. Es un tejido acelular
que esta expuesto altas tensiones de compresion, abrasiones y disoluciones en contacto
con acidos procedentes de los diferentes alimentos y de las bacterias orales. Existen
varias caracteristicas que hacen del esmalte un estructura Unica, entre ellas destacan su
naturaleza ectodérmica (a diferencia de otros tejidos dentarios de naturaleza
ectomesenquimatica), la naturaleza proteica de su matriz organica sin presencia de
coldgeno, el mayor tamafio de sus cristales de HA y su organizacion unica, y una
excelente elasticidad. Las células encargadas de generar este tejido son los amelobastos,
cuya funcion es limitada en el tiempo, ya que una vez que completan la formacion del
tejido adamantino, involucionan y desaparecen durante la erupcion dentaria , por lo
cual, no habra nueva aposicion de esmalte una vez terminada la erupcion. Serd incapaz
de repararse pero si podrd remineralizarse (Gomez de Ferraris y cols., 2009; Eimar y

cols., 2012; Valencia y cols., 2013).



El esmalte estd compuesto casi en su totalidad de HA bien cristalizada (96% de
su peso) con poco contenido de proteinas no coldgena y lipidos (3% de su peso) y agua
(1% de su peso). No estan distribuidos de forma homogénea, ya que dependiendo de la
zona del diente en la que nos encontremos, las proporciones variaran. Las principales
proteinas que conforman el esmalte son las amelogeninas , las cuales son esenciales en
el proceso de remineralizacion y estructuracion de este. También podemos encontrar
ameloblastinas, enamelinas y tuftelinas (Fonseca y cols., 2008; Laurencee-Young y

cols., 2011; West y Joiner, 2014).

La mineralizacion del esmalte se basa, sobre todo, en el crecimiento de los
cristales de HA. Los cristales del esmalte se desarrollan a partir de su forma no
mineralizada por el flujo de Ca y PO, ocupando el espacio que deja el agua y las sales
minerales (Clemente-Presas y cols., 2002). Los cristales de HA en el esmalte se
forman en contacto directo con los ameloblastos. Se alinean y empaquetan para formar
los prismas del esmalte. Estos prismas recorren todo el espesor del esmalte, desde la
dentina hasta la superficie del esmalte. Cuando se observa al microscopio electronico de
barrido (MEB) (Figura 1) en cortes transversales se observa una morfologia en ojo de
cerradura de llave antigua debido a la orientacion. Esta morfologia hace que los cristales
estén unidos a modo de engranaje, lo que le confiere al esmalte una mayor resistencia.
Las parte de la cabeza soporta los choques de las fuerzas masticatorias y las colas
distribuyen y disipan dichas fuerzas (Garcia Barbero, 1997; Goémez de Ferraris y
cols., 2009; Combes y cols., 2016).
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Figura 1. Imagen de un corte del esmalte humano al Microscopio electronico de barrido (SEM).
En ella podemos observar los prismas y la sustancia interprismatica.

El material orgdnico es muy escaso y se distribuye, sobre todo, en la periferia,
rodeando estos prismas, y recibe el nombre de sustancia interprismatica (Gémez de
Ferraris y cols., 2009). Esta sustancia interprismdtica también posee cierto grado de
mineralizacion, y estos cristales de apatita que contienen, estdn orientados en otras
direcciones ayudando a aumentar la resistencia a fractura del tejido adamantino

(Barrancos y cols., 2006).

El nimero de prismas del esmalte varia en relacion al tamafio de la corona, pero
suele estar entre 5 y 12 millones. El didmetro de estos prismas en el esmalte humano
suele variar entre 4 y 10 pum, siendo mayor conforme se aleja de la union
amelodentinaria y se acerca a la superficie del diente. Su curso en sinuoso, formando:
angulos agudos hacia la profundidad de los surcos y fosas de las caras oclusales
premolares y molares; angulos rectos a nivel de los vértices cuspideos y en la
profundidad de los surcos y fosas oclusales; y angulos obtusos en los tercios medios y
gingival de las caras mesiales, distales, vestibulares, palatinas o linguales de los dientes.
Estos cambios de direccion y entrecruzamientos de los prismas aumentan la resistencia

del esmalte a la fractura (Gémez de Ferraris y cols., 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Dibujo de la estructura macro y microscopica del esmalte humano.




1.2.1 DENTINA

La dentina es el tejido mas abundante en el diente, es producida por unas células
que se denominan odontoblastos. Su formacién es un proceso que ocurre desde una
dentina desmineralizada o predentina hasta la dentina mineralizada. Esta compuesta por
HA pobremente cristalizada o matriz mineral (70% de su peso o 50% de su volumen),
colageno o matriz organica (20% de su peso o 30% de su volumen) y agua (10% de su
peso 0 20% de su volumen). Tiene excelentes fuerzas de compresion y tension, ademas
de una alta adaptabilidad al estrés mecénico. Y es mucho mas porosa que el esmalte

(Featherstone y Lussi, 2006; Hart y Hart, 2007; Goldbert y cols., 2012).

La mayor parte de la matriz organica de la dentina (90%), estd compuesto de
fibras de colageno tipo 1. Estas fibras son muy importantes ya que tienen un papel
fundamental en la mineralizacion del diente (Kinney y cols., 2003; Lussi y Ganns.,

2014).

Su estructura estd casi completamente compuesta por la presencia de los tubulos
dentinarios cilindricos. Estos estin rodeados de por una region peritubular
hipermineralizada, que junto las fibra de colageno forman una entramado. Los tibulos
dentinario estan dispuestos dentro de la dentina desde la pulpa a su union
amelodentinaria, pero en diferente cantidad dependiendo de la zona. El lumen de los
tubulos dentinarios disminuye en didmetro por la deposicion de mineral y pueden llegar
a ocluirse completamente con la edad, disminuyendo la permeabilidad de la dentina

(Fuentes, 2004; Fonseca y cols., 2008).

La dentina tiene unas propiedades eldsticas excepcionales que permiten al diente
soportar las altas tensiones durante la masticacion. Un valor, que en todos los estudios
sobre esfuerzo de los dientes debe aparecer es el Mddulo de Young, este es el cociente
entre la tension ejercida por un material y la deformacion elastica producida, es decir, el
grado de recuperacion de la forma tras el cese de la aplicacion de la fuerza. En este
aspecto, la dentina con mas cantidad de contenido inorganico sera mas rigida que una

dentina con mayor cantidad de matriz organica (Kinney y cols., 2003; Fuentes, 2004).



Una de las caracteristica que hace que haya tantos estudios in vitro sobre dentina
humana y de otros mamiferos, es su capacidad de adherir materiales restauradores. Esto
es debido a la gran cantidad de tibulos dentinarios que componen su superficie. La
capacidad de adhesion dependera de la cantidad de tibulos por mm2 y del didmetro de

estos (Schilke y cols., 2000) (Figura 3).

Dentina
Intertubular

Dentina
Peritubular

20pm

Figura 3. Imagen de un corte de la dentina humana tomada con SEM, en donde se pueden
observar los tubulos dentinarios en un corte transversal. En ella se puede distinguir la dentina
peritubular e intertubular.

Los tiibulos dentinarios siguen un trayecto de S italica, exceptuando a nivel de la
raiz o al de los bordes incisales o cuspideos, donde pueden llegar a ser rectilineos
(Posada y cols., 2006). En las zonas de la dentina proximas a la pulpa se encuentra la
mayor cantidad de tabulos dentinarios por unidad de superficie de todo el diente (de
45.000 a 65.000 tubulos por mm?), mientras que en las regiones mas externas su
nimero es mucho mas inferior (de 15.000 a 20.000 tbulos por mm?2). El porcentaje de
area tubular varia entre el 22% en la proximidad de la pulpa, hasta un 1% en la dentina
mas proxima a la uniéon amelodentinaria (Posada y cols., 2006; Gémez de Ferraris y

cols., 2009).
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1.2.2 COMPOSICION QUIMICA

Tanto el esmalte como la dentina estdn compuestos de HA y materia orgénica,
pero es dificil precisar la composicién completa de estas estructuras, sobre todo de los
denominados Elementos Traza. Dentro de la HA existen sustituciones de elementos
como pueden ser: el Ca2” que puede ser sustituido por el Na*, Mg*", o el Zn" entre
otros; el PO4> remplazado por el COs>, o el OH remplazado por el F o también por el
COs”.Todas estas sustituciones pueden llevar a variar las propiedades de la HA, por
ejemplo el cristal se volverd mas susceptible a a desmineralizaciones por acidos en
regiones ricas en COs> y pobres en en Ca’"; mientras que la agregacion de F puede

aumentar la resistencia (West y Joiner, 2014; Lussi y Ganss, 2014).

Combes y cols. en 2016 claboraron una tabla bastante completa de la
proporcion estos elementos que se encuentra dentro del esmalte y la dentina en mayor y

menor proporcion, y aquello denominados Elementos traza (Tabla 1).

Tabla 1. Principales elementos e iones que se pueden encontrar en el esmalte y dentina humana
(Combes y cols., 2016).

C (Total) 11,8 1,4
Co:* 4,6 3,2
N 4,0 0,32
Ca 26,9 36,6
P 13,2 17,7
cl 0,065 0,37
K 0,024 0,070
Mg 0,74 0,29
Na 0,76 0,77
s 0,070 0,021
Al 210 55
B - 11
F 215 50
Fe 44 34
Pb 15 17
Sr 145 173
Zn 148 170
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1.2.3.1 ELEMENTOS PRINCIPALES

Entre los elementos que aparecen en mayor cantidad, encontramos el Nitrégeno
(N), el cual representa la mayor parte de la matriz orgénica de estas estructuras, ya que
forma la mayor parte de las proteinas (Gomez de Ferraries y cols., 2009; Combes y
cols., 2016).

El Calcio (Ca), por el contrario, representa la mayor parte de la matriz
inorganica. Un esmalte con gran contenido mineral contribuye a la mayor resistencia a
la compresion pero mas fragil. Un alto contenido en Ca en la saliva va a proporcionar

un ambiente protector ante la caries (Li y cols., 2014; Combes y cols., 2016).

El Carbono (C) lo encontramos tanto en la matriz organica como en la
inorganica, y en diversas formas de carbonato. La presencia de carbonatos dentro de la
HA va a tener influencias en la descomposicion de su estructura (Slésarcyk y cols.,

2005; Combes y cols., 2016).

El Fésforo (P) aparece como iones ortofosfatos asociados a los cristales de HA,

en forma de PO,>” y HPO,> (Combes y cols., 2016).

Se debe tener en cuenta la importancia de los iones de Ca y P, ya que su
deposicion en la superficie rugosa del esmalte, va a ayudar a la remineralizacion de este.
(Valencia y cols., 2013) Al disminuir el ratio Ca/P, disminuye el carbonato en
superficie y este es sustituido por inones de fluoruro los cuales mejoraran la
cristalinidad de la HA. Estos cambios son muy importante para la proteccion del diente
ante las caries (Combes y cols., 2016). Estos elementos se van a encontrar en la saliva y
por lo tanto van a jugar un papel muy importante en la desmineralizacion y

remineralizacion (Arnold y Gaengler, 2007; Li y cols., 2014).

Un ion muy importante, sobre todo en el esmalte dental es el ion OH, el cual
puede ser observado por técnicas espectroscopicas, en dentina suele aparecer una sefial
muy debil. Este suele aparecer al someter al diente e a temperaturas superiores de
200°C o bien por una hidrélisis interna entre particulas de agua y PO,>” (Combes y

cols., 2016).



1.2.3.2 ELEMENTOS MINORITARIOS Y ELEMENTOS TRAZA

. . . . .. 2+ 3.
Varios cationes y aniones se incorporan a la HA en las posiciones de Ca”", POy
Y OH’, dentro de su matriz, tanto estos elementos minoritarios, destacar Cl y Mg; como

los elementos traza:

El Cloro (Cl) puede sustituir al ion OH- en el esmalte. Es un agente

desinfectante muy utilizado en tratamientos dentales que disminuye la microdureza del

diente (Ballal y cols., 2015; Combes y cols., 2016).

El Magnesio (Mg), segiin Okazaki y cols. (1986), disminuye la cristalinidad de
la Hidroxiapatita, incrementa la incorporacion de HPO,”; también tiene papeles
importantes en las relaciones celulares; promoviendo la adhesion de la célula y

contribuye al metabolismo de tejidos finos duros.

Son casi 40 los elementos traza de los que se tiene conocimiento en esmalte y
dentina. Se han descrito desde aquellos que se encuentran en cantidades de mas de 1000
ppm (Ej. Zn, Sr, Fe, Al, B, Ba, Pb, F, etc.) hasta aquellos por debajo de 100 ppm (E;.
Ni, Li, Ag, As, Se, Nb, Hg, etc.). Encontramos desde elementos necesarios para la vida,
elementos toxicos e incluso elementos sin ninguna funcién bioldgica conocida
(Reitzneriva y cols., 2000; Kang y cols., 2004; He y cols., 2008; Combes y cols.,
2016).

Se han utilizado varios métodos analiticos para la identificacion de estos
elementos traza en diente, entre los que se incluyen la espectrometria de absorcion
atomica (Fisher y cols., 2009), la emision de rayos x inducida por protones (Lane y
cols., 1997), la vaporizacion electrotermal inducida acoplada a un espectrometro de
masas (Griinke y cols., 1996), ICP-MS Laser de ablacién (Arora y cols., 2011) o el

analisis elemental de rayos x por energia dispersa (Hueb y cols., 2010).

Ademas, el esmalte y la dentina poseen diferentes concentraciones de estos
elementos, por ejemplo, en el esmalte encontramos Mn, Se, Ni, Cu, Pb, Co, I, Sry Al de
manera mas abundante que en la dentina, mientras en esta observamos Fe y F en

mayores concentraciones. Esto nos indica que ciertos elementos traza podrian ser
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incorporados por el medioambiente durante la erupcion o depositados durante la

calcificacion (Okazaki y cols., 1986; Ghadimi y cols., 2013).

La presencia de estos elementos traza determina diferentes comportamientos
fisico-quimicos y bioldgicos de la muestra. En relacion a esta afirmacion, Schofield y
cols., 2002, observaron una alta correlacion entre la dureza del diente y su contenido de

Zinc (Zn).

El Flior (F) lo encontramos en forma de ion Fluoruro (F’) y varia mucho
dependiendo de la dieta. Durante la formacion del diente puede producir fluorosis
(Combes y cols., 2016). El F incorporado en HA reduce los ratios de disolucion por
agentes acidos. Si la HA se introduce en una solucion con concentraciones altas de F el
cristal puede absorberlo en toda su superficie y se generard un cristal de Fluorapatita o
con una composiciéon similar denominado Fluorhidroxiapatita (FHA), que también
puede generarse por medio de la formacion de otras fases de fosfato calcico, como el
fosfato octacélcico o el fosfato dihidratado dicalcico. La formaciéon de esta FHA

disminuye la solubilidad de la HA (Taube y cols., 2010; Li y cols., 2014).

La concentracion de Aluminio (Al) en el cuerpo aumenta con la edad y en gran
cantidades de desordenes esqueléticos y cerebrales. También a nivel dental lo podemos
encontrar en algunas decoloraciones del esmalte. Ghadimi y cols. (2013), encontraron
que con bajas cantidades de Al era mas probable encontrar largas grietas en el esmalte y

viceversa.

El Manganeso (Mn) es un elemento traza que podemos encontrar tanto en la
comida, como el aire o el agua. Este Mn>" puede reemplazar al Ca>" dentro de la
estructura de la HA, lo cual no provoca cambios significantes en la estructura del cristal,

aunque parece estar asociada al tamafio del cristal de apatita (Ghadimi y cols., 2013).

El Hierro (Fe) va a modificar el contenido de COs> dentro de la HA. Bajas
concentraciones de Fe pueden sustituir al carbonato tipo A dentro de la HA sintética

(Low y cols., 2010).



El Plomo (Pb) es un elemento que, aunque estando en unas proporciones
infimas dentro de la composicion del diente, ha tenido repercusion por su aparicion en
grandes concentraciones en estudios sobre dientes de nifios con retrasos mentales. E1 Pb
entra en la estructura del diente sustituyendo al Ca dentro de la HA (Lane y cols.,

1996).

Se ha relacionado en la literatura la aparicion de caries con la presencia de estos
elementos traza, encontrando que la presencia de F, Al, Fe, Se o Sr esta asociado al bajo
riesgo de caries; al contrario que el Mn, Cu y Cd, que se asocian a alto riesgo de
aparicion de caries. En la saliva podemos encontrar Na, Mg, K y Zn, que son también
los mas abundantes en el esmalte, lo que nos indica que la saliva puede influenciar la

composicion del esmalte (Ghadimi y cols., 2013).



1.2.3 STRUCTURA CRISTALINA

Hasta el dia de hoy se conocen 7 sistemas cristalinos, sus longitudes axiales y

sus angulos, que pueden dar una geometria tridimensional a una celda unitaria (Figura

4).

Figura

4.
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La HA, con su férmula quimica [Ca;o(PO4)s(OH);], presenta una estructura

cristalografica hexagonal-dipiramidal, cuyos ejes se representan en la Figura 5.

Figura 5. Disposicion tridimensional de un cristal de HA. Eje-c y ejes-a en su disposicion
espacial (http://webmineral.com 2016).

La longitud del cristal viene dada por el eje ¢ dentro de la celda unitaria
hexagonal pero es complicada de determinar con exactitud. La celda unitaria aparece
como un hexagono irregular de diferentes tamanos dependiendo de la especie. Se puede
comparar la medida de los ejes de la HA pura (eje a = 9,418A; eje ¢ = 6,879A) con la
medida de los cristales de HA del diente (eje a = 9,434A; eje ¢ = 6,879A) (Eimar y
cols., 2012).

Al poder presentar distintas composiciones quimicas, las propiedades
fisicoquimicas de los cristales y de los sustratos que los contienen se ven afectadas,
especialmente las cristalograficas y las mecanicas (Okazaki y cols., 1986). Ghadimi y
cols. (2013) observaron que con la incorporacion de elementos traza se modificaban las
propiedades cristalograficas de la HA (tabla 2). Algunos elementos expanden el cristal a
lo largo del eje a (Fe*", Fe’", Zn*" o Sr*"), mientras que otros lo hacen a expensas del
eje ¢, encogiendo el cristal (SiO44', CO5%, Mg2+, Zn*" o Ti4+). Otros elementos traza van

. c taling c 24 N2+ 3+
a incrementar la cristalinidad o su ordenacion estructural (Co”", Ni© o Cr ).
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Tabla 2. Resumen de la literatura de los efectos de los elementos traza en los parametros
cristalograficos de la HA sintética (Ghadimi y cols., 2013).

Expansion del eje-a Fe?" Fe3*, Zn?, Sr** Si0.*, cos?, Ti**
Expansion del eje-c Fe?*, Si0.*, COs%, Zn%, Fe*, | Mg*, Ti**, Co**, Ni**, Cr**
Sr#*
Cristalinidad Co?', Ni%, cr** Si0s*, COs%, Zn?*, Fe*, Ti%,
mMg*', Ce?*
Ordenacién a lo largo del Co?, Ni%*, Cr** Si0.*, C0s%, Zn%*, Fe*', Ti*,
eje-c Mg, ce®*

La estructura cristalina del diente no se encuentra completa en el momento de la
erupcion. En su maduracion juega un papel importante la saliva, la cual proporcionara
todos aquellos minerales necesarios para conseguir un esmalte duro y poco permeable,

ademas de ser rica en iones Ca y P (Valencia y cols., 2013).

Las proteinas presentes en el esmalte pueden ser de gran interés a la hora de
inhibir el crecimiento de los cristales de HA, lo que explicaria el porque a mayor
concentracion de materia organica depositada en los cristales, se produzca una

disminucioén de los ejes a y ejes ¢, haciéndolos més pequefios (Eimar y cols., 2012).

También juega un papel llamativo en la estructura cristalina el ion OH". Pasteris
y cols. (2004), mediante métodos de espectrometria, relaciona la disminucién de este
ion dentro de la HA estequiométrica con un incremento en la tension de los cristales y

en su tamano.

En cuanto a la remineralizacion, se debe tener en cuenta que los prismas que se
reparan no lo hacen con su estructura original, al aumentar la cantidad de mineral por el
crecimiento de estos o su precipitacion en el interior de los defectos (Valencia y cols.,

2013). La presencia de Mg™ en las apatitas inhibe este proceso de remineralizacion
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pero ademads disminuye la dimension del eje a (Okazaki y cols., 1986). Por otro lado el

F ayuda a este proceso de remineralizacion (Lussi y Ganns, 2014).

Eimar y cols. (2011), observan una relacion entre la estructura cristalografica del
esmalte y sus propiedades Opticas. Existe una correlacion entre el tamafio del cristal de
HA del esmalte y la luminosidad o el tono del diente. También se ve influenciado el
tono debido a los cambios de orientacion del cristal (eje ¢ y eje a). Por lo que parece, la
matriz inorganica afecta a las propiedades Opticas del esmalte pero no la matriz

organica.

1.2 SUSTRATOS ANIMALES

La eleccion de la especie bovina es aceptada, generalmente, por la gran mayoria
de autores. Esta especie posee 20 dientes de leche y 32 dientes permanentes, al igual
que la especie ovina. En el maxilar no poseen dientes en la zona anterior, es en la zona
posterior donde se encuentran las piezas dentarias, 6 premolares y 6 molares. En la
mandibula se observan 8 dientes en el sector anterior y en el sector posterior 6

premolares y 6 molares (Fonseca y cols., 2008).

Durante el proceso de formacion dental de la especie bovina, el desarrollo del
esmalte y la dentina es mucho mas rapido que en el humano. Por ello, el esmalte bovino
estd compuesto por cristales de HA de mayor tamafio y presenta defectos en su
estructura. Todo esto parece contribuir a una tension superficial menor con respecto al

humano (Oesterle y cols., 1998).

El diente bovino ha sido clasicamente el mas utilizado como sustituto del diente
humano para estudios dentales debido a la facilidad de su obtenciéon en grandes
cantidades y en buenas condiciones. Sin embargo, su composicion quimica y su
estructura no son idénticas al diente humano. Su superficie plana y de mayor extension
que la humana facilita su manipulaciéon (Yassen y cols., 2011). Ademas, se ha
demostrado que el grabado acido en esmalte bovino provoca la formacién de una
superficie rugosa y los cristales de HA tienen una forma oval y estrecha, en

contraposicion con la forma redonda observada en el esmalte humano (Nakamichi y
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cols., 1983). Schilke y cols., (2000), no observan diferencias significativas en ni en el
numero ni en el didmetro de los tibulos dentinarios entre ambas especies. Aln asi, en la
literatura no estd claro que los dientes bovinos puedan ser sustitutos de los dientes

humanos (Soares y cols., 2016).

La eleccion de la especia porcina vino marcada por sus similitudes anatomicas y
fisioldgicas con los dientes humanos, asi como por las ventajas economicas y los
motivos éticos. Existen incluso enfermedades presentes en los humanos que desarrollan
procesos similares en esta especie. El tamafo de sus dientes deciduos también es muy
similar al de los humanos (Lopes y cols., 2006). Por el contrario, en la denticion
permanente, los dientes porcinos son de mayor tamafo que los humanos, con una raiz
que puede hasta triplicar el tamafio de su corona. Se han empleado para estudiar los
mecanismos moleculares involucrados en el crecimiento y la maduracion de los tejidos

duros dentales (Wang y cols., 2007).

En la dentadura porcina se observa un crecimiento permanente en sus caninos
(colmillos). Los molares estan recubiertos de tuberosidades de esmalte bien

diferenciadas, ideales para la trituracion de los alimentos (Konig y cols., 2008).

Aunque estructuralmente existan algunas diferencias entre este esmalte y el
humano, como la orientacién y organizacion de sus varillas del esmalte o del esmalte
interprismatico, estan formados por las mismas estructuras. La dentina porcina también

es similar a la humana (Popowics y cols; 2004).

Los dientes ovinos aunque no destacan por su uso en estudios de ambito dental,
si podria ser un sustrato de eleccion. Se han realizado estudios aislados en raices de
dientes (Andreasen y cols., 2006); se han realizado estudios de filtracion, presentando
mayor filtracion que los humanos (Roux y cols., 2002). O'Brian y cols. (2014)
observaron que el esmalte no solamente encierra a la dentina sino que también penetra
en la dentina formando paredes internas de esmalte separadas por finas capas de
cemento, lo que dificulta su perfecta distincion, haciendo necesario el uso de
microscopios Opticos a la hora de separar las muestras. La dureza y moédulo de
elasticidad de la dentina es muy similar al de la dentina humana (O'Brian y cols.,

2014).
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El uso de cada una de las alternativas al diente humano que se escogieron para
este estudio estan basados en todos aquellos estudios revisados. También en base a que
los esmaltes tiene una base de HA comun, y todas estas especies de mamiferos tienen la

capa de dentina bajo el esmalte. Asi estas alternativas fueron:

1.3 TECNICAS ANALITICAS

Desde finales de los afios 20 e inicios de los afios 30 del siglo pasado se comenzo a
trabajar mediante diversas técnicas de rayos x sobre el esmalte y la dentina. En 1939
Gruner y cols. hablaban ya de composicién quimica y estructura cristalina de estas

estructuras.

Una de las técnicas es la Difraccién por rayos-x (XRD), usada para determinar las
dimensiones cristalograficas de los cristales de la HA, se obtienen asi las longitudes de
los ejes c y ejes a de los cristales que forman la HA (Mahoney y cols., 2004; Tiznado-
Orozco y cols., 2009; Taube y cols., 2010; Eimar y cols., 2011; Eimar y cols., 2012;
Ghadimi y cols., 2013).

La emision de rayos-x inducida por particulas (PIXE), es una de las técnicas que
nos permiten identificar los diferentes elementos que componen la muestra a estudiar,

conociendo también su proporcion (Lane y cols., 1996).

La espectrometria de fluorescencia de rayos-x de dispersion de longitud de
onda (XRF), ha sido utilizada en diversos estudios dentales ya que es una técnica que
revela los distintos elementos que componen los materiales (Baranowska y cols., 2004;

Christensen y cols., 2012; Oliveira y cols., 2012).

Otra técnica para hallar los elementos que componen los sustratos es el Analisis
elemental de Carbono y Nitrogeno (C/N), que complementa técnicas como la XRF
que emiten menos radiacion, aunque hay muy poco escrito sobre esta técnica en los

dientes (Polo-Silva, 2012).



La Espectroscopia de energia dispersa de rayos-x (EDS), se utilizada para la
deteccion de la estructura atomica de las sustancias por medio de una excitacion de
rayos-x (Mahoney y cols., 2004; Arnold y Gaengler, 2007; Tiznado-Orozco y cols.,
2009).

La Espectrometria de infrarrojos transformada de Fourier (FTIR), ha sido
usada por varios investigadores sobre modelos de HA en los tltimos afios, con el fin de
hallar todos aquellos cambios que se producen sobre la estructura estequiométrica de la
HA y su composicion quimica (Tiznado-Orozco y cols., 2009; Taube y cols., 2010;
Eimar y cols., 2011; Eimar y cols., 2012; Ghadimi y cols., 2013; Combes y cols.,
2016).

La Espectroscopia de fotoelectrones de rayos-x (XPS), se utiliza como
complemento de FTIR en alglin estudio, para encontrar elementos en la superficie de las

muestras (Taube y cols., 2010).

Encontramos también experimentos realizados con Espectrofotometria, ya que
parece una técnica precisa y bastante reproducible. Se utiliza para determinar el tono de

color del esmalte o la dentina (Ghadimi y cols., 2013).

El Plasma de acoplamiento inductivo junto a un espectrofotémetro de emision
optico (ICP-OES), se usa para hallar la concentracion de los elementos traza en las

muestras (Ghadimi y cols., 2013).

La Microscopia electréonica de transmision (TEM), para comprobar, a altas
magnificaciones, la ordenacion de los atomos dentro de las muestras y observar las
longitudes de los ejes ¢ y ejes a que conforman los cristales de HA (Tiznado-Orozco y

cols., 2009; Eimar y cols., 2102).

Microscopia electronica de barrido (SEM), con la cual se pueden obtener
imagenes nitidas de la microestructura de los dientes (Schilke y cols., 2000; Clemente-

Presas, 2002; Mahoney y cols., 2004; Arnold y Gaengler., 2007; He y Swain, 2008).



El analisis termogravimétrico (TGA), en ocasiones acoplado a espectrometria de
masas (TG-MS), es una técnica usada para la descomposicion térmica de las muestras,
permite hallar la fraccion pesada de la HA, el colageno y el agua (Tiznado-Orozco y

cols., 2009; Deymier-Black y cols., 2012).

Otro método de descomposicion térmica es la Calorimetria diferencial de
barrido (DSC), que permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una
sustancia al ser mantenida a temperatura constante, o cuando es calentada o enfriada en
un rango de temperatura. Permite determinar la temperatura de transicion vitrea entre

muchas otras propiedades (Surifiach y cols., 1992; Reyes-Gasga, 2008).

Los estudios de dureza del diente también son muy habituales en la bibliografia,
existiendo gran variedad de resultados al comparar tanto dientes (densidades,
componentes, elementos traza, grado de cristalinidad o porosidad) como estudios entre
si (muestreo, conservacion de las piezas o parametros mecdnicos) (Eimar y cols.,

2012).

También son muy habituales los estudios de adhesién sobre esmalte y dentina,
siendo de gran interés para los procesos restauradores y tratamientos ortodoncicos

(Atash y cols., 2005; Dutra-Correa y cols., 2007).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVO

2.1 HIPOTESIS

El diente bovino es el mas apropiado para sustituir al diente humano en los estudios

experimentales in vitro.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Conocer cudl es el diente animal (bovino, ovino y porcino) mas parecido al humano

en base a la composicion y la estructura cristalina de su esmalte y su dentina.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1. Estudiar la composicion que presentan el esmalte y dentina de
humano, bovino, ovino y porcino mediante Andlisis Elemental (C/N),
Termogravimetria unida a Espectrometria de Masas (TG-MS) y Espectrometria

de Fluorescencia de Rayos X por dispersion de longitud de onda (XRF).

Objetivo 2. Estudiar la nanoestructura cristalina que presentan el esmalte y
dentina de humano, bovino, ovino y porcino mediante Difracciéon de Rayos X
(XRD), Espectrometria infrarroja transformada de Fourier (FTIR) y Calorimetria

diferencial de barrido (DSC).

Objetivo 3. Determinar cuales son los sustratos mas apropiados para sustituir al
esmalte y dentina humanos en los estudios experimentales in vitro, aplicando un

método de toma de decisiones multicriterio (MCDM).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 GRUPOS EXPERIMENTALES. DIENTES Y OBTENCION DE
MUESTRAS.

Los substratos dentales estudiados, grupos experimentales, fueron esmalte
bovino (EB), dentina bovina (DB), esmalte ovino (EO), dentina ovina (DO), esmalte
porcino (EP), dentina porcina (DP), esmalte humano (EH) y dentina humana (DH). El
polvo de hidroxiapatita (HA, Reference #04238, Sigma—Aldrich, St. Louis, MO,

EEUU) fue analizada como un sustrato de control.

Para este estudio se utilizaron 400 incisivos y molares recién extraidos y libres
de roturas de esmalte, caries y obturaciones: 100 humanos, 100 bovinos, 100 ovinos y
100 porcinos. Tras la extraccion, los dientes fueron lavados con abundante agua
destilada para eliminar cualquier traza de sangre y restos organicos y almacenados en
agua destilada, que fue cambiada diariamente para evitar el deterioro. En ninglin caso

un diente permanecié almacenado mas de un mes después de su extraccion.

Los dientes humanos fueron extraidos por razones terapéuticas en la Clinica
Odontologica de la Universidad de Murcia. Los dientes animales se obtuvieron a partir

de animales sacrificados en el matadero industrial El Cabezo de la Plata, Murcia.

Los dientes fueron seccionados, separando el esmalte y la dentina mediante una
fresa de diamante (Horico, Berlin, Alemania) bajo abundante irrigacion acuosa. Para
asegurar la correcta clasificacion de los fragmentos, se observaron con un
estereomicroscopio (NIKON SMZ-U, Yokohama, Japon). Las secciones de dientes
fueron trituradas a mano con un mortero de agata y las particulas méas grandes de 100
pm fueron molidas con un molino de disco (HSM 100H, Herzog, Maschinen- fabrik,
Osnabrick, Alemania). Durante la molienda, cada muestra se refriger6 afiadiendo 2 mL
de hexano (n-hexano 95%, Panreac, Barcelona, Spain), con el fin de evitar cambios

estructurales.
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Las muestras fueron calentadas a 60 °C durante 24 horas en un horno (UFP 500,
Memmert, Nuremberg, Alemania) para poder eliminar parte de su humedad. El polvo
obtenido de cada uno de los sustratos fue distribuido entre las diferentes técnicas

analiticas.

3.2. TECNICAS DE ANALISIS COMPOSICIONAL

3.2.1. Analisis elemental (C/N)

Este andlisis fue realizado con un analizador elemental automatico LECO
TRUSPEC CN (LECO, St. Joseph, MI, EEUU) (Figura 6). Por cada grupo experimental
se utilizaron dos muestras de 0.1g pre-encapsuladas y pesadas en el instrumento
cargador. Posteriormente se colocaron en la cdmara de purga del instrumento,
directamente en el horno. Todos los gases atmosféricos fueron eliminados durante el
proceso de transferencia. Se utilizé un sensor infrarrojo no dispersivo para detectar el
CO,, optimizado para disminuir el tiempo de analisis. Los gases NOy fueron trasferidos
a través de un tubo de reduccion relleno de cobre para producir N, el cual fue detectado

usando un sensor de conductividad térmica.

Figura 6. Analizador elemental LECO TRUSPEC CN.
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Con el fin de diferenciar la fraccién orgénica y la inorgénica del carbono, se
realiz6 un ataque acido gota a gota con HCI sobre una muestra de cada grupo, hasta que
se completd la descomposicion de los carbonatos. Posteriormente, las muestras fueron
calentadas durante 24 horas a 110 °C para eliminar el H,O. Para determinar el carbono

y nitrégeno total, las muestras no fueron pre-tratadas con ningtin acido.

3.2.2. Termogravimetria — Espectrometria de masas (TG-MS)

Por cada grupo experimental se utilizaron 10 mg que fueron calentados en un
analizador  termogravimétrico (modelo TGA/DSC 1 HT, Mettler-Toledo,
Schwerzenbach, Suiza) (Figura 7a). Las muestras fueron introducidas en crisoles de
6xido de aluminio de 70 pL de capacidad y calentadas en un rango de 10 °C a 1100 °C,
en una atmoésfera de oxigeno (50 mL/min) que favorece la descomposicion de la

muestra, obteniéndose los termogramas correspondientes.

M“ ’!li*-'”ﬁ *q.n :

Mo

Figura 7. a) Analizador termogravimétrico modelo TGA/DSC 1 HT, Mettler-Toledo. b)
Espectrometro de masas Balzers Thermo-Star modelo QMS 300M3.

Se realizd6 un andlisis matematico detallado de la descomposicion térmica de
cada muestra para conseguir las curvas termogravimétricas (Figura 8). El rango
completo de temperatura se distribuy6 en tres sigmoides cuyos escalones muestran la
pérdida de los gases eliminados durante cada intervalo (Figura 8a). La derivada de la
curva termogravimétrica (DTG) se utilizé para establecer los limites intermedios entre

cada una de las descomposiciones (Figura 8b).
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Figura 8. TG-EM. Resultado para la dentina humana: (a) curva TG. (b) curva DTG. Se
muestran tres tipos de componentes de la dentina humana secuencialmente. La primera pérdida
de masa se produce a temperaturas hasta 200 °C y corresponde a la mayoria de componentes
volatiles (agua); de 200 °C a 560 °C se produce la combustion de la fraccion orgénica para
producir el CO,, H,O y NOx; por encima de los 570 °C existe una pérdida gradual de los gases
unidos a materia inorgdnica (CO,). La fraccion residual corresponde al fosfato de calcio.

Para el estudio de los gases desprendidos durante la combustion, al analizador
termogravimétrico se le acoplé un espectrometro de masas (Balzers Thermo-Star
modelo QMS 300M3, Liechtenstein) (Figura 7b). La relacion m/z para las especies
analizadas fue: H,O (m/z = 18), HCI (m/z = 36), CO, (m/z = 44) y SO, (m/z = 64). El
tiempo de medida para cada ion fueron 10 s y el voltaje del catodo en la fuente de iones
fue de 65 V. Este analisis identificd los gases expulsados describiendo un perfil en el

tiempo, proporcionando informacion sobre el mecanismo de descomposicion (Figura 9).
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Figura 9. TG-MS. Curvas espectrométricas relativas a las masas elegidas para el analisis de los
gases desprendidos en la termobalanza. El resultado mostrado corresponde a la dentina humana.
Las cuatro lineas mostradas pertenecen al agua (H,0O), didxido de carbono (CO,), cloruro de
hidréogeno (HCI) y diéxido de azufre (SO,). En la linea de H,O, se aprecia una inflexion inicial
relativa al agua libre, ademas de un pico de descomposicion de CO, y H,O, correspondiente a
la combustion de la materia organica. En la linea de CO,, se observa la diferencia entre el
carbono orgénico e inorganico. Ambas descomposiciones en dos rangos térmicos diferentes. En
la muestra de HA se obtuvo un solo pico. En la linea de SO,, ambos picos estan asociados a las
proteinas, siendo mas intensos en las dentinas que en los esmaltes. En la HA no aparece azufre.
La linea de HCl aparece horizontal, lo que indica la ausencia de Cl unido a la materia organica.

3.2.3. Espectrometria de fluorescencia de rayos X por dispersion de longitud de

onda (XRF)

Para realizar esta técnica se tomaron 5 g de polvo de cada sustrato para
conformar un disco de 40 mm de didmetro, usando una prensa hidraulica
semiautomatica (Nannetti Mignon-SS, Faenza, Italia), sin necesidad de utilizar ningun

aditivo consolidante.

La muestra fue optimizada a 5 g en base a un estudio previo sobre un patrén de
hidroxiapatita (Referencia #04238, Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, EEUU). Las

muestras fueron analizadas usando un espectrometro (Bruker S4 Pioneer, Karlsruhe,



Alemania) (Figura 10) equipado con un tubo de rayos X de anticatodo de Rh (20— 60
kV, 5-150 mA, y 4 kW méximo), cinco cristales analizadores (LiF200, LiF220, Ge,
PET, and XS-55), un contador proporcional sellado para la detecciéon de elementos
ligeros, y un contador de centelleo para los elementos pesados. Este espectrometro de
fluorescencia de rayos X por dispersion de longitud de onda trabaja de manera
secuencial, adaptando una configuracion Optica diferente para cada linea espectral. La
resolucion de energia y eficiencia para cada linea analitica se determinaron por la
apertura del colimador y el cristal analizador correspondiente. El anélisis se realizé en
vacio para evitar pérdida de sefial por la absorcion del aire, permitiendo la deteccion de
elementos de bajo numero atomico (Z). El espectro recogido fue evaluado por el
método de pardmetros fundamentales, usando la aplicacion SpectraPLUS asociada al
espectrometro (en concreto EVA 1.7, un paquete comercial de Bruker-AXS y Socabim,
Bruker AXS GmbH, Karlsruhe, Alemania, 2006). Se utiliz6 un método sin patrones
debido a la falta de materiales de referencia adecuados con concentraciones elementales
en el mismo rango que los materiales inorgénicos analizados en este estudio. El uso de
procedimientos semicuantitativos en el método de pardmetros fundamentales ha sido
descrito por Rousseau y cols., 2001. Los analitos fueron evaluados en forma de 6xidos,

como es habitual en muestras minerales.

Figura 10. Espectrometro Bruker S4 Pioneer.

Las relaciones estequiométricas Ca/P se calcularon usando la siguiente férmula,
teniendo en cuenta sus respectivas masas: Ca (mol)/P (mol) = [Ca (%p/p)/40.08

(g/mol)]/[P (%p/p)/ 30.97 (g/mol)].
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3.3. TECNICAS DE ANALISIS ESTRUCTURAL

3.3.1. Difraccion de rayos X (XRD)

lg de polvo de cada sustrato se introdujo en un difractdometro de rayos X (DS
Advance en modo 6-6, Bruker, Karlsruhe, Alemania) (Figura 11), con radiacion CuKa,
40 kV, 30 mA, y un detector 1-dimensional super rapido LynxEye con una ventana de
3.5° La optica primaria consistio en una rendija Soller de 2°, una rendija de incidencia
de 1 mm y una pantalla antidispersiva para reducir la dispersion del aire, que influye
sobre el fondo del difractograma a dngulos mas bajos. La Optica secundaria incluyd una

rendija antidispersion de 8 mm, un filtro de niquel y una rendija Soller de 2.5°.

Figura 11. Difractometro de rayos X D8 Advance en modo 6-6, Bruker.

Las muestras se pasaron en un rango de 10 a 70° en 26, a intervalos de 0.02°, 1.5
s/etapa y sin rotacion, para evitar pérdidas de muestra por efecto de la fuerza centrifuga.
Los especimenes se montaron en portamuestras de retrocarga, para reducir el efecto de

orientacion preferencial de los cristales.
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Los patrones de difraccion fueron evaluados con el software TOPAS (TOPAS 4.2,
2009) en modo de edicidon directa y con rutinas locales. Se analiz6 un patréon de
corindon (o-Al,Os, NIST 676) a temperatura ambiente para obtener la funcion de
resolucion instrumental del difractometro. Esta contribucion se eliminé de la anchura de
pico instrumental para obtener un analisis microestructural mas preciso. Se usé la
aproximacion de Double-Voigt (Balzar y cols., 1999) para realizar un analisis
microestructural de la anchura del pico. Segun este método, hasta 4 funciones se
podrian ajustar en el mayor de los casos: las funciones lorentziana y gaussiana para el
efecto del tamano del cristalito (Brs y Bes), ¥ las funciones lorentziana y gaussiana para
la distorsion o efecto de la microdeformacion (frp y Bop). Debido a la naturaleza de las
muestras se descartd el ensanchamiento del pico por efecto de la microdeformacion.
Una vez que frs ¥ Bos se ajustaron a los picos, se calcularon los tamafios del cristalito a
partir de la anchura integral f; (Stokes y Wilson., 1942), seglin la siguiente férmula,

que proviene de la ecuacioén de Scherrer (Scherrer, 1918):

_ A
" &£-cos6

Bi

donde A es la longitud de onda, ¢ es el tamafio del cristalito y 6 es el angulo de Bragg.
Esta expresion es valida para un pico individual porque da exactamente la altura de la
columna difractante promediada en volumen (L,,) en una direccion cristalografica (este
término se conoce cominmente como el tamafio del cristalito). Cuando esta expresion
se aplica a todo el difractograma, se asume que la forma del cristalito es préxima a una
esfera ideal de tal forma que el tamafio resultante del cristalito en todas las direcciones
cristalograficas es casi el mismo. En particular, los especimenes analizados presentaron
un ensanchamiento del pico marcadamente anisotropico, lo que significa que las
anchuras de pico dependian de la direccion cristalografica. Este fenomeno ha sido
discutido ampliamente por diferentes autores (Hanlie y cols., 2006; Simmons y cols.,
2011; Leventouri y cols., 2009), quienes sugirieron estimar el tamafio del cristalito a lo
largo de los ejes-c y ejes-a del carbonato apatito, usando los picos de Bragg 002 y 310,

debido a que no solapan con otros picos.
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En este caso, el ensanchamiento anisotropico del pico se corrigié con la
descripcion generalizada de los armonicos esféricos (GAE). Esta aproximacion se
emplea generalmente para corregir el efecto de orientacion preferencial en andlisis de
datos de difraccion de polvo (Jéirvinen y cols., 1993, Bunge y cols., 2013). En
particular, el ensanchamiento anisotropico del pico se modeliz6 en el presente estudio
con una descripcion GAE de octavo orden mediante el refinamiento de 6 armonicos

esféricos independientes (Cj).

Como ejemplo, la Figura 12 muestra la buena concordancia entre los perfiles de
difraccion calculados para el esmalte porcino y la dentina ovina. Para este modelo, los
tamafios de los cristales en el eje-c y el eje-a del ACE fueron estimados con precision
usando los picos de Bagg 002 y 030. La precision estd basada en el uso de una funcion
matematica bien establecida (curvas de Lorentzian y Gaussian) que reproduce la forma
de los picos. Por lo tanto, el problema del solapamiento se soluciona y en €l se puede
estudiar el difractograma completo en vez de hacerlo usando picos individuales. Los dos
procedimientos siguientes se usaron para perfeccionar el difractograma observado sin

ningun riesgo.
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Figura 12. Medida de los patrones XRD (linea azul), patrones calculados (linea roja) y la
diferencia entre ambos (linea negra en la parte inferior). Los indices de Miller de los picos de
Bragg citados en este estudio aparecen en la grafica superior. a) Esmalte porcino (EP) y b)
dentina ovina (DO).

Procedimiento de descomposicion total del diagrama de difraccion de polvo
(WPPD)

Se realiz6 un primer ajuste del difractograma con el llamado procedimiento WPPD,
con motivo de perfeccionar los pardmetros y el error cero instrumental, por el método
Pawley (Pawley, 1981). El procedimiento WPPD no limita la intensidad de todas las
refracciones cuando se introduce una estructura no cristalina. La intensidad de cualquier
reflexion es ajustada para observarla, consiguiendo mejores ajustes (menor Rwp

representa mayor ajuste) que el procedimiento convencional de Rietveld, donde se usan
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estructuras cristalinas. Como consecuencia, la anchura del pico puede calcularse bien y
de igual forma el tamafio del cristal. Sin embargo, con este procedimiento es imposible
diferenciar entre la intensidad dispersa por el material cristalino y el no cristalino a
menos que haya una estandarizacion. En este estudio, el fondo fue definido por el tercer

orden del polinomio de Chebychev.

La tabla 7 muestra los parametros de a y ¢, junto con el factor Rwp de acuerdo al
procedimiento convencional de Rietveld, entre los difractogramas calculados y
experimentales. Se puede observar que el tamafio del cristal era siempre mayor para los
esmaltes que para las correspondientes dentinas, siendo los especimenes humanos los

que poseian los tamafios mayores de cristalitos.

El indice de cristalinidad (IC) fue calculado, segin Person y col., 1995; intentando
relacionar sus valores con el tamaiio de los cristalitos. IC se definié como el cociente de
las intensidades de los picos integrados, considerando el fondo como una linea recta de

30a35°(20):

Li12 + Loz + 202

CI Person =
1211

donde /;;; denota la intensidad integrada (area) de la correspondiente reflexion Akl . La

Tabla 7 resume el IC estimado par a las muestras.

Procedimiento de Rietveld

Ademas, se utiliza el ajuste convencional de Rietveld (Rietveld, 1969) usando la
estructura cristalina de la apatita de carbonato (Fleet y cols., 2011), la cual ha sido
demostrado que es la fase mas abundante en el diente humano (Taube y cols., 2010).
Ambos factores, tanto la posicion atomica, como la temperatura, son fijados a través de
este ajuste. Este procedimiento limita las intensidades de reflexion en unos limites
estrechos de la estructura cristalina elegida. En una muestra en polvo orientada al azar

ideal, no existe un efecto de orientacion preferida (OP). Desafortunadamente, esta
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situacién Optima no ocurre geométricamente en reflexion, siempre aparece algun grado
de de orientacion en los cristalitos. El efecto de OP es mayor cuando los cristalitos se
alejan de la forma esférica, cambiando la intensidad relativa de los picos en la estructura

cristalina tomada.

En este caso, los cristalitos de apatita carbonatada no son esféricos, asi que pueden
ser estudiados de los tamafios estimados de los cristalitos en direcciones <010> 'y
<001>. Como resultado, es necesario aplicar alguna correccion al efecto de OP para
conseguir un buen ajuste. El modelo de March-Dollase (March y Krist, 1932; Dollase,
1986), capaz de usar dos direcciones cristalograficas, se aplico para las direcciones
<010> y <001>. El indice de March-Dollase de unidad significa que no hay presente
OP. Un valor inferior a 1 en este indice indica habito cristalino laminar, mientras que si
es superior a 1 indica habito cristalino acicular para una direccion cristalina especifica
<uvw>. El fondo fue definido por el veinteavo orden del polinomio de Chebychev. Los

tamafios de los cristalitos fueron calculados mediante el procedimiento WPPD.

El IC fue hallado por el ratio de intensidad entre el area difractada debajo de la fase

del ACE (Icap) y el area difractada debajo del fondo (Iyk,), de acuerdo a la férmula:

I
CI Rietveld = —<2 . 100

Ipkg + Icap

Con forme el CI decrece, la contribucion de los picos amplios para la intensidad de

difraccion es mayor y por otro lado la masa a dichos picos también incrementa.

3.3.2. Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Para realizar esta técnica se usaron 100 mg por cada uno de los sustratos. El
espectro total de reflectancia atenuada de espectrometria infrarroja transformada de
Fourier (TAR-FTIR) fue recogido mediante un espectrometro Nicolet 5700 (Thermo
Company, EEUU) (Figura 13) usando un accesorio TAR de un solo rebote (Smart
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Orbit) con un elemento de reflexiéon interna de diamante a temperatura ambiente
(25 °C). Este espectro fue estudiado en un rango de 1800 — 500 cm™ mediante el uso de
un software de barrido rapido OMNIC 8.0 con 40 barridos y una resolucion de 4 cm ™,

aunque el espectro completo es de 4000 — 400 cm ™' (infrarrojo medio).

Figura 13. Espectrofotometro Thermo Nicolet 5700.

Se examinaron dos regiones del espectro, la primera en el rango 1800700 cm ™,
en el que se pudo determinar exhaustivamente el contenido organico e inorganico de la
muestra. El contenido orgéanico del esmalte se represent6 a través de la Amida I (~ 1635
cm™) y el carbonato contenido en la matriz mineral del esmalte se obtuvo a través de
v,PO; el tipo A (~ 878 cm™) y el tipo B (~ 872 cm™) de acuerdo al estudio de Eimar y
cols., 2012. El resultado fue normalizado a la absorbancia de la frecuencia vsPO4 en

1015 cm™ (Figura 14).
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Figura 14. Representacion del TAR-FTIR comprendido entre las longitudes de onda 1800-700
cm™ de las muestras de esmalte y dentina ovina. En ella se resaltan los picos més significativos
para diferenciar el contenido organico e inorganico de la muestra. Destacan los picos a ~1635
cm™ para la Amida I que corresponde a proteinas, ~1015 cm™ para vsPO, que corresponde a
HA pobremente cristalizada,, ~878 cm™' para v,PO,, que corresponde al carbonato apatita tipo
A,y ~872 cm’ también para v,POy, que corresponde al carbonato apatita tipo B.

La segunda parte de este estudio se llevo a cabo en el rango de 750500 cm '
(Figura 15), para distinguir lo referente a la estructura cristalina siguiendo los pasos
dados por Reyes-Gasga, por el método de Weiner y Bar-Yosef (Reyes-Gasga y cols.,
2013), consistente en un cociente para hallar el indice de cristalinidad (ICprr), a través
de las alturas de los picos 605 cem™, 565 cm™! y 595 cm’, siendo la sefial de 595 cm™ el

pico medio entre las otras dos sefales, por medio de la formula:

ICIRTF = (A565 + A605) / A595

donde Ax es la absorbancia dada en longitud de onda. De esta forma, si el tamafio del
cristal aumenta, Ases Yy Agos también aumentan, mientras que si Asos disminuye, ICrrr

también aumentara.
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Figura 15. Representacion del TAR-FTIR comprendido entre las longitudes de onda 750-500
cm™ de todas las muestras de esmalte y dentina. En ella se resaltan los picos mas significativos
para hallar la estructura cristalina de acuerdo al método de Weiner y Bar-Yosef .

3.3.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Hemos usado la calorimetria diferencial de barrido en ambiente oxidante e
inerte. En atmoésfera oxidante, entre los 25 °C y los 230°C, se producen dos procesos
endotérmicos (pérdida de agua y desnaturalizacion de proteinas). A partir de 230 °C se
produce un proceso exotérmico, con la combustion de la fraccion organica en 2 etapas.
En atmosfera inerte, entre -140 °C y -10 °C, existe una zona de transicion vitrea, y un
proceso endotérmico entre los -10°C y los 290 °C, de pérdida de agua y

desnaturalizacion de proteinas.

10 mg de casa sustrato se introdujeron en el calorimetro de barrido diferencial

DSC 822e (Mettler-Toledo, Alemania) (Figura 16).
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Figura 16. Calorimetro de barrido diferencial DSC 822e Mettler-Toledo.

3.4. Toma de Decisiones Multicriterio (MCDM)

Para decidir cudl va a ser el sustituto mas fiable del diente humano en base a los
resultados obtenidos con las diferentes técnicas utilizadas, recurrimos a metodologias de

toma de decisiones multicriterio (MCDM).

La toma de decisiones es un proceso de seleccion entre cursos alternativos de
accion, basado en un conjunto de criterios, para alcanzar uno o mas objetivos (Garcia

Cascales, 2009).

Los problemas de toma de decision se estructuran de la siguiente forma (Figura

17):

- Definicion del problema: es el primer paso para la toma de decisiones; si no

se define un problema, no habré ni objetivo definido ni una solucion veraz.
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- Identificacion de alternativas: es la deteccion de la cantidad de opciones que
tiene el decisor para efectuar la decision.

- Determinacion de criterios: corresponde a las caracteristicas mas relevantes
que los decisores han considerado para luego evaluar, en funcion de ellos,

qué alternativa resulta mas conveniente.

Estructuracion del problema de decision

Definicion del " Identificacién | Determinacion
problema de alternativas de criterios

Analisis del problemas de decision

Eleccion de una Evaluacion de
opcion - alternativas

Implementacion Evaluacion de
de la decisién | ™™ resultados

Figura 17. Representacion de las fases de un proceso de decision multicriterio.

Para nuestro estudio recurrimos a la metodologia AHP (Proceso Analitico

Jerarquico), para obtener el peso o coeficiente de importancia de los criterios, y el

método RIM (M¢étodo de Referencia Ideal) que permite llevar a cabo un proceso de

comparacion de alternativas en base a una alternativa ideal. La extraccion del

conocimiento se llevd a cabo a través de un cuestionario enfocado a expertos para

obtener el pesos de los criterios.
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3.4.1. Proceso Analitico Jerarquico (AHP).

El AHP es un modelo de MCDM robusto y flexible utilizado para tratar
problemas de decision complejos (Saaty TL, 1980). E1 AHP intenta estimar el impacto

de cada una de las alternativas sobre el objetivo de la jerarquia total.

Los pasos a seguir en el método AHP son los siguientes:

* Paso 1: estructurar el problema como una jerarquia.
El primer paso del método AHP consiste en modelar el problema de decision que se
pretende resolver como una jerarquia.

La jerarquia adopta la siguiente forma (Figura 18):

Meta / Objetivo
Criterio 1 Criterio 2 criterio 3 Criterion
— ™ T . al
Alternativa 1 Alternativa 2 Alternativa3 .... Alternativan

Figura 18. Interrelacion entre criterios y alternativas en el proceso de AHP.

En el vértice superior de la jerarquia se sitlia la meta u objetivo que se pretende
alcanzar. El problema de decision consiste en elegir la alternativa que mejor

contribuye a la consecucion de la meta del nivel superior de la jerarquia.

En el siguiente nivel, en orden descendente desde la meta, se sitlian los criterios.
Estos criterios corresponden a aspectos tales como atributos, objetivos o parametros
que constituyen los ejes fundamentales a partir de los cuales el decisor justifica,

transforma y argumenta sus preferencias. La seleccién adecuada de los criterios
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constituye una etapa fundamental en cualquier proceso de toma de decision, ya que
un planteamiento inadecuado de los mismos puede llevar a resultados poco
satisfactorios o incluso a invalidar todo el proceso: se deben definir los criterios que

son importantes en el problema.

Finalmente, en el Gltimo nivel de la jerarquia, se situan las alternativas, que son
el conjunto de posibles opciones definidas sobre las que la unidad decisora realiza
una decision. El AHP pretende ser una herramienta de ayuda al decisor en el
proceso de eleccion de la alternativa que mejor contribuye a alcanzar la meta del

problema planteado.

Paso 2 — Establecimiento de las prioridades entre los criterios.

El objetivo de este paso es construir un vector de prioridades o pesos que evalue
la importancia relativa que la unidad decisora otorga a cada criterio. El problema
clave que se plantea en este punto es responder a como se puede asignar un valor
numérico a cada criterio que represente, del modo mas ajustado posible, la

preferencia del decisor de un criterio frente a otro.

El decisor solo tiene que realizar una valoracion sobre la importancia del criterio
verbalizada en términos cualitativos y después acudir a una escala, que previamente
ha sido establecida, para obtener los valores numéricos que se corresponden con su
valoracion. Por tanto, como paso previo a la resolucion del problema de asignacion
de pesos, se debe definir la correspondencia entre valoracion cualitativa del decisor

y la asignacién numérica.

Se asume que los juicios cuantificables escogidos por la toma de decisiones para
un par de criterios (C;i, Cj) son entradas de una matriz C de orden n. La matriz debe
ser positiva y simétrica con su principal diagonal que contiene 1s. Por lo tanto, solo
se necesita la toma de decisiones para proporcionar juicios de valor para completar
sobre una matriz triangular. Tal y como la escala de Saaty (Saaty TL, 1989) indica
los valores asignados para cada entrada Cij normalmente se encuentran entre los

intervalos del 1 a 9 o sus reciprocos, como muestra la tabla 3.



Tabla 3. Escala de evaluacion en el proceso de comparacion entre pares (Saaty TL, 1989).

(ED

Ciy (; tienen la misma importancia 1

(St+1)

Ci es fuertemente mas importante que G 5-1/5

(Ex+I) Ci;es extremadamente mas importante Cj 9-1/9

El AHP permite ponderar criterios, que no tienen porque tener la misma

importancia, a través de un cuestionario realizado a un grupo de expertos (Anexo I).

Este permite llevar a cabo un andlisis de consistencia obteniendo e/ ratio de

consistencia, que es un término matematico para saber si las opiniones de los expertos

son consistentes o si por el contrario habria que descartarlo.

Nuestro cuestionario divide en dos los campos a valorar:

a) Por un lado se sitian como criterios las técnicas usadas para obtener la

informacion en cuanto a la composicion de los sustratos:

C; — C/N Analisys. Resultados obtenidos de esta técnica.

C, — TG-MS. Resultados obtenidos con esta técnica.

C; — WDXFR;. Resultados obtenidos con esta técnica en un rango de
100 — 10% de peso.

C4 — WDXFR,. Resultados obtenidos con esta técnica en un rango de

1000 — 1 ppm.
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A continuacién se pregunta sobre la importancia de dichos
criterios/técnicas. Solamente cabe la respuesta de SI o No a la pregunta de si los

criterios tienen el mismo valor a la hora de tomar la decision.

Se continua con un ranking de criterios, debiendo posicionar cada criterio
en funcion de la mayor o menor importancia, pudiéndose repetir el orden en

caso de que 2 o0 mas criterios deban poseer el mismo ranking de importancia.

Por ultimo, se les demanda a los expertos que elijan qué criterio debe ser
el mas importante en comparacion con los demads a través de niveles de una
escala lingiiistica que comprende: igual de importante, débilmente mas
importante, fuertemente mas importante, muy fuertemente mas importante y

absolutamente mas importante.

b) Por otro lado se toman como criterios las técnicas usadas para obtener la
informacion estructural de los sustratos:
- S1 — DSCI. Resultados obtenidos con esta técnica bajo atmosfera
inerte.
- S2 — DSC2. Resultados obtenidos con esta técnica bajo atmodsfera
oxidante.
- S3 - FTIR. Resultados obtenidos con esta técnica.

-S4 — XRD. Resultados obtenidos con esta técnica.

Se procede de igual forma que en el campo relativo a la composicion.

3.4.2. Método de Referencia Ideal (RIM):

El concepto de alternativa ideal se utiliza en diversos campos de la
investigacion, pero fue Zeleny (Zeleny M, 1982), en los afios ochenta, quien lo erige en
pieza central de su propuesta de solucion de compromiso, en el sentido de la alternativa
mas proxima al ideal. Para este autor, el concepto de ideal y de solucion de compromiso

es una hipotesis sobre la racionalidad subyacente en los procesos humanos de decision.

(9]
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El método RIM (Cables y cols., 2016) es un algoritmo matematico que permite
llevar a cabo un proceso de comparacion de alternativas. Las dos principales

caracteristicas del método son:

* Rango: es un intervalo, un conjunto de valores que pertenecen a un dominio
D.

* Referencia ideal: también es un intervalo, un conjunto de valores que

representa la maxima importancia o relevancia en un rango dado.

Su proceso se divide en 7 pasos:

* Paso 1 — Definicion del contexto del trabajo.

* Paso 2 — Obtencion de matriz de valores.

* Paso 3 — Normalizar los valores de la matriz con la referencia ideal.

* Paso 4 — Calcular el peso de la matriz normalizada.

* Paso 5 — Calcular la variacion de la referencia ideal normalizada para cada
alternativa.

* Paso 6 — Calcular el indice relativo de cada alternativa.

* Paso 7 — Ranking de alternativas en orden descendiente.

No siempre, a la hora de aproximarnos a la alternativa ideal (esmalte y dentina
humana), los valores de los criterios que influyen en el proceso de comparacion deben
alcanzar valores maximos o minimos, sino que pueden estar localizados dentro de un

intervalo donde se encuentra el valor de la alternativa ideal.

En nuestro caso se aplicara la metodologia RIM con el objetivo de comparar los
esmaltes y dentinas utilizando como alternativa ideal los resultados de las muestras de

esmalte y dentina humanos.
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4. RESULTADOS

4.1. TECNICAS DE ANALISIS COMPOSICIONAL

4.1.1. Analisis elemental (C/N)

Los resultados del analisis elemental mostraron (tabla 4) que la concentracion de
carbono organico fue mayor en dentinas que en esmaltes. Las concentraciones mas altas
las mostraron las dentinas ovina (11.50 g/100g) y porcina (11.10g/100g) y las mas bajas
los esmaltes humano (1.60g/100g) y bovino (4.40g/100g).

Entre todos los substratos analizados, el esmalte ovino es el que contiene la
mayor concentracion de carbono inorganico (3.44g/100g) y el esmalte porcino la menor

(0.41g/100g).

Las concentraciones de Nitrégeno fueron mayores en dentinas que en esmaltes.

La concentracion mdas baja de nitrégeno se encontrd6 en los esmaltes bovino

(1.68g/100g) y humano (0.55g/100g).
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Tabla 4. Resultados de la técnica de Analisis elemental (C/N).

1.68 1.73 4.40 6.13
2.72 1.85 8.35 10.20
2.54 3.44 6.34 9.78
2.90 1.10 11.50 12.60
2.29 0.41 7.95 8.36
2.93 0.90 11.10 12.00
0.55 0.76 1.60 2.36
2.64 0.93 9.97 10.90
0.07 0.07 0.07 0.14

(N: Nitrégeno, Ci: Carbono inorganico, Co: Carbono organico, Ct: Carbono total, EB: esmalte
bovino, DB: dentina bovina, EO: esmalte ovino, DO: dentina ovina, EP: esmalte porcino, DP:
dentina porcina, EH: esmalte humano, DH: dentina humana, HAS: hidroxiapatita sintética).

4.1.2. Termogravimetria - Espectrometria de masas (TG-MS)

Las curvas de descomposicion termal en atmosfera oxidante muestran tres
patrones bien diferenciados (Figura 19). La descomposicion termal del esmalte humano
muestra gran similitud con la HAS, pero es muy diferente de los esmaltes bovino, ovino
y porcino. Las curvas de descomposicion termal de la materia orgénica en dentinas se
caracterizan por un gran escalébn. Las dentinas humana y bovina presentan un

comportamiento similar.
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Figura 19. TG-MS. La figura ilustra tres patrones de descomposicion termal en atmosfera
oxidante bien diferenciados. La HA, que tiene un origen geoldgico, no muestra apenas pérdidas
termogravimétricas. Las muestras de esmalte presentaron un nivel medio de descomposicion
(EH < EB < EO < EP), debido a su alto grado de mineralizacién. Entre todas ellas, el esmalte
humano muestra gran similitud con la HAS. En las dentinas se observaron niveles altos de
descomposicion (DH < DB < DO < DP) debido a la mayor presencia de materia orgénica en su
composicion. Las dentinas humana y bovina mostraron un comportamiento muy similar (HA:
Hidroxiapatita sintética; EH: Esmalte Humano; DH: Dentina Humana; EB: Esmalte Bovino;
DB: Dentina Bovina; EO: Esmalte Ovino; DO: Dentina Ovina; EP: Esmalte Porcino; DP:
Dentina Porcina).

De las pérdidas de peso termogravimétricas totales (Tabla 5), la HA present6 un
5.04% sobre el total del rango de temperatura. Las dentinas mostraron altos niveles de
descomposicion térmica (28.24% — 33.45%). Los esmaltes mostraron un nivel medio

(10.64% — 21.54%), por encima de la HA pero por debajo de las dentinas.

Los esmaltes presentaron menores porcentajes de agua liberada y de materia
organica que las dentinas. El agua liberada en el esmalte humano (2.03%) fue similar a
la HA (2.16%). La materia orgénica presente en la dentina bovina (19.20%) fue similar

a la de la dentina humana (19.19%).
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Los esmaltes mostraron mayores concentraciones de carbonatos (CO;
inorganico) que las dentinas. La mayor concentracion de carbonato fue observada en el

esmalte bovino (3.65%) y fue la mas parecida a la del esmalte humano (2.91%).

Tabla 5. Muestra los resultados obtenido por la técnica de TG-MS. Indica la pérdida total de
agua, materia orgénica, y carbonato (CO; inorgénico).

(HA: Hidroxiapatita sintética; EH: Esmalte Humano; DH: Dentina Humana; EB: Esmalte
Bovino; DB: Dentina Bovina; EO: Esmalte Ovino; DO: Dentina Ovina; EP: Esmalte Porcino;
DP: Dentina Porcina).

En el Anexo II podemos observar todas las graficas obtenidas en este
experimento: las graficas que contienen la descomposicion termogravimétrica de la
muestra y la derivada de la curva; y las graficas con las curvas espectrométricas
relativas a las masas elegidas para el analisis de los gases desprendidos en la

termobalanza.
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4.1.3. Espectrometria de Fluorescencia de Rayos X por dispersion de longitud de

onda (XRF)

La informacién detallada de la composicion quimica y las ratios Ca/P de todos

los sustratos se recoge en la Tabla 6.

En general, todas las dentinas contienen mayores cantidades de Mg, S, Sry Zn
que sus esmaltes correspondientes, a excepcion del esmalte humano que contiene

menores cantidades de Zn y Sr que la dentina humana.

Todos los esmaltes contienen mayores cantidades de P, Ca, Cl, Cu y K que las
dentinas, asi como mayor ratio Ca/P. El esmalte y la dentina humanos contienen
mayores cantidades de P y Ca y mayor ratio Ca/P que las otras especies. También

mayores cantidades de Cl y Cu, y menores cantidades de Mg, Sy Zn.

El EB es el que presentd una composicion quimica mas proxima al EH y la DB a

la DH.
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Tabla 6. Analisis quimico (wt %) de los diferentes sustratos obtenido por la técnica de FRX.
Los valores de humedad, materia organica y CO; inorganico incorporados en esta tabla son los
obtenidos por la técnica de TG-MS.

322504 27.5346

32.1989 28.4269 36.1166 29.3280 38.5695
0.7160 0.5960 0.7380 0.5720 0.7190 0.5870 0.8110 0.9020 0.1140
0.5360 1.0360 0.6969 1.0680 0.9117 1.0990 0.2910 0.7158 0.2860

- - - - - - - - 0.0190
0.0150 - 0.0072 - - 0.0065 0.0130 0.0180 0.0350

15.2900 13.5800 15.1800 13.0300 15.1900 13.4400 16.8000 13.6400 17.8500
0.0444 0.0710 0.0524 0.0663 0.0425 0.0629 0.0209 0.0697 0.0181
0.1550 0.0312 0.1330 0.0250 0.1400 0.0405 0.3170 0.0593 0.0160
0.0335 0.0245 0.0336 0.0157 0.0352 0.0244 0.0282 0.0257 0.0150

31.1100 26.0300 29.6100 24.1800 29.1900 25.0200 34.9100 26.9600 37.9900

- - - - - - - - 0.0084
0.0138 0.0048 0.0052 0.0049 0.0051 0.0065 0.0061 0.0055 0.0214

0.0020

(HA: Hidroxiapatita sintética; EH: Esmalte Humano; DH: Dentina Humana; EB: Esmalte
Bovino; DB: Dentina Bovina; EO: Esmalte Ovino; DO: Dentina Ovina; EP: Esmalte Porcino;
DP: Dentina Porcina).
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4.2. TECNICAS DE ANALISIS ESTRUCTURAL

4.2.1. Difraccion de rayos X (XRD)

La Tabla 7 muestra los parametros de celda a y c¢ ajustados, el factor de
concordancia convencional, entre los difractogramas experimentales y los calculados,
de Rietveld (R,,), los indices de cristalinidad (IC), los coeficientes de March-Dollase
para la correccion de la orientacion preferente en las direcciones <010> and <001>.
Como ya se indic6 anteriormente, los valores de Rwp obtenidos por el procedimiento de
Rietveld fueron ligeramente peores que los obtenidos por el procedimiento WPPD. El
andlisis de Rietveld usa una estructura cristalina que limita la intensidad relativa de los
picos, decreciendo el grado de libertad del ajuste. Sin embargo, se observo una mejor

estimacion del IC por medio de este procedimiento.

El tamafio del cristalito fue siempre mayor para los esmaltes que para las dentinas
de su misma especie. Los sustratos humanos presentaron siempre el mayor tamafio de

cristalitos.

La HAS present6 el mayor Clgicetveld (48.99). Las HAs en los esmaltes obtuvieron
mayores Clrieveid que las dentinas de sus correspondientes especies. De todos los

sustratos DH y EH mostraron el mayor CI seguido por EO y DO.



Tabla 7. XRD. Pardmetros de celda a y c ajustados, indice de cristalinidad calculado (IC) a
partir de las intensidades integradas usando los métodos de Person (WPPD) y Rietveld, tamafios
de los cristalitos calculados - Lyo(nm) y PO (sin unidades) - en las direcciones <010> y <001>
(desde las reflexiones 030 y 002, respectivamente), y factor de concordancia convencional
(Rwp). Los valores en paréntesis son las desviaciones estindar estimadas desde el ajuste y
corresponden al tltimo digito significativo. En negrita aparecen enfatizados los mejores ajustes
estimados para cada método.

9.4462(7)  6.8894(6) 1.81(1)

9.451(5) 6.890(4) 1.46(4) 6.55 12.73 2.84
9.447(1) 6.888(1) 1.64(2) 16.97 20.04 3.48
9.448(3) 6.895(2) 1.53(5) 4.93 15.73 2.80
9.448(1) 6.884(8) 1.65(1) 17.57 22.25 3.22
9.456(5) 6.889(4) 1.56(4) 6.30 13.37 2.79
9.4486(3)  6.8863(2) 1.57(1) 35.65 43.12 3.60
9.439(3) 6.886(2) 1.60(3)

9.4160(6)  6.8866(5) 1.57(1)

4494(5) .8924(4) 90(4)

9.456(1) 6.892(1) 1.09(6)

9.4490(5)  6.8896(4) 35.41 1.43(5) 1.28(4) 4.00
9.452(1) 6.895(1) 30.87 1.19(4) 1.8(1) 2.92
9.4525(6)  6.8871(4) 31.99 0.63(5) 0.79(1) 3.90
9.459(1) 6.892(1) 27.66 1.13(5) 1.8(1) 3.02
9.4471(3)  6.8854(3) 45.25 1.90(9) 0.94(2) 5.99
9.444(1) 6.890(1) 35.07 1.05(3) 1.8(1) 3.56
9.4154(6)  6.8852(4) 48.99 1.02(8) 1.2(1) 5.41

(a: Longitud del eje a; c: Longitud del eje-c; IC Person: indice de Cristalinidad de Person; IC
Rietveld: Indice de cristalinidad de Rietveld; A: Amstrong HA: Hidroxiapatita sintética; EH:
Esmalte Humano; DH: Dentina Humana; EB: Esmalte Bovino; DB: Dentina Bovina; EO:
Esmalte Ovino; DO: Dentina Ovina; EP: Esmalte Porcino; DP: Dentina Porcina).

4.2.2. Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La tabla 8 muestra los valores en el intervalo de longitud de onda 1800-700cm™,
necesarios para estudiar el contenido organico e inorganico de cada muestra. El cociente
entre la Amida I (contenido organico ~ 1635 cm™) y vsPO4 (HA pobremente cristalizada
~1015cm™), fue realizado para obtener el contenido organico relativo en cada muestra.
Se obtuvieron los siguientes valores: 0.119 en EB, 0.185 en DB, 0.102 en EO, 0.243 en
DB, 0.126 en EP, 0.242 en DP, 0.061 en EH, 0.183 en DH, y 0.029 en HA (Figura 20).
Tras la HAS los esmaltes presentaron menor contenido proteico que las dentinas. E1 EH

present6 el valor mas bajo.
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Tabla 8. Analisis FTIR en el rango 1800-700 cm™ para estudiar los contenidos organico e
inorgénico en los diferentes sustratos. Los valores de absorbancia se normalizaron con el pico
v3PO4 en cada caso.

v2PO4 Carbonato tipo | 0.343 | 0.332 | 0.281 | 0.399 | 0.312 | 0.394 | 0.253 | 0.332 | 0.070
B

v2PO4 Carbonato tipo | 0.329 | 0.320 | 0.271 | 0.385 | 0.304 | 0.383 | 0.246 | 0.318 | 0.072

A

v3PO4 HA poco | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000
cristalizada

Amidal | Proteina 0.119 | 0.185 | 0.102 | 0.243 | 0.126 | 0.242 | 0.061 | 0.183 | 0.029

(EB: esmalte bovino, DB: dentina bovina, EO: esmalte ovino, DO: dentina ovina, EP: esmalte
porcino, DP: dentina porcina, EH: esmalte humano, DH: dentina humana, HAS: hidroxiapatita
sintética).

0,3

0,25

0,2

0,15
0,1
0,05 I
EB DB EO DO EP DP EH DH HA

Figura 20. Contenido orgénico relativo de los nueve sustratos estudiados. Cociente entre
Amida I~ 1635y v3PO4 ~1015.

Tras analizar todos los sustratos en el rango de longitud de onda de 750 — 500

em™, se calculé el Clppr usando los valores picos de of 605 em™, 565 cm™, and 595
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cm’ (tabla 9) siguiendo el método descrito por Weiner y Bar-Yosef (Weiner and Bar-
Yosef, 1990). Los valores Clgrr calculados fueron: 3.052 en EB, 2.769 en DB. 3.168
en EO, 2.750 en DO, 3.034 en EP. 2.753 en DP, 3.725 en EH, 2.863 en DH, y 5.139 en
HAS (Figura 21). El Clprr y el tamafio de los cristales del esmalte fueron siempre
mayores que en las dentinas correspondientes para todas las especies. El mayor Clgrir se

encontrd en la HAS seguido por el EH y el EO.

Tabla 9. Anélisis FTIR en el rango 750-500 cm™ para determiner el indice de cristalinidad con
el método de Weiner y Bar-Yosef (1990).

0931 0.970 0.877 0.936 0.617

0.936 0.903 0.878 0.986
v4PO4 0.502 0.537 0.447 0.599 0.504 0.584 0371 0.547 0.180

v4PO4 0.596 0.584 0.538 0.661 0.598 0.638 0.505 0.630 0.038

(EB: esmalte bovino, DB: dentina bovina, EO: esmalte ovino, DO: dentina ovina, EP: esmalte
porcino, DP: dentina porcina, EH: esmalte humano, DH: dentina humana, HAS: hidroxiapatita
sintética).

3 -
2
1
0 - - - T . . . . .
EB DB EO DO EP DP EH DH HA

Figura 21. Relacion del ICgrr medido con el método de Weiner y Bar-Yosef.

66



Las graficas de los espectros de cada sustrato se encuentran en el ANEXO III

4.2.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En atmosfera oxidante (Tabla 10; Figura 22) se observa un proceso endotérmico
entre los 25°C y los 230°C y un proceso exotérmico entre los 230 °C and 550 °C. El
proceso endotérmico se corresponde con la pérdida de volatiles (principalmente agua) y
la desnaturalizacién de proteinas, de forma que las muestras con mas agua y materia
organica mostr6 una mayor entalpia. El proceso exotérmico se corresponde con la
combustion de la materia organica (proteinas), de tal forma que los sustratos con mayor

contenido organico presentaron una mayor entalpia.

mw

Integral 4660.92 mJ
normalzed 473.05)g"-1
Left Limit 229.25°C
Right Limit 545.48°C

Integral -1210.48 mJ
normalzed -122.85J)g"-1
0 Left Limit 26.93°C
Right Limit 229.24°C

Figura 22. Curva DSC en atmosfera oxidante correspondiente al EH. El proceso endotérmico
(27-229 °C) se corresponde con la pérdida de la fraccion volatil y la desnaturalizacion de
proteinas. El proceso exotérmico (229-545 °C) se relaciona con la combustion de la materia
orgénica.
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En atmosfera inerte (Tabla 11; Figura 23), todos los sustratos presentaron una
zona de Transicion vitrea (T,) entre los -140°C y los -10°C, y un proceso endotérmico
entre los -10 °C y los 290°C. Este proceso endotérmico corresponde con la perdida de
agua y la desnaturalizacion de proteinas. Las temperaturas de la T, son extremadamente

bajas, por lo que nos estd indicando que existe una elasticidad en las muestras.

mwW _
0- Glass Transition
- Onset -65.12 °C
: Midpoint -48.96 °C
i Midpoint ASTMIEC -48.78 °C
-1 - Deka cp ASTM,IEC 64.503e-03 Jg" -1K* -1
) Integral -597.29 m)J
.2 - normalized -62.64 Jgh-1
X Left Limz -1.93 °C
- Right Limit 238.10°C
.3 —_
- -100 0 100 200 o
4 -, | | g | | | | | | | i | | | L L | | | L LN
1 1 | 1 | 1 1] 1 1 ] ] 1] 1 I [ | 1 1 1 | 1 1
0 10 20 30 40 min

Figura 23. Curva DSC del EH bajo atmésfera inerte. El proceso de transicion vitrea se observo
entre a bajas temperaturas [-80—(—8 °C)]. El proceso endotérmico (—2-238 °C) se corresponde
con la pérdida de la fraccion volatil y la desnaturalizacion de proteinas.

El cambio de la capacidad calorifica durante la transicion vitrea (ACp ) (Tabla
11) en dentinas fue mayor que en los esmaltes a excepcion de la DB. El valor ACp de
los esmaltes y dentinas no mostr6 homogeneidad entre especies. Los valores mas
cercanos al diente humano, con un valor en esmalte de 0.065 J/g:K y un valor en
dentina de 0.162 J/g-K, fueron obtenidos por la especie porcina, presentando ACp de
0.032 J/g-K y 0.109 J/g-K, respectivamente.
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Tabla 10. Estudio DSC en atmoésfera oxidante de los sustratos en el rango 25-600 °C. El
proceso endotérmico se corresponde a la pérdida de las fracciones volatiles y la
desnaturalizacion de las proteinas. El proceso exotérmico se correponde con la combustion de la
material organica.

26.63 —233.29 1126.04 223.29-551.33

-412.47 26.95 —234.85 1953.68 234.85-539.71
-250.64 27.05-225.83 1332.18 225.83 — 546.06
-326.73 26.73 —224.76 2580.79 224.76 — 576.62
-215.34 27.53 -220.79 1439.55 220.79 - 562.50
-330.42 26.95 —227.28 2283.71 227.28 —576.62
-122.85 26.98 —229.24 473.05 229.24 — 545.48
-310.10 26.70 — 224.22 2098.64 224.22 — 547.63
-119.71 27.17-230.91 15.48 230.91 — 498.62

(EB: esmalte bovino, DB: dentina bovina, EO: esmalte ovino, DO: dentina ovina, EP: esmalte
porcino, DP: dentina porcina, EH: esmalte humano, DH: dentina humana, HAS: hidroxiapatita
sintética).
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Tabla 11. Estudio CDB de los diferentes sustratos en atmosfera inerte en el rango de
temperatura de -150 — 300 °C. En la tabla estdn recogidos los pardmetros referentes a la
temperatura de transicion vitrea (7), evaluados segin ASTM D-3418 (2003). El proceso
endotérmico se corrresponde con la pérdida de la fraccion volatil y la desnaturalizacién de
proteinas.

-124.66—(-34.26) -26.11-264.28
-101.85  -73.82 0.001  -136.08—(-18.06) -261.43 -10.68-284.37
-10539  -98.20 0.011  -129.95—-56.78) -173.64 -25.59-263.77
-115.17  -96.43 0.329  -128.41--29.70) -232.01 -20.45-267.40
27091  -56.41 0.032  -114.27--30.44) -180.26 -21.47-264.29
-64.60 -45.34 0.109 -86.97—(-13.33) -235.36 -6.56-277.81
-65.12 -48.96 0.065 -80.06—(-8.44) -62.64 -1.93-238.10
-119.11 -99.79 0.162  -129.95-(-48.04) -207.19 -24.04-274.63
-106.85  -84.51 0.163  -129.04(-42.43) -43.40 -20.04-209.30
(EB: esmalte bovino, DB: dentina bovina, EO: esmalte ovino, DO: dentina ovina, EP: esmalte

porcino, DP: dentina porcina, EH: esmalte humano, DH: dentina humana, HAS: hidroxiapatita
sintética).

El comportamiento térmico de las muestras en atmosfera inerte nos indica una
similitud entre la especie humana y la porcina, tanto en esmalte como en dentina. Sin

embargo, en atmosfera oxidante no hay un sustrato claramente similar al humano.

En el ANEXO IV se pueden observar las graficas obtenidas por los
experimentos de DSC en atmosfera oxidante y atmosfera inerte sobre todas las

muestras.
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4.3. TOMA DE DECISIONES

Tras la aplicacion de la metodologia AHP basada en el cuestionario
proporcionado a expertos y considerando que todos los expertos tenian igual
importancia, se obtuvieron los pesos o coeficientes de importancia de los criterios

mediante una media aritmética (Tabla 12)

Tablal2. Pesos de los criterios que influyen en la decision

(C1 — C4: Criterios utilizados para el cuestionario en relacion a los experimentos
composicionales. S1 — S4: Criterios utilizados para el cuestionario en relacion a los
experimentos estructurales).

Entre las técnicas usadas para los estudios composicionales, la mas importante
segun el cuestionario realizado a los expertos fue la XRF de elementos principales y
minoritarios; en segundo lugar la XRF de elementos traza; en tercer lugar el C/N y por

ultimo la TG-MS.
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En cuanto a las técnicas usadas para el estudio estructural de las muestras, el
mas importante a la hora de tomar decisiones segun los expertos fue el XRD, seguido
del FTIR, siendo el DSC bajo atmosfera inerte el tercero y el DSC bajo atmosfera

oxidante el ultimo.

Una vez obtenidos los pesos de los criterios, estos fueron introducidos en el
algoritmo RIM, con el objetivo de llevar a cabo el proceso de comparaciéon con las
alternativas de referencia ideal (EH y DH). Los resultados obtenidos fueron los

siguientes:

Tablal3. Clasificacion de alternativas.

(Ri. Proximidad a la solucién ideal, EB: Esmalte Bovino, EO: Esmalte Ovino, EP: Esmalte
Porcino, DB: Dentina Bovina, DO: Dentina Ovina, DP: Dentina Porcina)
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En cuanto a los esmaltes, segun el andlisis RIM, el esmalte mas proximo al
esmalte ideal (EH; Ri=1) fue el EB con un valor Ri de 0,3053; el segundo, con un valor

Ri de 0,2514, fue el EO; y el mas alejado del ideal, con un valor Ri de 0,1707 fue el EP.

Al introducir las dentinas en el algoritmo RIM se obtuvo, que con respecto a la
dentina ideal (DH; Ri=1), las mas préxima, con un valor Ri de 0,4316 fue la DB;
seguida de la DP, con un valor Ri de 0,3277; y por ultimo la DO con un valor Ri de
0,2820.
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5. DISCUSION

Muchos autores han dado por sentado que el diente bovino era el ideal para
sustituir al diente humano en pruebas in vitro sin haberse llevado a cabo un estudio
comparativo con otras especies. Cierto es que el diente humano es dificil de obtener es
suficiente cantidad y calidad como para realizar estudios sobre ¢l y el diente bovino se
puede adquirir en cualquier matadero con minimos requerimientos legales y éticos. Pero
sin embargo, los dientes de otros mamiferos, como pueden ser los porcinos u ovinos
también encontramos que son de muy facil obtencion. En la revision de la literatura de
Ghaeth y cols., 2011, encontramos estudios que comparan el diente humano y bovino,

para todo tipo de estudios.

5.1. TECNICAS DE ANALISIS COMPOSICIONAL

En esta parte del estudio se emplearon tres técnicas analiticas que fueron:
analisis elemental (C/N), termogravimetria y espectrometria de masas (TG-MS) y

espectrometria de fluorescencia de rayos X de dispersion de longitud de onda (XRF).

XRF evalta cada elemento en base a 6xidos, lo cual es un método muy til para
la evaluacion de muestras mineralogicas, asi como de la matriz de HA. Esta técnica
espectrométrica mide con precision elementos pesados pero no elementos ligeros como
son el C, H, O o N, ya que estos elementos no emiten suficiente radiacion para permitir
una captacion efectiva por este método. Por esta razon, se hace necesario el uso de otras
técnicas, como el C/N y TG-MS, para evaluar estos elementos ligeros. Ambas técnicas
adicionales estan basadas en reacciones de combustion, la diferencia entre las dos la
encontramos en que el C/N obtiene resultados cuantitativos a partir de un calibrado
estandar para cada elemento, mientras que TG-SM se puede considerar como una

técnica semicuantitativa al no contar con patrones de referencia (Paztor, 1997).

Los resultados obtenidos por estas tres técnicas ofrecen informacion detallada

sobre la composicion quimica de estos tejidos calcificados (Tabla 4 - 6). Los rangos de
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fraccion inorganica en esmaltes van del 81 al 92%, en dentinas ocupan del 69 al 74%, y
para la HA estandar es del 96%. Los dientes humanos son los mas mineralizados y muy
cerca de ellos se sitian los bovinos, tanto en los valores del esmalte como en los de la
dentina. A pesar de que los datos obtenidos por XRF se evaltian en base a 6xidos, lo
cual es comun para el estudio de muestras minerales, los datos obtenidos fueron listados
como elementos, agrupando el oxigeno estequiométrico de cada 6xido en una cantidad
total. El CO, inorganico es hallado por la descomposicion parcial de la fraccion
inorganica, principalmente apatita carbonatada (Deviése y cols, 2010). La presencia de
carbonatos distorsiona la red cristalina original, provocando una apatita carbonatada
mas débil que la HA. Todas las muestras de esmalte estan mas carbonatadas que las
correspondientes dentinas; los valores de las muestras humanas se caracterizan por un
alto contenido de carbonato, y se hallaron similitudes entre las muestras de esmalte
humano y esmalte ovino, y también entre las muestras de dentina humana y dentina

bovina.

Para todas las especies estudiadas, el porcentaje de carbono organico y
nitrogeno, evaluados por el C/N, mostrd ser mas alto en dentina que en esmalte (Tabla
4). Esto es una confirmacion de que existe mayor porcentaje, en peso, de material
organico en dentina que en esmalte, como ya se ha demostrado (Gomes de Ferraris y
cols., 2009). El esmalte humano fue el mas mineralizado de todos, con valores de Cy N
cercanos a la HA pura. El esmalte y la dentina bovina presentaron los valores de C y N

mas parecidos a los del esmalte y dentina humana.

Los elementos quimicos mas abundantes en esmalte y dentina de las cuatro
especies fueron el calcio y el fosforo. La relacion molar Ca/P fue aproximadamente de
1.67 para la HA pura (Taube y cols., 2010). El resto de apatitas biologicas parecen
tener deficiencia de calcio. La relacion molar Ca/P fue mayor en esmalte que en
dentina, como se esperaba. En esmalte humano esta fue de 1.61, el mas cercano a la HA
pura. El esmalte bovino se situd cerca del humano con 1.57, seguido del ovino con 1.51
y por ultimo el porcino con 1.48. En dentina, la relaciéon Ca/P fue mayor, también, en
humanos con 1.53, seguida otra vez de la dentina bovina con 1.48, y esta vez la
siguiente fue la dentina porcina con 1.44 y posteriormente la ovina con 1.43. De esta

forma, el esmalte y la dentina humana mostraron los grados mas elevados de
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mineralizacion, y de nuevo, la especie bovina obtuvo los ratios mas cercanos al diente

humano.

La HA puede presentar numerosas sustituciones; cationes metalicos como K,
Na®, Mn*", Ni*", Mg”" 0 Zn*" pueden ocupar la posicién del Ca®", complejos aniénicos
como AsO4”, SO4*, COs> 0 SiO,4* pueden reemplazar al PO,>, y aniones como el Cl" o
F" pueden reemplazar al grupo OH" en la estructura cristalina. Estos iones, encontrados
como elementos traza, proceden de los capilares de la pulpa dental y, durante el proceso
pre-eruptivo, se van incorporando a la dentina o a las capas de esmalte proximas a la
union amelodentinaria (Curzon y Featherstone, 1983). Estos pueden proceder,
también, del medioambiente que rodea al diente, principalmente de la saliva, y han sido
incorporados después de la erupcion a una profundidad de 150 um desde la superficie
del esmalte (Lane y cols., 1997; Reitznerova y cols., 2000). La incorporacion de estos
elementos traza a la estructura cristalina modifica la fisico-quimica, las propiedades

mecanicas y la solubilidad de los cristales de HA (Schofield y cols., 2002).

Con el uso de XRF en el presente estudio, se detectaron los elementos quimicos
como se detalla en la Tabla 6. El Cl, el cual indica la cantidad de sal y agua en cada
muestra, presenta mayores concentraciones en esmaltes que en dentinas para las cuatro
especies; el diente humano muestra las concentraciones mas altas. Gutiérrez-Salazar y
Reyes-Gasga, 2003; observaron mayores concentraciones en las capas superficiales
usando espectroscopia de rayos X de energia dispersa, pero no encontraron nada de Cl

en dentina humana.

Con respecto al zinc, en los dientes no humanos se encontraron mayores
concentraciones de este en dentina que en esmalte, al contrario de lo que ocurrid en el
diente humano. El estroncio (Sr) mostré el mismo comportamiento que el Zn. Esto
puede provocar sustituciones dentro de la red cristalina de la apatita, ya que un ion de Sr

puede reemplazar a 10 iones de Ca (Oliveira y cols., 1998).

El azufre (S), no fue relevante para el esmalte humano, pero si se encontrd en las
otras especies animales, mostrando mayores concentraciones en dentina que en esmalte,

lo que se relaciona con el contenido proteico. El cobre (Cu) mostrd el comportamiento
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opuesto, con mayores concentraciones en esmalte que en dentina, y mayores

concentraciones en las muestras humanas que en las animales.

El magnesio (Mg) mostrd un comportamiento similar al Zn y al Sr, con mayores
concentraciones en dentina que en esmalte para todas las especies estudiadas, como
podemos observar en otros estudios (Gutiérrez-Salazar y Reyes-Gasga, 2003). La
gran presencia de estos tres elementos en dentina explica porqué el ratio Ca/P en menor

en esta, y con concentraciones mayores en humanos que en animales.

Aunque algunos autores han descrito concentraciones fijas y ordenadas de
elementos traza como una caracteristica habitual en las estructuras dentales (Sr > Mg >
Zn > Pb > Fe > Cu) (Curzon y Feartherstone, 1983; Kang y cols., 2004), estos
elementos y su ordenacion por concentraciones han sido calculadas teniendo en cuenta
los dientes completos, incluyendo esmalte, dentina y pulpa. En el estudios de Ghadimi
y cols., 2013; se lleva a cabo la diferenciacion de los elementos traza del esmalte, en
donde el Na, al igual que en este estudio era el més abundante, y el Mg se encuentra
como uno de los principales elementos de la composicion del diente; pero a diferencia
de este, Ghadimi encontré6 mayores cantidades de S que el presente trabajo, donde se

encontrd mayores concentraciones de Cl.

Segiin Reitznerova y cols., 2000; Ca, P, Mg y Na son los iones metalicos
basicos y mas abundantes dentro de la estructura de los tejidos dentales mineralizados.
Ademas, estos cuatro elementos fueron encontrados en el presente estudio como los mas
abundantes para los esmaltes y dentinas de las cuatro especies analizadas. Sin embargo,
el orden de las concentraciones de los otros elementos no coincidid con lo descrito por
Curzon y Featherstone., 1983; ademads, las concentraciones fueron diferentes entre
esmalte y dentina para las cuatro especies analizadas. De hecho, las concentraciones de
elementos traza varian entre estudios (Lane y cols., 1997; Reitznerova y cols., 2000;
Gutiérrez-Salazar y Reyes-Gasga, 2003; Baranowska y cols., 2004) y también se ha
observado que varian con la edad, el género, el tipo de diente (incisivo, premolar o
molar), la nutricion, la contaminacion del medioambiente e incluso entre dientes
deciduos y permanentes (Baranowska y cols., 2004; Fischer y cols., 2009). Ademas,
en un diente en particular, la concentracion varia en relacion a la profundidad de sus

capas. Reitznerova y cols., 2000; usando FAAS, ETA AAS, ICP-AES y ICP-MS,
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determind la presencia de siete elementos (Cu, Fe, Mg, Mn, Pb, Sr y Zn) en todas las
capas y cerca de la superficie del esmalte en dientes extraidos sin caries. A excepcion
del Sr y el Mg, todos los elementos mostraron altas concentraciones en las capas
superficiales. Ocurre un efecto marea, por el cual los cristalitos del esmalte se disuelven
y después se recristalizan, y la composicion de los elementos traza de las capas del
esmalte se pueden ver afectados por la saliva en el proceso de de- y re- mineralizacion,

hasta 100-150um de la superficie.

La presencia de flaor (F) no ha sido nombrada en este estudio debido a la falta
de sensibilidad de las técnicas instrumentales escogidas para detectar la composicion del
diente (XRF). La cromatografia idnica podria ser usada para determinar el F total por
medio de la descomposicion por microondas de los especimenes en acido nitrico. En
este caso, descomposicion y después dilucion 1:100, no deberia excluir la buena
deteccion de este ion, debido al bajo limite de deteccion de esta técnica para los
analitos, cerca de 1 ppm. Ademas, se podria encontrar algun extracto de F en lixiviacion
a 1:10 (peso/volumen) de muestras solidas en agua durante 24h, de acuerdo al test de

lixiviacion 38414-S4.

Si nos fijamos en el estudios de Soares y cols., 2012, sobre la composicion de la
dentina humana, podemos observar que por medio de XFR y aunque realizan el
experimento con saliva artificial y diferentes componentes mezclados con la muestra de
dentina, los valores obtenidos no difieren mucho de los relatados en este estudio: Para el
Ca entre 25,6 y 25,9 % en relacion con el 26,9 % que se obtuvo en este estudio. Con
respecto al P, entre 14,2 y 14,3 %, en comparacion con el 13,6 % que se observo en este

estudios.

Aunque el objetivo de este estudio fue determinar la composicion elemental del
esmalte y la dentina de las cuatro especies, el conocimiento de estas macroestructuras y
microestructuras es esencial para entender las excelentes propiedades fisicoquimicas y
el comportamiento mecanica del diente (He y cols., 2008). A pesar de esto, aunque el
alto contenido mineral proporciona al diente dureza mecanica y alta resistencia al
desgaste (Low y cols., 2008), Kinney y cols., 2003; dicen que el médulo de Young, la
tension y las fuerzas compresivas, y la resistencia a la fractura son propiedades que

dependen tanto de la composiciéon como de la microestructura.
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5.2. TECNICAS DE ANALISIS ESTRUCTURAL

Para esta parte del estudio se emplearon 3 técnicas de andlisis estructural que
fueron: la difraccion de rayos X (XRD), la espectrometria de infrarrojos por

transformadas de Fourier (FTIR) y la calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Los resultados hallados por estas técnicas nos ofrecen informacioén acerca de la
estructura cristalina de las muestras, del tamafio y orientacién de sus cristalitos, y
también se puede corroborar los resultados acerca de las matrices fisico-quimicas que

poseen.

Se ha comprobado que por medio de la técnica de XRD, se obtuvieron los
tamafios de los cristalitos del ACE, y se observo que eran de mayor tamafio lo de los
esmaltes que los de las dentinas para todas las especies, al realizar el ajuste por el
método WPPD. Hecho que se confirma con los resultados de la técnica de FTIR cuando

se lleva a cabo en el rango de longitud de onda de 750 — 500 cm™.

Al realizar el ajuste de Rietveld dentro del estudio de XRD, se obtiene el IC
Rietveld, donde resalta sobre todo, la similitud entre los patrones cristalinos (tamafo del
cristalito) del esmalte humano y la HA, diferenciandose del resto de muestras,
afirmacion realizada ya anteriormente por Eimar y cols., 2012; en el cual también se
comenta el hallazgo de que la dureza del esmalte se encuentra relacionada con el
tamafio del cristalito del ACE en el eje-c. Por lo cual, haciendo caso a este hallazgo,
podriamos afirmar segln la tabla 7 de XRD y fijandonos en la columna de L, <001>
(nm) que el més duro seria el esmalte humano, y con valores muy lejanos a este el resto
de esmaltes de las otras especies.

Los parametros mas pequefios fueron encontrados en la muestra de HA, debido a
su bajo contenido en carbonato (1.1%) en comparaciéon con los demds sustratos, los
cuales se encontraban en el rango de 2.0 — 3.7% de carbonato (Teruel y cols., 2015).
Estos resultados coinciden con los parametros encontrados en la literatura para la HA
(ICDD PDF 04-014-8416, a = 9.412 A, ¢ = 6.853 A) y carbonato apatita (ICDD PDF
01-072-9863, a = 9.472 A, ¢ = 6.897 A). También fue notable el alto IC de la HA, lo

cual era de esperar debido a que era una muestra sintética.
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A través de la técnica FTIR se han obtenido, por un lado la relacion de contenido
organico de cada muestra, cuando esta técnica se ha realizado en el rango de longitud de
onda de 1500 — 700 cm™. Con estos resultados se certifican los obtenidos por el estudio
de TG-MS, el cual afirmaba que el contenido orgdnico es mayor en las muestras de
dentina de todas las especies que es sus respectivos esmaltes (Teruel y cols., 2015).
Este hecho también es contrastable con la técnica de DSC, en la que los resultados
obtenidos en su experimento sobre atmosfera oxidante nos indican la mayor cantidad de

componentes organicos en dentinas que en esmaltes para todas las especies.

Tanto en el estudio de Eimar y cols., 2012; como en de Reyes-Gasga y
cols., 2013; se utilizan tanto la técnica de XRD como FTIR, para hallar las dimensiones
cristalograficas del esmalte humano, pero no las comparan con los esmaltes de otras
especies, Los picos de referencia para el estudio del FTIR, fueron tomados de estos

autores.

Un dato que llama la atencion con respecto a los datos obtenidos por el estudio
de FTIR es la cercania entre los valores de contenido orgénico relativo de la dentina
bovina (0.185) y la dentina humana (0.183). Lo que lleva a poder afirmar que en
aquellos estudios sobre dientes in vitro en los que intervenga la fraccion orgénica, el

mejor sustituto de la dentina humana seria la dentina bovina.

Por otro lado, se puede obtener el ICgrr relativo al grado de deformacion
geométrica de las bandas moleculares de la estructura de apatita, este IC variarad de
acuerdo a la composicion del cristal y a la temperatura a la que se expone. Se lleva a
cabo en el rango de 750 — 500 cm™. A tenor de los resultados obtenidos, se observa que
estructuralmente ninguna especie es similar es su esmalte al esmalte humano, aunque a

observar las dentinas todos los valores son muy similares entre especies.

Con la técnica DSC se puede valorar la cantidad de componentes organicos y el
H,O presentes en las muestras, si se realiza el experimento en atmosfera oxidante, y
también, datos referentes a la estructura cristalina de la muestra, si se realiza el
experimento en atmodsfera inerte, en este caso se ha tenido en cuenta el periodo de

Transicion vitrea (Ty ACp).



En lo referente al experimento en atmosfera oxidante de DSC, ademas de ser
coherentes los resultados obtenidos con los hallados en TG-MS (Teruel y cols., 2015) y
FTIR, también ofrece comparaciones entre las cantidades de componentes organicos y
agua de las muestras de esmalte y dentina de la especie humana con la bovina. Lo que
viene a certificar lo antes mencionado acerca de que el mejor sustituto para estudios in
vitro, ya no solo sobre dentina sino también sobre esmalte, en los que intervenga la fase
organica y el agua, como pueden ser los estudios de adhesion, el mejor sustituto del
diente humano es el diente bovino, el cual esta siendo utilizado en la mayoria de
estudios realizados (Soares y cols., 2016). Aunque no parece ser una técnica muy

concluyente para establecer una especie en particular como sustituta de la humana.

Sin embargo, en el experimento en atmoésfera inerte de DSC, la muestra de
esmalte y dentina con valores mds parecidos a la especie humana, con respecto a T,
ACp, son los de la especie porcina. Esto viene a indicar que en el ordenamiento de los
cristalitos de ACE que forman estas estructuras son similares. Luego, para aquellos
estudios en los cuales nuestro criterio de eleccion sea la ordenacion del ACE, como
pueden ser los de translucidez o dureza, se recomienda usar el esmalte y la dentina

porcina como sustitutos de los humanos.

5.3. TOMA DE DECISIONES

Con el propdsito de conocer el sustrato ideal para sustituir el esmalte y la dentina
humanos en estudios experimentales in vitro, hemos recurrido a MCDM, concretamente
los procesos AHP y RIM (Cables y cols., 2016). Tras realizar una busqueda bibliografia
sobre este método, no se encontré ningun trabajo en el que se usara este método en el
campo de la odontologia. Los sustratos bovinos, esmalte y dentina, son los que
presentaron los valores RIM mads cercanos al 1, valor dado arbitrariamente a los

sustratos ideales, el esmalte y dentina humanos.

Nuestros resultados, basados en 6 técnicas experimentales y en la valoracion de

expertos en esas técnicas, vienen a confirmar que el diente bovino es el mas parecido al
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humano en composiciébn y nanoestructura y es el que debe usarse para estudios

experiementales in vitro.
Soares y cols., (2016) revisando los resultados obtenidos en estudios de

adhesion a esmalte y dentina llegan a la misma conclusion: el diente bovino (esmalte y

dentina) puede ser un sustituto valido del diente humano.

85



86



87



88



6. CONCLUSIONES

Conclusion 1. El esmalte mostrd, en la descomposicion térmica, un comportamiento
similar a la hidroxiapatita sintética, pero la dentina, que posee un alto contenido
organico (carbonato orgdnico y nitrogeno), mostr6 un comportamiento térmico
significativamente diferente. Todos los sustratos estudiados mostraron bajos niveles de
calcio y una relacion Ca/P menor que la HA. El esmalte y la dentina humana fueron las
muestras mas mineralizadas. El C/N, la TG-MS y la XRF mostraron que el esmalte y la
dentina humana presentaban grandes similitudes con el esmalte y la dentina bovina. Por
todo ello, en base a su composicion quimica, los dientes bovinos deberian ser la primera

eleccion para sustituir a los dientes humanos en estudios de investigacion.

Conclusion 2. El tamafio del cristalito fue siempre mayor para los esmaltes que para las
dentinas de su misma especie. Los sustratos humanos presentaron siempre el mayor
tamafio de cristalitos. La HAS present6 los mayores IC (Clrietveid Y Clrrir). Las HAs en
los esmaltes obtuvieron mayores CI que las dentinas de sus correspondientes especies.
De todos los sustratos el EH mostré el mayor CI seguido por EO. Tras la HAS los
esmaltes presentaron menor contenido proteico que las dentinas y de ellos el EH
presentd el valor més bajo. El comportamiento térmico de las muestras en atmdsfera
inerte nos indica una similitud entre la especie humana y la porcina, tanto en esmalte
como en dentina. Sin embargo, en atmosfera oxidante no hay un sustrato claramente

similar al humano.

Conclusion 3. El método MCMD nos indica que la primera alternativa al diente
humano es el diente bovino. El orden de similitud respecto del esmalte humano fue el
bovino, el ovino y el porcino. El orden de similitud respecto de la dentina humana fue la

bovina, la porcina y la ovina.

Aceptamos la hipotesis de nuestro trabajo. En base a nuestros resultados
podemos asegurar que el diente bovino es el mas adecuado para sustituir al diente

humano en estudios experimentales in vitro, aunque no llega a ser el ideal.
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Instrumental techniques for compositional and structural studies of teeth. A Multi-Criteria Decision-Making approach.

SURVEY FOR THE SUITABILITY EVALUATION OF INSTRUMENTAL TECHNIQUES

Introduction

The intention of this study is to assess the suitability of several instrumental tools to explain
separately compositional/structural parameters in tooth tissues—enamel and dentin—of different
species, namely: human, bovine, porcine, and ovine. Both categories of parameters will help us to
establish the most appropriate substrate for substituting human dentin and enamel for the purposes of
in vitro experimental studies.

Each group of analytical tests is a decision criterion to be weighed for ranking purposes,
according to the Multi-Criteria Decision-Making (MCDM) approach.

Decision criteria (C;) to be assessed. Suitability of the instrumental
technique/procedure to get compositional information from the specimens.

¢ (Cy) CN analyzer: Carbon and nitrogen analyzer which quantitatively measures these
elements by combustion of the specimens and later determination of the evolving gases by
infrared spectroscopy (carbon is measured as CO,) or thermal conductivity (nitrogen is
measured as N after a reduction step).

* (Cy) TG-MS: Thermogravimetric analyzer (TG) combined with a mass spectrometer (MS).
Thermogravimetric analysis is a quantitative technique used to measure the change in
weight of a sample as a function of temperature under a controlled atmosphere. The
combination with a mass spectrometer provides an identification of the gases evolved
during the thermogravimetric decomposition. In this way, moisture, organic matter, and
carbonate contents can be determined.

¢ (C3) WDXRF;: Wavelength-dispersive X-ray fluorescence spectrometry for the
standardless measurement of the main elements of Z > 10 (ranging 100-10 wt.%, such as
Ca and P) and the minor elements (ranging 10-0.1 wt.%, such as Mg, Na, and Cl).

* (Cs) WDXRF;: Wavelength-dispersive X-ray fluorescence spectrometry for the
standardless measurement of the trace elements of Z > 10 (in particular the micro-fraction
range, 1000—1 ppm, such as S, K, Sr, Al, Si, Ba, Zn, Mn, Fe, Ag, and Cu).

Survey 1. Suitability to get compositional information.

CRITERIA ASSESSMENT FOR EACH ALTERNATIVE

1.1. Do you think that all the decision criteria as described above are equally important when
assessing and determining which tooth substrate has similar composition to human teeth?

|:| Yes |:| No
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1.2. Please mark in the squares below to determine the relevance order that you consider
appropriate for each decision criteria (C;) when assessing and determining which tooth substrate
has similar composition to human teeth. Note that several criteria may be chosen to be equally
important.

Cc; O ist (] 2nd ] 3rd (] 4th
C, [Jist (] 2nd ] 3rd (] 4th
C; [ 1st (] 2nd ] 3rd [] 4th
Cy [] 1st [] 2nd ] 3rd [] 4th

1.3. Please compare the decision criterion chosen to be in the first place with the rest, using
the following labels as a linguistic scale for importance:

EIL: Equally important.

WMI: Weakly more important.

SMI:  Strongly more important.
VSMI: Very strongly more important.
AMI:  Absolutely more important.

1st — 2nd: (] EI 0 wMI [ SMI [0 vsMI [ AMI
1st — 3rd: (] EI (0 wMI [ SMI 0 vsMI [ AMI
1st — 4th: ] EI 0 wMI [ sSMI [0 vsMI [ AMI

Decision criteria (S;) to be assessed. Suitability of the instrumental
technique/procedure to get structural information from the specimens.

* (S1) DSCj: Differential scanning calorimetry under inert atmosphere (N). This
thermoanalytical technique allows us to study possible glass transition temperatures, while
heating the samples from —150 to 300 °C.

* (S2) DSCi: Differential scanning calorimetry under oxidizing atmosphere (O3). This
thermoanalytical technique lets us to study the combustion profiles of the specimens, while
heating them from 25 to 600 °C.

* (S3) FTIR: Fourier-transform infrared spectroscopy, which enables us to get the vibrational
spectra of the specimens. This information 1s used to obtain a crystallinity index of the
material, as well as to distinguish between carbonate-apatite types A and B.

* (Sy) XRD: X-ray diffraction of crystalline powder. Fitting of the diffractograms with

several mathematical procedures helps us to estimate crystallite sizes and crystallinity
indices.
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Survey 2. Suitability to get structural information.

CRITERIA ASSESSMENT FOR EACH ALTERNATIVE

1.4. Do you think that all the decision criteria as described above are equally important when
assessing and determining which tooth substrate has similar structure to human teeth?

E] Yes |:| No

1.5. Please mark in the squares below to determine the relevance order that you consider
appropriate for each decision criteria (S;) when assessing and determining which tooth substrate
has similar structure to human teeth. Note that several criteria may be chosen to be equally
important.

Sy st (J2nd [ 3rd [ ] 4th
S, [ 1st (] 2nd []3rd [ 4th
S3 (] 1st (] 2nd []3rd (] 4th
Se [ st [(J2nd [J3rd [] 4th

1.6. Please compare the decision criterion chosen to be in the first place with the rest, using
the following labels as a linguistic scale for importance:

EL Equally important.

WMI: Weakly more important.

SMI:  Strongly more important.
VSMI: Very strongly more important.
AMI:  Absolutely more important.

1st — 2nd: (] EI (0 wMI [ sMI 0 vsMl [ AMI
1st — 3rd: ] EI (] wMI [ sSMI (] VvsSMI [ AMI
1st — 4th: (] EI 0 wMI [ SMI (0 vsMI  [] AMI
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ANEXO III
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ESMALTE HUMANO

ﬁ Region: 4000.00 400.00

o7 Absolute threshold: -0.002

:: “ Sensitivity: 83

osol Peak list:

045! ‘ Position Intensity
il L 411.91 0.0613
;e / \ 470.75 0.116

& 558.72 0.647

f 599.63 0.351

/ \ \ 872.12 0.151

LU 958.37 0355

" J v L 101491 0.744

o 1412.09 0.0474

"4000 Tas0 Ta000 “2s00 2000 T s00 " 000 " Ts00 1457.27 0.0489

o 1654.56 -0.00041
DENTINA HUMANA
o ﬂ Region: 4000.00 400.00
032 ‘ \ Absolute threshold: 0.026
o / Sensitivity: 83
o ) Peak list:
| oz / M Position Intensity
o 470.07 0.120
§ o | \ ) \ 559.02 0.366
\ \ 600.18 0.233
o / W 871.72 0.103
oo A 960.46 0.185
v/ \\A ) 1017.24 0.394
—— / 1412.08 0.0575
ﬁg}w% . W e 1448.39 0.0513
Wamumber e 1637.83 0.0406
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ESMALTE BOVINO

i Region: 4000.00 400.00
: J Absolute threshold: 0.001
I \ Sensitivity: 80
05 Peak list:
f / ( \ Position Intensity
I \ 402.54 0.0730
| \ 475.64 0.119
\ | 558.45 0.445
) \(\ b 599.90 0.265
| N J \ 871.62 0.132
M ) 958.73 0.254
- VAW, 1014.40 0.477
e e 1411.79 0.0552
4000 3500 3000 Zﬁﬂowamum”u (::I?ﬁ 1500 1000 500 1449_65 0'0509
1647.18 0.0153
DENTINA BOVINA
0.50; /\
oaol \ Region: 4000.00 400.00
- / | Absolute threshold: 0.013
| /\ Sensitivity: 75
o / Peak list:
§ 0zs) \ h' \ Position Intensity
| ) '\ 557.47 0.454
/ \ﬁ \ 599.60 0.280
; 0ol 871.67 0.142
| = 1015.44 0.507
/”\/\ / 1413.13 0.0764
- T J 1638.01 0.0635
L .o/ —

Wavenumbers (cm-1)
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ESMALTE OVINO

Absorbance

Wavenumbers (cm-1)

DENTINA OVINA

Region: 4000.00 400.00
Absolute threshold: 0.021
Sensitivity: 94

Peak list:

Position Intensity
408.89 0.0837
472.11 0.128
558.92 0.498
600.46 0.289
871.92 0.130
959.48 0.259
1015.68 0.573
1412.48 0.0560
1450.57 0.0536
1647.36 0.0215
1654.43 0.0216

‘Absorbance

Wavenumbers (cm-1)

500

Region: 4000.00 400.00
Absolute threshold: 0.045
Sensitivity: 83

Peak list:

137

Position Intensity
468.46 0.121
558.72 0.303
599.79 0.191
690.05 0.0669
871.24 0.102
1013.28 0.307
1412.51 0.0551
1439.16 0.0518
1637.72 0.0502
1654.18 0.0469




ESMALTE PORCINO

é 0.20
1l
0.10 / \\"\ J \\“
0.00 o "-«W«* /\/J/V\\\_J
ol e vzs.ﬂ(:’v.m';um!.ms.::‘.?:’]. e e e
DENTINA PORCINA
0.40- ﬂ\ N
i
: | \
' / \d\ J \
0.10: S
0.05: /\/JN\\ /
-0.00+ —-\_\‘\;\\\_ﬂ\ / -
........ R o cnn

Wavenumbers (cm-1)
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Region: 4000.00 400.00
Absolute threshold: 0.016
Sensitivity: 84

Peak list:

Position Intensity
476.08 0.115
559.26 0.402
600.12 0.244
871.93 0.108
959.60 0.211
1016.81 0.435
1412.77 0.0391
1450.84 0.0387
1647.27 0.0219
1654.37 0.0223

Region: 4000.00 400.00
Absolute threshold: 0.022
Sensitivity: 90

Peak list:

Position Intensity
401.13 0.117
557.73 0.401
599.28 0.250
667.61 0.0924
871.46 0.139
1013.25 0.414
1412.60 0.0684
1448.48 0.0646
1541.45 0.0478
1637.67 0.0717




HIDROXIAPATITA

Absorance

0.1 \.\ J
0.0 ,/\.—/*\——J o
B ———
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm-1)
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Region: 4000.00 400.00
Absolute threshold: 0.044

Sensitivity: 93
Peak list:

Position
472.76
559.37
600.04
627.42
962.39
1019.66
1088.92

Intensity
0.0825
0.734
0.340
0.133
0.175
1.224
0.228
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ANEXO IV
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Article history: Objective: The aim of this paper was to compare the chemical composition of human teeth

Accepted 31 January 2015 with other mammal species that are likely candid ates for replacing them in studies that test
dental material.

Keywords: Design: Dentine and enamel fragments extracted from 400 sound human, bovine, porcine

C/N analysis and ovine - 100 teeth per species - incisors and molars were mechanically ground up to a

TG-MS final particle size of less than 100 pm. (/N analysis, thermogravimetric analysis coupled to

WDXRF mass spectrometry (TG-MS), and wavelength dispersive X-ray fluorescence (WDXRF) were

Enamel used to analyse the samples’ composition.

Dentine Results: Elemental analysis showed more organic carbon and nitrogen in dentine thanin

enamel. Human enamel was the most highly mineralised, with C and N values close to
hydroxyapatite. Bovine dentine and enamel were the most similar to human. TG-MS: in
all species, enamel contained less carbon and organic matter than dentine. Thermal
decomposition of human enamel showed great similarity to synthetic hydroxyapatite,
and large differences from bovine, ovine and porcine enamel. Thermal decomposition
showed the greatest similarity between human and bovine dentine. WDXRF: Dentine
contained larger quantities of Mg, S, Sr and Zn than enamel. Enamel contained larger
quantities of P, Ca, Cl, Cu, K and Ca/P ratio than dentine. Human enamel and dentine
contained a higher Ca/P ratio, larger quantities of Cl and Cu and lower quantities of Mg, S,
Zn than the animal species.
Conclusions: Elemental analysis, TG-MS and WDXRF have shown that human and bovine
enamel and dentine show the greatest similarity among the species analysed.
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