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Resumen

T!TULO: “EFECTO DE LA RADIACION IONIZANTE SOBRE LAS PROPIEDADES
FISICO-MECANICAS Y CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES DEL
ESMALTE".

La radioterapia es uno de los tratamientos de eleccién para el cancer de cabeza y
cuello, debido a su alta efectividad. Su objetivo principal es lograr el control local del
tumor, sin embargo genera secuelas en los tejidos adyacentes a él. Lo anterior
incluye el dafio a los tejidos duros dentarios (esmalte/dentina), tanto en sus
componentes mineral como organico, siendo asi mas susceptibles al desarrollo de
lesiones cariosas y no cariosas asociadas a la radiacion. Existen controversias en
el efecto de la radiacion sobre el avance de lesiones no cariosas asociadas a los
componentes mineral y organico (proteinas colagénicas y no colagénicas) del
esmalte y dentina, siendo desconocido aun las consecuencias sobre, la unién
amelodentinaria(UAD), donde el contenido organico podria ser mas susceptible, lo
que podria afectar su capacidad para evitar la propagacion de grietas y resistencia
a la fractura. Asi, el efecto de la radiacién ionizante(Rl) sobre la UAD y su
repercusion en la integridad biomecanica de dicha interfase conformada por esmalte
y dentina, necesita ser esclarecido. Debido a esto, este estudio evallo la influencia
de la Rl sobre las propiedades fisico-mecanicas (tenacidad a la fractura) y
caracteristicas ultra-estructurales del esmalte-UAD en comparacion al tejido sano.
Para ello, un total de 12 terceros molares sanos, fueron divididos en 4 grupos (n=6)
segun: dosis de radiacion (0 Gy/70 Gy); y direcciéon de los prismas de esmalte
(paralelo/ oblicuo). Se sometieron a test de tenacidad a la fractura (Kic) en una
maquina de ensayo universal (0,1 mm/min) hasta punto de fractura. Para el analisis
ultra-estructural, se analizé los cambios en el contenido organico de la UAD a través
de espectroscopia ATR-FTIR en dientes desmineralizados (n=3). Los datos de K¢
se analizaron con ANOVA de dos vias y post hoc Test de Tukey (0=0,05). Los datos
de ATR-FTIR se analizaron con prueba U de Mann-Whitney (a=0,05). Se realizé
una valoracion cualitativa de la morfologia por Microscopia electronica de
barrido(MEB). Se pudo observar que, el comportamiento mecanico del esmalte-
UAD se ve afectado por la radiacién ionizante (p=0,035). El tejido ofrece menor
tenacidad al avance de la grieta cuando los primas se encuentran paralelos a este,
en comparacion a la disposicién oblicua (p=0,001). Esta disposicién ofrece menor
variabilidad en la Kc, independiente de la radiacién ionizante (p>0,05). El esmalte-
UAD sufre un cambio morfolégico posterior a la Rl valorado por MEB. Existe
reduccion del pico 2691 cm™ y aumento del rango 2660-3200 cm™ relacionados a
fosfolipidos en analisis por espectroscopia ATR-FTIR. Es posible concluir que, la Rl
genera alteraciones estructurales en el esmalte-UAD tanto en su contenido mineral
como organico, sufriendo fragmentacion lipidica en este (ltimo. Provocando una
disminucién en su desemperio fisico-mecénico frente al avance de grietas, es decir,
en la tenacidad a la fractura del tejido dentario.

Palabras llaves: "Efecto de radiacion”; “Unién amelodentinaria”; Esmalte; Delaminacion.



Introduccién

La radioterapia es uno de los tratamientos de eleccion para el cancer de
cabeza y cuello(1), debido a su alta efectividad dentro de las opciones
terapéuticas(2), empleandose como tratamiento primario o como adyuvante de la
cirugia(3). Tiene como objetivo principal lograr el control local del tumor, sin
embargo, genera secuelas en los tejidos adyacentes al tumor(4), como los tejidos
duros del diente (esmalte/dentina). Lo anterior, se genera por la accién directa de la
radiacién ionizante sobre el ADN (rupturas de la doble cadena), y las estructuras de
los organelos celulares, entre otros(5, 6); o de manera indirecta, producto de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) o de nitrégeno (RNS) (7) que conlleva a la
ionizaciéon o excitacién de los componentes moleculares del agua, lipidos y
particularmente al contenido organico — colagenico y no colagénico-(8) presente en
los tejidos (7).

Se ha observado que la radiacién ionizante afecta las estructuras minerales
y organicas (proteinas colagénicas y no colagénicas) del esmalte y la dentina(9, 10),
lo que podria hacerlas mas susceptibles al desarrollo de lesiones cariosas(11, 12).
Clinicamente se ven afectados sitios del diente poco comunes en lesiones cariosas
habituales, como superficies lisas o cuspides, donde histolégicamente el area mas
afectada es la unién amelodentinaria (UAD)(12-15). La perdida de capas de esmalte
por delaminacion, descrita por algunos autores(15-17) como co-adyuvante al
avance de estas |lesiones, podria estar relacionada con los efectos de la radiacién
sobre la UAD, lo que propiciaria la exposicion de tejido dentinario al medio,

haciéndolo mas vulnerable a la degradacion(18).

En la UAD subyace la fransicion e interacciéon entre dos tejidos histo-
morfologicamente diferentes(19); en dicha zona el contenido mineral se distribuye
en mayor proporcion proximo al esmalte, y decrece en la medida que se aproxima
al tejido dentinario. En tanto el contenido organico se localiza de manera inversa(19,
20), otorgandole asl la capacidad de restringir la propagacion de grietas bajo carga



masticatoria(21). Esto ademas reduce las concentraciones de estrés y actlia como
mecanismo de endurecimiento entre tejidos mecéanica y estructuralmente
diferentes(22). Sin embargo, aun existe controversia de los efectos generados por
la radiacion en esta unién y los tejidos involucrados (23, 24), donde el contenido
orgéanico puede ser mas susceptible(24-26). La radiacion ha mostrado generar una
drastica disminucién en la microdureza superficial del esmalte(10), asl como dafios
en las estructuras prismaticas(11, 27, 28), pérdida en su organizacion(25) y
reduccién de sus propiedades mecanicas(29). No obstante, el efecto directo de la
radiacién ionizante sobre el contenido organico y mineral involucrado en la UAD, y
su repercusion en la integridad biomecéanica (amortiguador biolégico) de dicha
interfase conformada por esmalte y dentina(30), no ha sido descrito, siendo
necesario de esclarecer.

Es por lo anterior que el presente estudio tiene como objetivo evaluar la
influencia de la radiacién ionizante sobre las propiedades fisico-mecanicas
(tenacidad a la fractura) y caracteristicas ultraestructurales (contenido mineral y
organico) del esmalte irradiado-UAD en comparacién al tejido no irradiado.



2. Marco Tedrico

2.1 Cancer Oral.

El cancer de cabeza y cuello (CC) corresponde al sexto cancer mas
frecuente(24, 31, 32) con una incidencia de 600.000 casos al afio a nivel
mundial(33), correspondiendo con el 4%, causando 360.000 muertes anuales(34).
Alcanza una tasa de supervivencia a cinco afios del 50-60%(34-36), siendo los
hombres aproximadamente dos a cuatro veces mas afectados que las mujeres(37).
En Chile, la incidencia es de 3907 casos por 100.000 habitantes(38), afectando 3,2
por encima a los hombres en comparacién a 1,2 mujeres por 100.000
habitantes(38).

El carcinoma de células escamosas (COCE) es la neoplasia maligna mas
comun del cancer oral y labio(39, 40), representando un 90%(40).
Topograficamente afecta las superficies mucosas de los labios, piso de la boca,
mucaosa bucal, encia superior e inferior, paladar duro, trigono retromolar, orofaringe
y lengua(41, 42). Siendo este Ultimo sitio el mas frecuente(43). El tabaquismo y el
alcohol, siguen siendo los factores de riesgo mas comunes(31, 44), junto a la mala
higiene bucal, dieta poco saludable, y la infeccién microbiana(31, 45)

Dentro de los enfoques de tratamiento se incluye el manejo Unico con cirugia,
asi como la terapia sistémica adyuvante (quimioterapia y / o agentes diana) y/o
radioterapia(41). Dichos enfoques, van a generar secuelas que pueden provocar
alteraciones fisicas, emocionales y psicosociales, afectando asl la calidad de vida
de los pacientes(46-48).

2.1.1 Radioterapia.

La radioterapia constituye uno de los tratamientos de eleccion para el cancer
de cabeza y cuello(1), debido a su alta efectividad dentro de las opciones
terapéuticas(2). Se emplea como tratamiento primario o como adyuvante de la
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cirugia(3), donde cada subsitio especifico dicta las técnicas de radioterapia, los
campos, la dosis y el esquema de fraccionamiento adecuados(4). El objetivo
principal de esta terapia, es lograr el control local del tumor mientras se minimiza el

dafio a los 6rganos criticos(4).

La radioterapia utiliza particulas u ondas de alta energia tales como: rayos
X, rayos gamma, rayos de electrones o de protones, para generar lisis en las celulas
cancerosas asociadas a la lesion tumoral(49). Dichas radiaciones pueden ser
administradas por un equipo extracorporal (radioterapia de haz externo) o irradiadas
a través del material radioactivo intracorpdéreo, en &reas cercanas de las
células/tejidos cancerosos (radioterapia interna, también llamada braquiterapia)(7).

La dosis de radiacion optima para cada tratamiento va a depender del
tamano y la ubicacién de los tumores primarios y los ganglios linfaticos del cuello.
En general, los tumores primarios y las linfadenopatias macroscépicas requieren
una dosis total de 54 a 70 Gray (Gy), administradas bajo un programa de
fraccionamiento  estandar de: 2 Gyffraccion, una fraccion/dia, 5
fracciones/semanales(50).

Esta terapia no solo afecta la proliferacion, metastasis y otros procesos
biolégicos asociados a las neoplasias, sino que también puede modificar
genéticamente los tejidos normales periféricos, causando dafio a las células no
tumorales, lo cual constituye un efecto perjudicial(51). Esto se genera por la accién
de la radiacion ionizante sobre los tejidos, ya sea actuando de manera directa sobre
ADN (rupturas de la doble cadena), estructuras de organelos, entre otros(5, 6); o de
manera indirecta, produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS) o de nitrégeno
(RNS) (7). Estas Ultimas, representan el 60% de los dafios causados por las
radiaciones ionizantes(52), y se provocan debido a la ionizacién o excitacién de los
componentes moleculares del agua y lipidos presente en los tejidos (7).

De manera particular, la radiacion ionizante afecta el contenido organico de

los tejidos, especificamente al colageno por su alta susceptibilidad, abundancia y
4



distribucion. Este se ve alterado en gran medida en sus propiedades fisicas y
quimicas, debido al cambio conformacional que los ROS/RNS provocan, en la
reticulacién, e incluso hasta la escisién de enlaces covalentes de la cadena principal

como de las cadenas laterales(8).

2.1.2 Efectos colaterales de la radiacion sobre tejidos orales.

Los efectos colaterales de la radioterapia se observan en aquellos tejidos
sanos adyacentes al campo de irradiacion tumoral, luego de ser sometidos a altas
dosis(41, 53). En el cancer de cabeza y cuello, los tejidos principalmente
involucrados de la cavidad oral son el maxilar, mandibula y glandulas salivales(15).
La severidad del efecto deletéreo sobre los tejidos, va a depender de la dosis de
radiacién y duracién de la terapia, sin embargo, factores propios de los pacientes
como la mala higiene oral, condicién previas de los tejidos orales, tabaquismo y
alcohol deben ser considerados como factores de mayor riesgo(15).

Los efectos colaterales pueden ser clasificados como temporales o agudos,
por ser los de primera aparicién, una vez iniciado el tratamiento de irradiacion en los
pacientes, y permanentes o tardios, a aquellos que, si bien pueden aparecer desde
etapas tempranas, son efectos deletéreas que se van a mantener de forma crénica,

incluso por largos perfodos de tiempo posterior a la radioterapia.

Dentro de los agudos se pueden describir: la mucositis oral(54),
candidiasis(55, 56), disgeusia/ageusia, dermatitis, trismos,
xerostomia/hiposalivacion y disfagia.

a) Mucositis oral: es la complicacién mas comun durante el tratamiento y en
casos severos podr(a llevar a la suspension del tratamiento(15). Se inicia
tras la segunda semana de tratamiento, causando dolor severo y dificultad
para realizar funciones como: hablar, tragar y comer(15, 57).

b) Candidiasis: Infeccion mas comin en los pacientes que reciben

radioterapia(15), y afecta paladar blando, lengua, y mucosa yugal(55, 58).
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c) Disgeusia/ageusia: puede aparecer desde la segunda o tercera semana
de tratamiento(59). La pérdida del gusto ocurre debido a un efecto directo
de la radiacion sobre las papilas gustativas, y a cambios en la saliva(60)

d) Dermatitis: denominado radiodermatitis(61), afecta la piel dentro del
campo de radiacion, presentando alteraciones como eritema,
descamacion, necrosis , ardor y dolor(62)

e) Trismos: ocurre cuando la articulacion temporomandibular y los musculos
masticadores se encuentran dentro del campo de radiacién(60, 63)

f) Xerotomia/hiposalivacién: es una de las complicaciones mas
frecuentes(55), que conlleva a otras adicionales(15), debido a que facilita
el desarrollo de mucositis, enfermedades periodontales, caries de
radiacion, e infecciones virales, flngicas o bacterianas(15, 57, 64)

g) Disfagia: su origen es multifactorial ya que puede deberse a
hiposalivacion, mucositis, fibrosis, edema, disminucion de la sensibilidad
en el tracto digestivo superior y depresion del reflejo tusigeno entre
otros(65, 66)

Por su parte, en los efectos tardios es posible observar: la
xerostomia/hiposalivacion de manera persistente, disfagia, osteorradionecrosis y

caries relacionada con la radiacién(15, 57, 59, 67).

a) Osteorradionecrosis: se generan cambios irreversibles debido a una
necrosis o6sea isquémica por desvitalizacion del hueso,
hipovascularizacion, hipocelularidad e hipoxia tisular local(58, 83, 68).

2.1.2.1 Glandulas salivales irradiadas.

Como fue expuesto anteriormente, los efectos adversos sobre las glandulas
salivales son diversos, de acuerdo a la dosis de radiacion acumulada, puede ocurrir
hipofuncién permanente de la gléndula salival, junto con cambios cuantitativos y
cualitativos en la composicién salival(69), comprometiendo la salud bucal y general,

disminuyendo asi la calidad de vida del paciente(70-72).



La gravedad del dafio glandular y el potencial de recuperacién dependen de
del volumen de la glédndula irradiada, la dosis de radiacion acumulada — dosis
criticas desde los 40 Gy para la glandula Parétida y submandibular(70)- y la
capacidad de repoblacién de las células supervivientes(69). Esta pérdida de funcién
se da desde la primera semana de tratamiento con una disminucion continua en la
tasa de flujo salival durante el curso de la terapia(73, 74), siendo ademas posible
identificar una segunda fase de deterioro en la secrecién hasta varios meses
después de finalizada la radioterapia y es concomitante con cambios progresivos e
irreversibles (75, 76). A lo anterior se suma una pérdida de inervacion
parasimpatica(77) y una lesion de las estructuras vasculares adyacentes ((57)35,
43 -45)

Existe una pérdida de las células acinares mucosas y serosas, siendo estas
ltimas susceptibles a una muerte temprana producto de la ruptura de membranas
y a la apoptosis celular inducida por la radiacion ionizante(78, 79). La diferencia de
radiosensibibilidad entre las células acinares se ha atribuido a la presencia de
metales pesados en los granulos secretores serosos(80, 81), que absorben la
energla de la radiacién promoviendo la liberacién y acciéon de radicales libres(80,
81), explicando asi el aumento de la viscosidad de |a saliva- debido a una proporcién
anormalmente alta de material organico(82)- y la disminucion del pH — reduccion de
la capacidad de tampdn-, variacién de inmunoglobulinas, proteinas antimicrobianas
y caida electrolitos salivares(60, 69, 77, 83).

Particularmente existe un aumento en las inmunoglobulinas (IgA, 1gG),
lisozimas, lactoferrina y albumina durante la radiacién, hasta 6 a 18 meses
posteriores(70), y una calda en la amilasa salival que se mantiene posterior al
termino de la radioterapia(70). En cuanto a los electrolitos existe una disminucién
en el bicarbonato y los fosfatos, con aumento del sodio, cloro, potasio, magnesio y
calcio, recuperando sus niveles normales 18 meses después de culminada la
radioterapia(70).



2.1.3 Efectos colaterales de la radiacion sobre tejidos duros dentales.

2.1.3.1 Esmalte irradiado.

En el esmalte irradiado los cambios degenerativos ante la exposicién a la
radiacion ionizante se observan tempranamente, con dosis desde los 30 Gy(84),
viéndose aumentados en un factor de 10 cuando estas superan los 60 Gy(85).

Existe reduccion de la microdureza del esmalte(10), del mddulo de
elasticidad, e indice de cristalinidad, debido a cambios micromorfolégicos como:
acortamiento de las varillas del esmalte(27, 28), pérdida del patrén de disposicion
regular y erosion del prisma, destruccién progresiva de la sustancia
interprismatica(84), aumento de la proporcién proteina/ mineral, lo que lleva a una
estructura amorfa(11, 84, 86). Lo anterior se refleja en la disminucion de la
capacidad del tejido para resistir la deformacion durante la masticaciéon(87), lo que
ocasiona una pérdida del tejido prismatico, posterior al avance de microfisuras que

llevan a una mayor susceptibilidad a la fractura por cizallamiento(88).

2.1.3.2 Dentina irradiada.

La tendencia a la susceptibilidad de la dentina frente a la radiacién ionizante
es similar a la del esmalte dental, debido a se observan cambios micromorfolégicos
con dosis desde 30 Gy(84). Sin embargo, al ser un tejido con mayor contenido
organico, principalmente coldgeno |, estos efectos son mas draméticos, y con
mayores consecuencias en la preservacion de la homeostasis del érgano dentino-
pulpar(10, 84). Se ha reportado degeneracion de los procesos odontoblasticos y de
la red colagena, reduccién de la proporcién proteina/mineral, obliteracion de los
tubulos dentinarios con grietas en sus paredes(84) y formacién de espacios en la
unién esmalte dentina(11, 89).

Como citado anteriormente, el alto contenido organico de la dentina, la hace
un tejido altamente vulnerable a los ROS y RNS, lo que provoca alteracion en las
8



estructuras proteicas secundarias y terciarias, con efectos nocivos sobre la
hidratacion de la red coldgena, obteniendo un tejido seco y friable, propenso a la

fragmentacion sus fibras(84).

2.1.3.3 Caries de la radiacion.

La caries dental es una de las enfermedades no transmisibles mas prevalente
en la actualidad(37), resultado de la pérdida del equilibrio dindmico entre el
huésped, el medio ambiente y el microbioma oral(90).

Lo anterior es explicado por Marsh 1994(91) en la teorfa ecoldgica de la
caries (Figura A) donde la composicion microbiana de la biopelicula es estable a
menos que ocurran “perturbaciones ambientales” que puedan afectar la
homeostasis microbiana(90), donde la dieta (principalmente azlcares libres), la
higiene bucal y los cambios en la composicién salival dan como resultado periodos
prolongados de pH bajo en la biopelicula, lo que altera esta relacién simbidtica
contribuyendo a la disbiosis(90). Tales condiciones inhiben el crecimiento de
especies beneficiosas e impulsan la seleccion de bacterias con un fenotipo
acidégenico y aciddrico(92, 93), tales como Strepfococcus Mutans (EM),
Lactobacillus, Scardovia Wiggsiae y varias especies de Actinomyces(92)
aumentado el riesgo de caries.

Esta patogenesis involucra acidos organicos, el subproducto del metabolismo
microbiano de los aztcares libres de la dieta(94). Donde a medida que el pH de la
biopelicula disminuye, alcanza un punto en el que el fluido de la biopelicula en la
superficie del diente esta sub-saturado con respecto al mineral del diente, y se
produce la disolucion para mantener el equilibrio(95). Dicho proceso inicia en la
superficie del diente, especlificamente en el esmalte, y continla avanzando hacia la

dentina si las condiciones desfavorables persisten(92, 96).



TEORIA ECOLOGGICA DE MARSH
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Figura A: Esquema de la Teoria ecoldgica propuesta por Marsh (1994). (Autor:
Marsh, 1994)(91)

Si bien las lesiones de caries comparten el aspecto multifactorial que les da
origen en los tejidos duros del diente, las caries asociadas a la radiacion ionizante
difieren en su aspecto clinico, patrones de aparicién y progresion de lesiones no
asociadas a radioterapia(24, 28, 85).

Estas lesiones ocurren posterior al tratamiento de radiacion, y es consenso
en la literatura, que esto es debido al dafio colateral que se produce tanto en las
estructuras dentales (cambios en las propiedades mecanicas, micromorfologia,
propiedades de los cristales de hidroxiapatita, y composicion quimica)(24, 84) como
por la hipofunciéon generada sobre las glandulas salivales(55, 86, 97). Tiene una
incidencia de entre un 29% al 37% en pacientes sometidos a dosis de radiacion
medias a altas(86), alcanzando un indice COPD de 9,19(98).

Clinicamente se observa un avance acelerado y agudo(10), donde se ven
afectadas las superficies lisas del diente especificamente el area de unién
amelodentinaria - cervical-(12-15), o zonas atipicas -bordes incisales o clspides de
los dientes-(99) adquiriendo un color oscuro o marrén difuso(99). Se caracteriza
ademas por iniciar con una fractura de cizallamiento del esmalte -delaminacién-, lo

que determina el mayor riesgo de deterioro de la superficie externa de la dentina
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subyacente(18, 84), exponiéndola ademas al medio oral alterado de estos pacientes

desde los tres meses posterior a la radiacién(100).

Lo anteriormente descrito conlleva a secuelas que pueden ser catastroficas
en estos pacientes inmunoldgicamente comprometidos, como son infecciones
odontogénicas con riesgo de osteorradionecrosis(58, 101) En consecuencia, la
calidad de vida de los pacientes, tanto en la interaccion social (48), como en el
desarrollo de funciones orales basicas (masticacién, habla, entre otras)(47) se ve
disminuida, ademas del dolor asociado a la progresion de estas lesiones(102).

2.1.4 Microbioma y radiacion.

Existe una creciente evidencia de que los miembros del microbioma humano
estan altamente asociados con una amplia variedad de tipos de cancer(103). Los
impactos de la radiacion sobre el microbioma oral son aun desconcertantes, se ha
propuesto que las fluctuaciones observadas en la disposicién del microbioma en las
superficies epiteliales en pacientes contribuyen a la patogénesis de la mucositis
oral(104, 105).

Posterior a la radioterapia es posible observar cambios en el
microbioma(106-108), dados por un aumento de Streptococcus Mitis, Streptococcus
salivarius, Enterococcus y bacterias cariogénicas como Lactobacillus spp(109) y
Streptococcus Mutans(110, 111), mientras que el nivel de Streptococcus sanguis,
Fusobacterium Nucleatum(112) y Neisseria disminuyé después de la
radiacién(113). En cuanto a los hongos, existe un aumento en el nimero de Candida
albicans(109, 112).
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3.1 Histologia Dental.

3.1.1 Esmalte Dental.

El esmalte es un material nanocompuesto jerarquico con una organizacion
intrincada(114, 115), la cual es la clave de su rendimiento mecanico. Es el tejido
mas calcificado del cuerpo humano y a su vez el que posee menor contenido
organico(116). Su composicién quimica esta dada por aproximadamente un 96% de

cristales de apatita inorganica, un 1% de material organico y 3% de agua(117, 118).

La unidad basica que compone el esmalte dentario es el prisma o varilla de
esmalte que posee un tamafio de 30 nm de espesor y 60 nm de ancho(21), el cual
se encuentra envuelto en una vaina de matriz organica(119). Cada uno de estos
estd asociado a un contenido de esmalte interprismatico, que consiste en
nanocristales dispuestos en un éngulo de 60° respecto al eje mayor de éste(114).
Los prismas del esmalte se encuentran alternados, paralelos, oblicuos y
entrecruzados(120) extendiéndose como una matriz compacta desde la union
amelodentinaria(UAD) hasta la superficie del esmalte encontrandose
aproximadamente perpendiculares al limite o UAD(116). En las areas cuspideas e
incisales las varillas se retuercen y entrecruzan, lo que se denomina
decusacion(116). Dicho patrén, es un mecanismo de endurecimiento estructural
responsable de la resistencia del esmalte al crecimiento de grietas o fracturas en

estas areas de mayor esfuerzo masticatorio(121, 122).

Proximo a la UAD, la estructura del prisma del esmalte no esta
completamente desarrollada, de modo que dicho tejido muy cerca de esta union
puede parecer aprismatico o sin la estructura prismatica, disminuyendo su dureza
superficial a medida que se acerca al tejido dentinario, en comparacién con el
esmalte oclusal o cuspideo(118).

A nivel nanoestructural, la unidad béasica de cada varilla es una serie de

nanocristales de apatita carbonatada paralelos morfolégicamente entre si, y
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alineados aparentemente con su eje ¢ (eje mayor), a lo largo del eje de la
varilla(123), donde cada uno de ellos posee un ancho de ~ 50 ym y mas de 10 ym
de largo(124). Sin embargo, en cuanto a sus orientaciones cristalograficas no se
encuentran coorientados, es decir, la extension del angulo de sus ejes ¢ dentro de
cada varilla es de 30° generalmente, y hasta 60° o incluso 90° de manera
ocasional(125). Lo anterior proporciona al tejido un mecanismo de endurecimiento
a nivel ultraestructural, ya que la diferencia de orientacién entre nanocristales
provoca que una grieta o falla debe propagarse a lo largo de las interfases de los
nanocristales, sufriendo deflexion a cada paso(125), aumentado con ello la
tenacidad a la fractura del esmalte a nano escala(125).

Cada uno de los nanocristales dentro de una varilla del esmalte se
encuentran apoyados entre sl, con una matriz organica que también se encuentra

a este nivel en forma discontinua en el medio(119).

Por su parte, los nanocristales de hidroxiapatita de la zona interprismatica,
estan predominantemente coorientados en grandes dreas del esmalte, con una
angulacion de 30°(125), siendo denominados por algunos autores como “fase
continua del esmalte”(114). (Figura B).

13



HAP fiber
~35nm

Enamel

Dentin

Pulp chamber
Tooth

Figura B: Esquema de la composicién jerarquica del esmalte dental. (Autor: Weng
Z.y colaboradores, 2016)(126).

En cuanto a la matriz organica del esmalte, esta se encuentra a 300 um
desde la UAD hacia la superficie externa del diente(127), teniendo mayor presencia
en zona de cuspides en comparacién zonas cervicales(127).

Se encuentra compuesta por colageno tipo IV y VII, XlI(128) y enamelisina
(MMP-20)(127, 129). Ademas de proteinas no colagenas (PNC) que son parte de
dicha matriz en menor proporcién, entre las que se encuentran: amelogenina
(AMEL) — isoforma 1 y 3(130)-, la mas abundante alcanzando un 90% dentro de las
PNC; ameloblastina (AMBN) en un 5%, enamelina (ENAM) en un 1% y en menor
concentracién calicreina 4 (KLK4) que representan <1% de las PNC(130, 131);
ademas de proteinas inespecificas como alblmina sérica y antitrombina(132).

Las fibrillas de coldgeno se entrelazan con el mineral del esmalte, estando

los cristales de fosfato de calcio dentro o entre ellas(19) combinandose con la red
fibrilar de la matriz dentinaria interna(133). Cada una de ellas, en su microestructura
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estd formada por haces de microfibrillas altamente reticuladas con enlaces
covalentes(134), que proporcionan estabilidad a la red colagena(19).

El colageno tipo IV (cadenas o) o colageno no fibrilar(135), el principal
componente de las membranas basales, caracterizandose por su capacidad formar
redes de manera tridimensional (136). Son moléculas mas largas que los colagenos
fibrilares y contienen varias discontinuidades en la repeticién (Gly-X-Y)(137). Se
vinculan con redes de laminina a través de nidégenos, puentes disulfuro y por
enlaces cruzados de lisina, confiiendo asi mayor estabilidad mecénica a la
estructura(138).

Por otro lado el colageno VIl es el componente principal de las fibrillas de
anclaje, que conecta y estabiliza las membranas basales(139) con el esmalte
subyacente, interactuando con el colégeno tipo IV subyacente, el colageno | de la
matriz y la laminina (140, 141).

Finalmente el colageno XlI, es parte de la familia de colagenos asociados a
fibrillas con ftriple hélices interrumpidas (FACITS)(137). Este grupo modula las
propiedades superficiales de los colagenos fibrilares incorporandose en el espacio
interfibrilar en fibrillas escalonadas, localizandose en la membrana basal o en las
uniones que separan diferentes tipos de tejidos(136), co-localizandose en tejidos
ricos en colageno tipo 1(142).

3.1.2 Unidén amelodentinaria (UAD)

La union o limite amelodentinaria (UAD), es una estructura tridimensional
compleja y critica, que permite la unién intrincada y transicién de dos tejidos
morfolégico y embrioldgicamente diferentes(21). Se ha descrito que representa la
posicion original de la membrana basal de ameloblastos y odontoblastos(22). Debe
ser considerada como una amplia regién de transicion entre dos tejidos que
interactian y no como una interfaz discreta(22).Siendo una zona anatémicamente

delgada con un ancho funcional mas amplio; donde el esmalte y la dentina cerca de
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dicho Iimite tienen microestructuras y propiedades ligeramente diferentes a las fases
masivas mas distantes(143).

Alcanza los 45 um de ancho separando el esmalte y la dentina(19); tejidos
que poseen diferentes propiedades mecanicas, por un lado el esmalte es duro ,
quebradizo y rigido(22) y la dentina es mas flexible, resistente (22) y elastica debido
a la presencia de coldgeno(144). Dichas diferencias permiten que esta zona de
transicion sea responsable de restringir la propagacién de grietas bajo carga
masticatoria(21) y mejorar la longevidad del diente debido a sus patrones organicos
y minerales particulares(22, 145). Ademas reduce las concentraciones de estrés y
actia como un mecanismo de endurecimiento entre tejidos mecanica y

estructuralmente diferentes(22).

La variacion del contenido inorganico de esta zona de transicion inicia con
una intensidad alta en fosfato de calcio (cercano al esmalte), disminuyendo en su
capa interna, asociandose a una menor dureza y rigidez(20) y termina
completamente al cruzar hacia la dentina(19). En los tibulos dentinarios se observa
un patrén regular de fosfato donde la dentina peritubular es rica en este mineral.

En cuanto al contenido orgdnico se distribuye de manera opuesta,
existiendo bajo colageno en el esmalte y aumentado progresivamente hacia dentro
de los tdbulos dentinarios (19), con un contenido intermedio en la zona de transicién.
Este contenido organico esta represéntado por la reticulacion del colageno, a través
de sus enlaces covalentes, donde la amida | ( sub-bandas 1660 y 1690 cm™) es la
banda mas reportada(19). Asi la composicion de esta zona estd dada
principalmente por proteinas coldgenas tipo LIV,VII,XVII(128, 146), proteinas
fosforiladas y no fosforiladas como amelogenina y ameloblastina(21, 128), donde
su interaccién con el colageno le otorga continuidad funcional a esta interfaz(21).

Es importante destacar que la proteina coldgena tipo IV, contiene cadenas
alfas macromoleculares que le permiten formar una estructura de red interactuando

con el colageno tipo VIl y en su conjunto con el colageno tipo | formando complejos
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multiméricos(147). En tanto el colageno tipo VI, adquiere un patrén helicoidal
distribuyéndose cercano a las zonas con primas de esmalte en clspides, pero

practicamente ausente en zonas cervicales(148)

Sumado a lo anterior tanto los haces gruesos de colageno tipo | (1-5 um de
diametro)(149), como el colageno tipo VI adquieren una posicion pararela a la
superficie del diente(148), con lo que podrian estabilizar la UAD explicando su
tenacidad a la fractura y resistencia a la propagacion de grietas(149).

Por otro lado el colageno XVII, es parte de la familia de colagenos
transmembrana, siendo parte del complejo de anclaje del hemidesmosoma, que une
celulas epiteliales a la membrana basal subyacente (Figura C)(150).

Finalmente se ha reportado en esta transicion de tejidos una mayor

proporcién de gelatinasas , especificamente las metaloproteinasa 2 ( gelatinasa A)
y metaloproteinasa 9 (gelatinasa B)(145).
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ESTRUCTURA DE UNIGN AMELODENTINARIA

ESMALTE

DENTINA

......
---------------------------

Ty

Figura C: Composicion estructural de la unién amelodentinaria. Adaptacion Autor:
Fratzl P., 2008)(137).

3.1.3 Dentina

La dentina es un tejido calcificado rico en proteinas(19), metabdlicamente

activo, que tiene la capacidad de reparacion ante una noxa, mediante la formacion
de tejido dentinario durante toda la vida(151)

Tiene una micromorfologia compuesta por tabulos de 1-2 um(152) de
diametro rodeados por una capa hipermineralizada (~1 pm) llamada dentina
peritubular, y una matriz intertubular mas blanda, donde el material organico se

concentra(153). Dichos tlubulos se extienden desde la pulpa dentinaria hasta la
unién amelodentinaria y cementodentinaria (154)

Se compone por un 30% de matriz organica, 50% de contenido inorganico
de apatita carbonatada y 20% de agua(152). En cuanto a la matriz organica contiene
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principalmente coléageno tipo I (constituyendo un 90%) con trazas de coldgeno tipo
iy IV (en un 3%)(144, 155), ademas se ha encontrado en menor proporcién
protelnas no coldgenas como proteoglicanos, osteonectina, enamelisina,
sialoproteina(156) fosfoproteinas(157) y proteinas de la familia de serpinas,
antitrombina-lll y la alfa-1-antitripsina(130).

La fibra de colageno tipo | tiene un tamafio de 100-200 nm(158) el cual
resulta del autoensamblaje de dos cadenas -alfa 1 y alfa 2 -, originando una triple
hélice con una conformacion de espiral enrollado(144), danto una estructura de red
tridimensional(19).

Las fibrillas de coldgeno estan constituidas por haces de microfibrillas
reticuladas dispuestas por el escalonamiento de las moléculas de colageno(134).
Dichas reticulaciones endégenas proporcionan enlaces covalentes a la
microestructura, influyendo en la estabilidad de la matriz de colageno y con ellos en
las propiedades mecanicas de la dentina (Figura D)(159).

En tanto el colageno tipo lll, también se caracteriza por formar fibrillas,
siendo al igual que el colageno tipo | y IV, los mas abundantes en el ser
humano(160).

Por otro lado, su contenido inorganico esta dado por los cristales de fosfato
de calcio que mineralizan las fibras de colégeno en su interior como entre ellas(19).
Dicho contenido inorganico mineral es fundamental para los desafios mecénicos
durante la funcién masticatoria, ya que actuan como rellenos de compresién
endureciendo las fibras de colageno(161, 162), permitiendo asi un aumento en la
resistencia total de la dentina(163).
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ESTRUCTURA COLAGENO TIPO |

Fibrilla de coldgeno

80-100 nm.
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e e
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Figura D: Estructura macro y micromolecular de coldgeno tipo |. Adaptacion Autor:
Vidal C. y colaboradores, 2014)(134).
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4. Pregunta de investigacién

¢ Existe influencia de la radiacion ionizante sobre las propiedades fisico-
mecénicas (tenacidad a la fractura) y caracteristicas ultraestructurales (contenido
organico e inorgénico) del esmalte-UAD irradiado en comparacion al tejido no

irradiado?

5. Hipotesis de trabajo

La radiacién ionizante influye sobre las propiedades fisico-mecanicas y
caracteristicas ultraestructurales del esmalte-UAD en comparacion al tejido sano no

irradiado.

5.1 Hipétesis de investigacion (Ho):

1. La radiacién ionizante no influird en la tenacidad a la fractura (Kic) del
esmalte-UAD in vitro en comparacion al tejido sano de dientes humanos
extraidos.

2. La radiacién ionizante no influird en el contenido inorganico (razén de
carbonato / fosfato, indice de cristalinidad [Cl], y morfologia) del esmalte-UAD
in vitro en comparacion al tejido sano de dientes humanos extraidos.

3. La radiacion ionizante no influira en el contenido organico (razéon de amida Il

/ fosfato, amida | y sub-bandas 1660/1690, y fosfolipidos) del esmalte-UAD
in vitro en comparacion al tejido sano de dientes humanos extraldos.
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6. Objetivo General

Evaluar la influencia de la radiacién ionizante sobre las propiedades fisico-
mecanicas (tenacidad a la fractura) y caracteristicas ultraestructurales del esmalte-
UAD en comparacion al tejido no irradiado.

6.1 Objetivos especificos:

1) Evaluar la tenacidad a la fractura (Kic) del esmalte-=UAD irradiado in vitro en
comparacion al tejido sano de dientes humanos extraidos.

2) Evaluar el contenido inorganico (razén de carbonato / fosfato, indice de
cristalinidad [CI] y morfologia) del esmalte-UAD irradiado in vifro en
comparacion al esmalte-tejido sano de dientes humanos extraidos.

3) Evaluar el contenido organico (razén de amida lll / fosfato, amida | y sub-

bandas 1660/1690, y fosfolipidos) del esmalte-UAD irradiado in vitro en

comparacion al esmalte-tejido sano de dientes humanos extraldos.
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7. Materiales y métodos

7.1 Tipo de estudio: Estudio Experimental in vitro.

7.2 Tipo de muestra: Probabilistico, debido a que los dientes a utilizar fueron

seleccionados aleatoriamente para la aplicacion de cada intervencion.

7.3 Seleccion de la muestra:

Para el calculo de muestra se considero protocolos disponibles en la
literatura con relacién a los grupos control seleccionando el valor (2,07 MPa) y
desviacion estandar (0,75) de la tenacidad a la fractura (121). De esta forma se
obtuvo un total de 6 dientes humanos como minime por grupo (n=6), valor obtenido
a traves de un test de calculo de equivalencia, considerando un nivel de significancia
del 5% y una potencia de 80%.

Basados en la literatura (Perdigao y cols, 2014)(164) seran necesarios 6
cuerpos de prueba por grupo para observar una magnitud del efecto detectable
entre los grupo control y los experimentales con una potencia de 80% y nivel de

significancia de 5% (alfa).

Se utilizé las siguientes férmulas:
n="f(a/2, B) x2x02/ (U1 - p2)2
f(a, B) = [P-1() + -1(B)]2

Donde p1 y p2 son el oufcome del control y del grupo experimental
respectivamente y 02 es la desviacion estandar (10,5), ®-1 es la funcién de
distribucion acumulativa de una desviacion normal estandarizada. Ajustes por cruce
basados en la férmula,
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nadj = n x 10,000 / (100 - c¢1 = ¢2)2, Donde ¢¢ and c2 son los porcentajes de
cruce en el control y el grupo experimental respectivamente.

En base a lo anterior se trabajé con un nimero de 12 dientes humanos que

fueron aleatoriamente divididos segln la dosis de radiacién (0 y 70 Gy) vy la

direccién de los prismas de esmalte, segun lo indica el cuadro 1.

Se afiadié por triplicata 3 dientes adicionales para test de Espectrometria
de infrarrojo por transformada de Fourier con reflexion total atenuada (ATR-FTIR)

ro1: Gr

studio:

Grupos

Tipo de grupo

Descripcién

ND

Esmalte paralelo sin
irradiacion. (EPC1)

Control 1.

Cubo de esmalte 2x2
mm con prismas de
esmalte ubicados
paralelo a linea de
fractura. 0 Gy (No
irradiado).

Esmalte paralelo
irradiado con 70 Gy
(EPI1)

Grupo de prueba 1

Cubo de esmalte 2x2
mm con prismas de
esmalte ubicados
paralelo a linea de
fractura. Irradiado con
70 Gy

Esmalte oblicuo sin
irradiacién. (EOC2)

Control 2.

Cubo de esmalte 2x2
mm con prismas de
esmalte ubicados
oblicuos a linea de
fractura. 0 Gy (No
irradiado).

Esmalte oblicuo con
70 Gy (EOI2)

Grupo de prueba 2

Cubo de esmalte 2x2
mm con prismas de
esmalte ubicados
oblicuos a linea de
fractura. Irradiado con
70 Gy
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7.4 Criterios de inclusion y exclusion

7.4.1 Criterios de inclusion:
- Terceros molares obtenidos bajo consentimiento informado.
- Terceros molares libre de caries con corona Integra.
- Terceros molares incluidos.

7.4.2 Criterios de exclusién:

- Terceros molares que no han sido manejado con cadena de conservacion
adecuada,

- Abordaje quirtrgico (odontoseccion- fracturas de esmalte)

- Terceros molares que poselan alguna alteracién del esmalte (hipoplasia,
fluorosis, amelogenesis imperfecta etc)

25



7.5 Variables:

7.5.1 Variables Independientes.

Variable Tipo de variable | Unidad de | Definicién Definicién
Medida conceptual operacional
Dosis de | Cualitativa Gray (Gy) Dosis de | Existencia o no
radiacion. nominal radiacion de radiacién a la
absarbida por un | cual fue sometida
tejido  bioldgico | la muestra,
atravesado por | simulando la
una radiacion. dosls de
radiacion en
tratamientos de
cancer oral,
Direccion de | Cualitativa Paralelo/ Direccion de los | Observacion
prismas de | Nominal Oblicuo. prismas de | mediante  lupa
esmalte.
esmalte respecto | binocular
a la linea de | OLYMPUS SZ60
propagacion a la | de disposicion de
fractura. prismas de
esmalte respecto
a linea de
propagacion a la
fractura.
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7.5.2 Variables Dependientes.

Variable Tipo de variable | Unidad de | Definicién Definicién
Medida conceptual operacional
Contenido Cuantitativa cm™’ Contenido  de | Medicidn por
orgénico continua proteinas del | espectrometria de
tejido en estudio. | la razén  de
cantenido organico
(amida |ll/ fosfato y
amida | y sub-
bandas 1660-
1690, y
fosfolipidos) de un
CUErpo
Contenido Cuantitativa cm ™ Contenido Medicion por
Inorganico continua mineral del tejido | espectrometria de
en estudio la razén  de
contenido
inorganico
(carbonato/fosfato)
de un cuerpc
Tenacidad a la | Cuantitativa Kic Resistencia que | Valores obtenidos
Fractura continua opone un |al someter un
material al | cuerpo de estudio
crecimiento de|a la  tensién
una grieta. suficiente para
propagar un
defecto

preexistente  en
ch
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7.6. Metodos:
7.6.1 Tenacidad a la Fractura (Kic)

Una vez obtenidos los cuerpos de prueba a partir de cada diente, se aplico
como técnica la prueba de tenacidad a la fractura, la cual aplicé una carga constante
por medio de una maquina de ensayo universal (Instron Emic 23-5S, Sao Jose dos
Pinhais, PR, Brasil), a una velocidad constante de ensayo de 0.1 mm/min, hasta el
punto de fractura. La carga medida en Newton (Fuerza [F]), en relacién al area de
contacto (Area [nm?]) determind la tenacidad a la fractura en Kic segun la siguiente
foarmula(121):

P [B*+1
~BVW Y B+1

Ki (1.59 _801a+ 13.53a2) [MPa mﬂ-ﬁ]

7.6.2 Espectrometria de infrarrojo por transformada de Fourier con
reflexion total atenuada (ATR-FTIR)

Para el analisis se utilizé la técnica de ATR FTIR, en el tejido de esmalte de
cada grupo después de la aplicacion del tratamiento de radiacion ionizante (0 y 70
Gy) segun correspondla. Fue utilizado un espectrometro FTIR (Nicolet iS5, Thermo-
Nicolet Instruments, Madison, WI, EE. UU.). Los espectros fueron recogidos entre
4000 y 400 cm™, a una resolucién espectral de 4 cm™, con un cristal de diamante
(Smart Orbit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), Mediante la adicién
conjunta de 64 escaneos.

Se considero la banda de absorcidn caracteristica de los enlaces peptidicos
de amidas | y lll (Tabla 1) para los componentes proteicos, las bandas de carbonato
y fosfato, y para la comparacion semicuantitativa entre los grupos, se resto la sefial
de fondo. Ademas fueron analizados peaks asociados al contenido de fosfolipidos
en el tejido dentario mineralizado (Tabla 1)
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Tabla 1: Asignacién general de bandas para los espectros de ATR-FTIR de tejido

duro dental.

Picos de numero ‘Nombre, Definicién.
de onda.

1680-1600 Amida I. Proteina  C=0
estiramiento de  proteina,
Colageno tipo |.

1480-1580 Amida Il. Proteina N-H curva
junto con estiramiento.
Colageno tipo I.

1200-1300 Amida Il Proteina N-H curva
junto con estiramiento.
Colageno tipo I

1400-1580 vVCOs* Modo de vibracion de
banda carbonato.

3 A 963 PO4* ! Modo de vibracién de

banda fosfato.

602 POs* v2 Mado de vibracion de
banda fosfato.

3 1033 POs* 3 Modo de vibracién de

banda fosfato.

562 = POs* V? ~ Modo de vibracién de
banda fosfato.

2961 C-H Acido caproico, Modo
estiramiento,

2600-3200 C-H Rango de fosfollpidos

tipa Alcano, v1 peptide modo.

Rangos y bandas de tabla: Mufioz y cols. (2020)(10, 165, 166)
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El resultado de las 4reas debajo de los picos fue normalizado a la

absorbancia de la frecuencia de vsPOs en 1015 cm™'.

Finalmente fue calculado el [ndice de Cristalinidad (ICrrir), bajo la ecuacion:
%1551 p 1597 / 1588, donde 1551, 1597 e 1588 representan las intensidades de las
bandas 551, 597 y 588 cm™', respectivamente. Se utiliz6 el software OMINIC
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) Para la normalizacion de los

espectros y los analisis.
7.7 Pertinencia de la técnica.

Las pruebas in vitro permiten al investigador controlar las condiciones del
estudio(167) (la seleccién de los grupos de tratamiento, la naturaleza de las
intervenciones, el tratamiento durante el seguimiento y la medida de los resultados)

a fin de establecer comparaciones sin sesgos(168).

Otros autores establecen ventajas como: 1= |a rapidez de reunir los datos
sobre un parametro/propiedad especifica, 2- la relativa facilidad de la metodologia
del test utilizado comunmente, 3= |la posibilidad (necesidad) de medir un paramento
especifico, mientras se mantienen otras variables constantes, 4- ser capaz de
comparar directamente el desempefio de un material/técnica nueva y/o
experimental con un Gold standard , 5- ser capaz de probar simultdneamente
muchos (dentro de ciertos |lmites) grupos experimentales, dentro de un mismo

estudio, y 6= ser capaz de utilizar instrumentos/protocolos de bajo costo(169)

Estas pruebas en lineas generales se pueden clasificar en dos grupos
principales(170): mediciones de las propiedades fisicas y las simulaciones de
comportamiento clinico. En el primer grupo se encuentran las pruebas
estandarizadas de fuerza, tenacidad a la fractura, la dureza, la expansion térmica,
entre otras, sin la utilizacion de muestras dentales. En el otro grupo encontramos
las simulaciones de comportamiento clinico que buscan crear condiciones de reto

flsico y quimico presentes en la cavidad oral, sometiendo a los cuerpos a cargas
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(monoténicas o ciclicas), a variaciones térmicas, utilizando especimenes

clinicamente reales(171).

7.8 Control de sesgos y limitaciones.

Una de las limitaciones del estudio es su naturaleza experimental in vitro,
del cual se obtendran resultados en tiempo inmediato. Se debe considerar, ademas,
que se comparo tejido dentario sano (0 Gy) versus tejido dentario sometido a dosis
maxima de radiacion (70 Gy), pudiendo existir variaciones respecto a menores dosis
de radiacién ionizante.

El sesgo de instrumento se controlé con la calibracién por concordancia
intra~evaluador del operador a través de estudio piloto.

7.9 Consideraciones de bioseguridad.
Se ingreso al laboratorio contando con las medidas de proteccién personal

correspondientes: guantes, mascarilla, delantal y lentes de proteccion; debido a que
se manipularon muestras biol6gicas, y se utilizé maquinaria de corte.
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7.10 Materiales utilizados:

Fueron utilizados los siguientes materiales para la confeccién de la muestra

(Cuadro 2) (117).

Cuadro 2: Materlales utilizados

Material/ N°Lote Fabricante
Resina Bulk Dentsply
fill flowable
Total Etch Ivoclar Vivadent.
Heliobond Ivoclar Vivadent
Adhesivo universal 3M-ESPE

Scotchbond

Composicion Presentacién

vl

Resina de Dimetacrilato de

uretano modificado
patentada &F S
Acido Ortofosférico
r_g::_ -

Bis-GMA, TEGDMA, iniciadores,
estabilizadores.

Monémero de fosfato MDP,
resinas de dimetacrilato, HEMA,
copolimero de acido
polialquenoico modificado con
metacrilato, relleno, etanol,
agua, iniciadores y silano.

Bis-GMA: Bisfenol glicidil metacrilato; TEGMA: Dimetacrilato trietilenglicol; HEMA: Etoxietil
metacrilato; MDP Metacriloxidecilfosfato dihidrogenado.
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7.11 Preparacion de la muestra:
7.11.1 Test de Tenacidad a la fractura (Ki.)

Bajo donacién se utilizaron terceros molares de pacientes remitidos a
pabellén de Cirugla de la Facultad de Odontologia UV, donde fueron extraidos por
indicacion terapéutica, previamente firmado el consentimiento informado. Los
dientes extraidos fueron inmediatamente congelados a 20°C.

Para la etapa de caracterizacién de la muestra, los 12 terceros molares
incluidos fueron distribuidos en 4 grupos segun las siguientes variables: Irradiacién
(irradiado a 70 Gy / no irradiado 0 Gy) y direccion estructural de los prismas de
esmalte (paralelo / oblicuo) (Figura E).

Na Irradiado (0 Gy) Irradiado (70 Gy)

Figura E: Caracterizacion de la muestra: a) Diente no irradiado (0 Gy) con prismas en direccion
paralelo (EPC1) direccion oblicua (EOC2) b) Diente irradiado (70 Gy) con prismas en direccién paralelo
(EPI1) direccidn oblicua (EQI2)
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Cada uno de los terceros molares incluidos fue descongelado a temperatura
ambiente en agua destilada durante 90 minutos, para realizar de manera inicial con
un corte transversal a nivel de la unién amelocementaria de manera de eliminar la
raiz del diente (Figura F: a-b), luego se realizaron cortes transversales en sentido
mesio-distal de cada diente, para obtener discos de 2mm de espesor (Figura F: c-
d) (ISOMET 1000, Buehler Lid., Lake BIuff, IL, EE.UU). Posteriormente se
obtuvieron 2 especimenes de prueba de cada uno de los discos obtenidos,
especificamente de esmalte abarcando la zona de unién amelodentinaria (DEJ)
mediante el corte de cubos pequefios (2x2x2m?) (Figura F: ) utilizando un disco de
corte impregnado en diamante, bajo hidratacién continua. Luego la superficie fue
pulida con lija #600 (# 1500-3000 grano SiC durante 60 s) en un recipiente de vidrio

con agua con movimientos circulares en sentido horario durante 30 segundos.

Corona —+ // \ \

Paralelo
P' f Oblieua
d) e)

Figura F: Representacién de zona de obtencién de cubos de esmalte y DEJ, en corona dentaria. a)
Separacién de corona-ralz, b) Obtencidn de porcién coronaria. d) corte transversal en sentido mesio-distal
de corona. e) Disco obtenido de porcidn coronaria. f) Corte de cubos 2x2x2m?,
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Las muestras fueron insertadas en una matriz de resina compuesta con
dimensiones de 8x6x2 mm? (Figura G), previo acondicionamiento con acido
ortofosférico por 15 segundos, fue lavado con agua por el mismo tiempo y secado
por 5 segundos con spray, luego se aplico sistema adhesivo (Scotchbond Universal
Adhesive 3M ESPE) segln las instrucciones del fabricante, fotopolimerizando 40
segundos utilizando una unidad de fotopolimerizacion LED a 800mW / cm?
(Bluephase N MC, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) por cada cara seguido
de una capa hidréfobica de resina (Heliobond, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) para fotopolimerizar por 10 segundos.

[€— 3 —>j€ 2 »je— 3 —>

Figura G: Representacion de dimensiones de matriz de
............... e PRSI s essvavinsetinsiiven 6 resinan con especimen inserto.

X

Los grupos EPI1 y EPC1 fueron ubicados dentro de la matriz de resina
orientando los primas de esmalte de manera que la direccion de crecimiento de la
grieta se orientd a lo largo del eje de los prismas (paralelo). Por otro lado, los grupos
EOI2 y EOC2 fueron ubicados dentro de la matriz de resina orientando los prismas
de esmalte de manera opuesta a la direccién de crecimiento de la grieta, estando
los prismas de esmalte oblicuo a ella.

En la secuencia se realizo un canal posterior de 1mm de ancho (Figura H)

para guiar la direccidn de la extension de la grieta. Se perforo dos agujeros para la
aplicacion de las cargas del modo de apertura como se muestra en la Figura I.
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Figura H: Canal central de 1mm de ancho
achurado en rojo.

______________

Figura I: Perforaciones indicadas con flechas.

e e

e d

O«

Finalmente se introdujo una muesca de Chevron (Figura J-K), mediante un
disco de diamante (0.8mm) y se afild usando una hoja de corte (0,05 mm)
impregnada en pasta de diamante (particulas de 1um) para facilitar el ingreso de la
grieta (crack).

[€— 3 —ple 2 >j«— 3 — > 1le

Figura J: Muesca de Chevron proxima a
flechas rojas
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Figura K: Muestra terminada,
con muesca de chevron
realizada,

Todas las muestras fueron desgastadas al termino de su confeccion con lijas
decrecientes de carbide de silicio (320 grit, 600 grit, 800 grit, 1200 grit y 3500 grit).
Se finalizé con un disco de fieltro junto a una pasta de pulido de alimina de 1.0 pum

( MicroPalish Il Alimina) y 0,5 um.

7.11.2 Test de Espectrometria de infrarrojo por transformada de
Fourier con reflexién total atenuada (ATR-FTIR)

Bajo donacién se utilizaron terceros molares de pacientes remitidos a
pabellén de Cirugia de la Facultad de Odontologia UV, donde fueron extraidos por
indicacion terapéutica, previamente firmado el consentimiento informado. Los

dientes extraidos fueron inmediatamente congelados a 20°C.

Se utilizaron un total de 6 terceros molares incluidos los cuales fueron
distribuidos segun la siguiente variable: Irradiacion (irradiade a 70 Gy / no irradiado
0 Gy).

Cada uno de los terceros molares incluidos fue descongelado a temperatura
ambiente en agua destilada durante 90 minutos.

Paralelamente fue preparada una solucién de acido ortofosférico (SIGMA-
ALDRICH) en concentraciéon 1M, utilizando 100 ml de agua que se le adicioné 10

gr. de acido ortofosférico al 100% hasta formar una solucién homogénea (Figura L)
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Cada uno de los dientes fueron sumergidos por su porcién coronaria en la
solucion de acido ortofosforico 1M durante 20,5 horas cronoldgicas a una humedad
del 100% a 4°C (Figura K).

t+ Corgna

Figura L: Representacién de exposicidn a la solucién acido ortofosférico al 10% a 1M. a) Tercer molar. b)
Introduccién de la muestra a la solucién. ¢) Sumergimiento completo de porcion coronaria en solucion por veinte
horas y treinta minutos.

Terminado el tiempo de desmineralizacion (veinte horas y treinta minutos), se retiro
el diente de la solucién y se procedié a obtener el sobrenadante de la solucién a
través de un papel absorbente (Filter Paper Advantec Toyo), y con un instrumental

romo se raspo la superficie coronaria del diente.

El pool de lectura estuvo compuesto del raspado de la superficie coronal y el
sobrenadante filtrado de la solucidn, que fue almacenado en un tubo de eppendorf
(Figura. M)

—

— Toud Edhi —% ’ / |

a) b) c)

Figura M: Representacién de exposicién a la solucién acido ortofosférico al 10% a 1M. a) Tercer malar
parcialmente desmineralizado. b) Tercer molar completamente desmineralizado, transcuridas las 20 horas y 30
minutos. Obtencién de muestra con instrumental romo. ¢) Almacenamiento de la muestra en tubo de eppendarf.
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7.11.3 Andlisis morfolégico por microscopia electrénica de barrido (MEB).

Cortes longitudinales (eje sagital) fueron obtenidos a partir de los dientes
terceros molares humanos donados bajo las condiciones ya descritas. Los cortes
se realizaron en la maquina de corte Isomet 1000, con disco de diamante de 0,3mm,
bajo constante refrigeracion, en un espesor de 0,8 mm. Posteriormente, cada corte
fue sometido a desgaste por friccion con una secuencia decreciente de lijas de
carbide de silicio (800 grit, 1200 grit y 3500 grit) hasta obtener cortes de espesor de
100 um. Posteriormente la superficie de los cortes fue desmineralizada parcialmente
con éacido ortofosforico al 35% por 5 segundos, seguidos de un lavado con agua
destilada, para eliminar el detritus del pulido y exponer la morfologia de los tejidos.
Los cortes fueron posteriormente sujetados en un stub (porta muestra) con una cinta
de carbono electro-transmisora, y llevados al Microscopio Electrénico de barrido
(ESEM Thermo Scientific, modelo Quattro S) con un detector en modo concéntrico
(CBS) utilizando el anillo més externo (segmento D) a un voltaje de aceleracion
10KV, Distancia de Trabajo WD: 16mm.

7.12 Proceso de irradiacién.

Todos los grupos fueron mantenidos bajo mismas condiciones de humedad
y temperatura, aquellos grupos que fueron irradiados (EPI1 -EOI2), se transportaron
en condiciones de humedad (frasco con agua), para recibir una irradiacion maxima
de 70 Gy, en un equipo Acelerador Lineal Dual (6-18 MV) basico con colimador 80
hojas, de la Unidad de Oncoldgica de Hospital Carlos VVan Buren, utilizado para
radioterapia, de manera de simular la dosis habitual que reciben pacientes que
padecen cancer de cabeza y cuello(50).
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7.13 Analisis estadistico.

Los datos ATR-FTIR fueron analizados estadisticamente utilizando una
prueba U de Mann-Whitney para detectar diferencias significativas (alpha<0.05)
entre los diferentes grupos.

Los datos de tenacidad a la fractura (Kic) se sometieron a un analisis de
varianza ANOVA de dos vias (dosis de radiacién versus disposicion de los prismas
de esmalte) y posteriormente a una prueba post hoc (prueba post hoc de Tukey
alpha= 0.05) para comparaciones por pares.
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8. Resultados

Los valores medios obtenidos del test de Tenacidad a la fractura (Kic) para
el grupo control (0 Gy) y experimental (70 Gy) se resumen en el grafico |. Donde El
comportamiento mecanico del esmalte-UAD se vio afectado por la radiacién
ionizante (p=0,035).

Tenacidad a la fractura 0 Gy/70 Gy
6 *

0Gy n=10 70 Gy n=13
Dosis de radiacidn

Grafico |: Resultados al test de Tenacidad a la fractura de grupo control (0 Gy) y grupo experimental (70 Gy).

En cuanto al comportamiento del tejido segun la disposicién de los prismas de
esmalte (oblicuo / paralelo) frente al avance de la grieta. Se observé que el tejido
ofrece una menor tenacidad a la fractura cuando los primas se encuentran paralelos
a este, en comparacién a la disposicion oblicua (p=0,001) (Gréafico Il). Esta
disposicion ofrece menor variabilidad en la Ki, independiente de la radiacién

ionizante (p>0,05).
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Grafico Il: Resultados del comportamiento del tejido segun la dispasicién de los prismas de esmalte ( oblicuo/
paralelo) al avance de la grieta estandarizada.

En cuanto al test de ATR-FTIR es posible observar una variacion en el
espectro completo del esmalte-UAD en el tejido sano (0 Gy) en comparacién al
tejido irradiado (70 Gy) (Grafico lll). Encontrandose bandas de absorcion (Tabla 1)
relacionadas a la estructura organica (proteinas coldgenas y fosfolipidos), y
estructura inorganica (hidroxiapatita).

ATR-FTIR

184 ————
- 0Gy
164 |——70 Gy

1.4 4

0sd
0.6
044 5

0.2
B £\ 4

T T T T 1 1
3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm™)

Gréfico lll: ATR-FTIR de esmalte-UAD a diferentes dosis de irradiacién. (A) Tejido sano 0 Gy ; B) Tejido irradiado
70 Gy. En el grafico es posible identificar la banda de intensidad para amida | (1), amida Il (2), CH2 y CO3 (3),
y las fases de fosfato: PO4 v3 (4) y PO4 v1 (5).
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Dentro del analisis cuantitativo de las bandas de absorcién es posible observar una
reduccion en la razén proteina/mineral de Amida 11/ PO4 1 (p<0,05); razén de Amida
I/, junto al indice de cristalinidad (Gréfico IV). No es posible observar variaciones
en cuando a la relacion entre bandas 1660/1690 posterior a la radiacion ionizante.

&n Amida / Fosfato

1.4 Relacién Amida / i Mo e #5 1 Indice de Cristalinidad
16 i 14

g F
1, 12 '
1.2 - oGy T 1,3 -

1 =70 Gy " Ratio -

1660/1680
08 5 | fatis Amida 1
06 = L
04 . 05
.
u u — LR
Amide I/PD4 v1 Amide IR0 v1 Amide U/PO4 v1 o&y TGy i R

Gréfico IV: ATR-FTIR de esmalte-UAD a diferentes dosis de Irradiacién. Resultado del andlisis de las razones
de Amida I, Il y il en relacién al fosfato; razén entre sub-banda 1660/1690 y Amida I/lll; e [ndice de cristalinidad
de las muestras evaluadas.

Respecto al contenido de fosfolipidos, especificamente el acido caproico
(pico 2691 cm™) disminuye significativamente (p<0,05) con la radiacion ionizante,
aumentado el espectro completo (rango 2660-3200) de fosfolipidos posterior a ésta
(Gréafico V y VI).

04 < 160
i T Peak 2961 gy Rango 2600-3200
03 120 I
0,25 100 T
0,2 B0 -
015 60 -
01 40 -
0,05 20
0 —— —— —————'_I‘—‘——- o T
0 Gy 70 Gy 0Gy 70 Gy

Gréfico V: ATR-FTIR de esmalte-UAD a diferentes dosis de irradiacion. Resultado del analisis de los modos de
vibracion C-H en la zona 1 del especiro, relacionados a fosfolipidos. Acido caproico (peak 2961) y drea 2600-
3200, de las muestras evaluadas.
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Grafico VI: ATR-FTIR de esmalte-UAD a diferentes dosis de irradiacion. Resultade del analisis de los modos de
vibracion C-H en la zona 1 del espectro en drea de 2600-3200 cm’, de las muestras evaluadas.

Finalmente es posible observar como la estructura prismatica pierde su
conformacion, tanto superficial como en profundidad, posterior a la radiacién

ionizante (Figura N), en comparacién al tejido sano en la MEB.

Figura N: Microscopia electrénica de barrido (MEB) de Esmalte sano (0 Gy). a) Esmalte superficial b)
Amplificacion de esmalte superficial; c) Esmalte interno; d) Amplificacién de esmalte interno.



Figura N: Microscopia electronica de barrido (MEB) de esmalte iradiado (70 Gy). a) Esmalte superficial; b)
Amplificacién de esmalte superficial; ¢) Esmalte interno; d) Amplificacion de esmalte interno.
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9. Discusion

El presente estudio demostré que la radiacién ionizante influye sobre las
propiedades fisico-mecanicas y ultra-estructurales del esmalte-UAD irradiado en
comparacion al tejido sano, por lo tanto se rechazan las hipotesis nulas planteadas.
Lo anterior es explicado en base a los resultados obtenidos (Graficos I, IV y V)-
(Figuras N y N) , debido a la pérdida de la tenacidad a la fractura y a los cambios
ultra-estructurales que sufre el tejido con el paso de radiacién ionizante. Se ha
reportado alteraciones en la estructura del cristal de hidroxiapatita y una reduccién
significativa en su indice de cristalinidad, ademas de cambios en su micromorfologia
en la region interprismatica— correspondiente a la matriz organica del esmalte(172,
173)- con fragmentacion de las fibrillas colagenas en la medida que se incrementa
la dosis de radiacion(174). Lo anterior se refleja directamente en los resultados
obtenidos al analisis por ATR-FTIR del presente estudio (Graficos Ill, IVy V) e
indirectamente en el comportamiento biomecénico observado (Gréfico | vy I). Esto,
se correlaciona con el efecto indirecto que tiene la radiacion sobre tejidos con alto
contenido de agua, donde se generan radicales libres y perdxido de hidrogeno(7,
84, 175, 176). Por tanto la zona interprismatica junto a zonas con mayor proporcién
de proteinas colagénicas y no colagénicas como lo es la UAD, podrian ser mas

vulnerables y con ello repercutir de mayor manera en sus propiedades mecanicas.

Los analisis de espectroscopia del esmalte-UAD mostraron cambios
significativos en la composicién de proteinas y fosfolipides que- hacen parte del
contenido organico. En condiciones fisioldgicas, la zona de UAD es una estructura
tridimensional compleja y critica, que permite la unién intrincada y la transicién de
dos tejidos con un comportamiento biomecanico diferente(21). Esto se produce
debido a la interaccion del colageno IV,VIl, amelogenina y ameloblastina (Figura
C)(20, 21) de la matriz orgéanica del esmalte que junto al colageno tipo | de la
dentina, forman complejos multiméricos a través de esta transicion(127, 146, 148),
lo que permite una continuidad funcional a esta interfase(21). Sumado a lo anterior,

la composicion ultra-estructural va hacer de esta transicion una zona particular,
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encontrando altas intensidades de fosfato de calcio (cercano al esmalte) que
disminuye progresivamente hacia el interior, asociandose a una menor dureza y
rigidez(20), reduciéndose completamente al cruzar hacia la dentina(19); mientras
que el contenido organico se distribuye de manera opuesta(19). Por lo que el
mantenimiento de estas condiciones son necesarias para el correcto

funcionamiento del tejido.

La microscopia electrénica de barrido muestra cambios morfol6gicos en el
esmalte-UAD irradiado en comparacion al tejido sano. Donde la organizacién
jerarquica e intrincada (114, 115, 177), le otorgan a este tejido un mecanismo de
endurecimiento estructural. La disposicion alternada (paralelos, oblicuos vy
entrecruzados) de cristales de hidroxiapatita, envueltos en una vaina de matriz
organica(120), en éareas cuspideas e incisales — fenémeno conocido como
decusacién(116)- es la responsable de su resistencia al crecimiento de grietas o
fracturas en areas de mayor esfuerzo masticatorio(121, 122). Ultra-
estructuralmente, cada cristal o varilla de esmalte esta compuesto de nanocristales
(123). Estos no se encuentran coorientados, es decir, alcanzan una angulacién de
sus ejes C que va desde 30° hasta 90°(125). Esta disposicion, provoca que una
grieta o falla deba propagarse a lo largo de las interfases de los nanocristales,
sufriendo deflexion a cada paso, aumentado con ello la tenacidad a la fractura del
esmalte a nano escala(125). Asl los resultados de este estudio muestran
alteraciones en esta interfase, lo que justificarla que la energia de esta falla
estandarizada tenga menor oposicién debido a la alteracién del contenido organico
observado por espectroscopia, sumado a la orientacién paralela de los primas de
esmalte.

A pesar que en un estudios iniciales no se encontraron diferencias en la
estructura del esmalte al paso de la radiacion ionizante(26, 172, 178), estudios
actuales sumados a éste han identificado cambios como: el acortamiento de las
varillas de esmalte, su fragmentacion(84) y una disposicion irregular dentro del

tejido(84, 178); a la vez que surgen grietas y areas erosivas en su superficie(25,
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179). Lo que podria verse reflejado en la baja tenacidad a la propagacion de la falla
observado en las muestras irradiadas, frente a las sanas, cuando la tenacidad a la

fractura fue evaluada.

A nivel ultra-estructural los cristales de hidroxiapatita pierden su simetria, lo
que se refleja en una disminucién de su Indice de cristalinidad(10, 17, 84), que
conlleva a una pérdida de sus propiedades mecanicas inherentes a una red
cristalina simétrica(180). Ademéas de existir una disminucién cuantitativa de
minerales tales como iones de calcio y fosfato(84). Si bien, los valores de
cristalinidad son mas bajos en la UAD, por ser menos mineralizada(181) en el
presente estudio fue posible corroborar esta disminucion de la critalinidad, posterior
a los 70 Gy de radiacidn ionizante. Asi, los efectos mas nocivos sobre este tejido,
se han descrito a nivel de la sustancia de esmalte interprismatica(84, 173, 174, 179),
la cual presenta un mayor contenido organico que predispondria al dafio en la
region(182). Esto debido a que se debilitarian las conexiones entre las varillas de
esmalte provocando microfisuras y una mayor rugosidad en su superficie(25, 88),
perdiendo |la capacidad de transferencia de estrés entre los componentes minerales
otorgado por proteinas colagénicas y no colagénicas(183-185). Facllitando asl el

avance de las grietas alrededor o entre los primas de esmalte(186).

Esto explicarfa los resultados obtenidos en el test de tenacidad a la fractura
de este estudio, donde los prismas de esmalte irradiados dispuestos paralelamente
al origen de la grieta artificial, opondrfan menor resistencia a su avance, facilitando
su paso a través del la sustancia interprismatica alterada por la radiacion ionizante,
existiendo una mayor oposicion cuando éstos se encuentran oblicuo a la falla,
debido al entrecruzamiento -decusacion- de sus cristales. Asi, los mecanismos de
endurecimiento micro y ultra-estructural se ven influenciados por la orientacién del

prisma(84), y por el efecto directo de la radiacién ionizante sobre él.

A su vez, la matriz organica del esmalte, distribuida en mayor proporcién

hasta los 300 um(127) desde la UAD a la superficie externa del diente, sufre el
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fendmeno de descarboxilacion(25) producto del paso de la radiacion ionizante. Esto
conlleva a la pérdida de unién electrostatica entre grupos carboxilatos de las
cadenas laterales del coldgeno y grupos fosfato mineral de los cristales de
hidroxiapatita(29, 179), reduciendo asi la interaccién mineral-organica(88).Lo
anterior padrfa inducir la formacion de microgrietas producto del diéxido de carbono
generado en dicha reaccion(29). Asi también se afectan biomoléculas como los
acidos grasos presentes en esta matriz. Ya sea de manera indirecta a traves de
radicales libres generados por la radidlisis del agua(187, 188) como por efecto
directo de la radiacion(189). Dichos procesos son conocidos como peroxidacion
lipidica (LPO) afectando a los &cidos grasos insaturados(190) y la fragmentacién
lipidica en el caso acidos grasos saturados(188, 189), modificando asi la ultra-
estructura del tejido. Esto podria explicar la marcada disminucion del peak 2961
cm’, asociado al acido caproico, el cual esta presente en los tejidos mineralizados,
y seria susceptible a la fragmentacion lipidica por el paso de longitudes de ondas
de alta energia, como las generadas por la radiacién ionizante(166, 191). Esta seria
la primera vez que se describe la alteracion de este acido graso en el esmalte-UAD
por la radiacién ionizante. Este acido participa en el proceso de fibrindlisis(165) y su
alteracion estaria asociada en otros tejidos con fibrosis y rigidizacion(192).

También el acumulo de subproductos lipidicos posterior a dichas
reacciones, conlleva a un aumento en la rigidez(5) y viscosidad del tejido(187, 193).
Sumado a la aparicion de enlaces cruzados no enzimaticos -cross-linking- intra e
intermoleculares disminuyendo asl su solubilidad(188). Lo anterior se relaciona con
los hallazgos de ATR-FTIR del contenido orgénico del esmalte y UAD, donde existio
una alteracion significativa en los acidos grasos, encontrados en el rango 2600-3200
cm™': Tribehenina (bandas fuerte ~ 2882 cm™; banda débil 2846;2934 cm), Acido
elaidico (bandas 2875/ 2880 cm™") y Tricaprina (banda 3265 cm™)(191), aumentado
los subproductos lipidicos posterior a la radiacién ionizante. Dicho aumento
provocaria una menor deformaciéon viscoelastica por parte del tejido,
comprometiendo la capacidad para disipar tensiones a través de los cristales de
hidroxiapatita.
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A pesar de que en estudios previos se ha identificado alteraciones en el
contenido organico del esmalte-UAD producto de la irradiacion, este rango ha sido
asociado multiples veces de manera errénea con proteinas(17, 194, 195). Sin
embargo, este estudio ha logrado identificar estos acidos grasos, y reconocer su

alteracion posterior a la radiacion ionizante.
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10. Conclusién

Dentro de las limitaciones de este estudio, es posible concluir que los
cambios ultra-estructurales determinados por el contenido de acidos grasos y
protelnas del esmalte-UAD irradiados, son un factor determinante en la
comprension del comporiamienio mecanico del tejido frente al avance de una grieta

—tenacidad a la fractura-.

Este hallazgo, permite avanzar en la caracterizacion respecto al fendmeno
clinico de delaminacion, otorgando directrices para la realizacion de mas estudios

que indaguen y/o profundicen en este punto.
Lo anterior, favorecera el futuro desarrollo de estrategias que brinden

solucion a los desafios que representa la rehabilitacion de pacientes con cancer de
cabeza y cuello.
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