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Resumen

La caries dental es uno de los mayores problemas de la sociedad y afecta practicamente al 100% de los
adultos segun la Organizacién Mundial de la Salud. La desmineralizacion del enamel es conocida y esta
contrastada, sin embargo, la desmineralizacion de la dentina es mas compleja y necesita una
investigacion mas meticulosa. La caries de la dentina contiene variaciones de volumen, gravedad y
color, ofreciendo dificultades a la hora de encontrar lesiones similares para la realizacion de estudios in
vitro. Por este motivo, habitualmente se realizan protocolos de desmineralizacion artificial utilizando
acidos estandarizados con el fin de reproducir lesiones reales. El presente trabajo consiste en
monitorizar, mediante test no destructivo ultrasonico, el proceso de desmineralizacion de la dentina.
Para ello se ha utilizado acido ortofosférico (H3PO4) sobre 6 muestras de dentina, y el proceso completo
de desmineralizacién se ha monitorizado cada 10 minutos utilizando un transductor de 15 MHz de la
casa Olympus (Sonopen VV260). Se han calculado los siguientes parametros para realizar el seguimiento
de la desmineralizacidn: tiempo de vuelo (TOF), velocidad de propagacion del sonido en dentina (VPD)
y velocidad de penetracion del &cido (VPA), obteniéndose los siguientes resultados: VPD=3501+86 m/s,
VPD desmineralizada 1644+42 m/s y VPA=3.901+0.589 pum/min.
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Abstract

Dental caries is one of the most important problems in our society and affects almost 100% of adults
according to the World Health Organization (WHO). The demineralization of enamel is known and
contrasted; however, the demineralization of dentin is more complex, and needs a more meticulous
research. Dentin caries contains variations in volume, severity, and color, offering difficulties in finding
similar lesions for in vitro studies, for this reason, standardized artificial demineralization protocols are
performed, in order to reproduce lesions using acids. The present work consists of monitoring the dentin
demineralization by non-destructive test, using an orthophosphoric acid (H3PO4). For this purpose, an
Olympus 15 MHz transducer (Sonopen VV260) and 6 dentin samples have been used, demineralizing and
measuring the samples every 10 minutes, until a fully demineralized tooth is obtained. The following
parameters have been calculated to track demineralization: Time of Flight (TOF), dentine sound
propagation speed (VVPD), and acid penetration rate (VPA). The following results have been obtained,
VPD=3501 + 86 m/s, demineralized VPD=1644 + 42 m/s, VPA=3,901 £ 0.589 pum/min.
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1 Introduccién

La caries dental es una de las enfermedades mas frecuentes en todo el mundo. Segin la Organizacion
Mundial de la Salud, entre el 60 y el 90 por ciento de los nifios en edad escolar y casi el 100 por ciento
de los adultos tienen o han tenido lesiones de caries. La caries dental es una enfermedad multifactorial
gue aparece cuando, en una primera etapa, el esmalte y, luego, la dentina, pierden sus minerales debido
a los &cidos producidos por el metabolismo bacteriano al descomponer los azucares o los restos de
comida [1,2]. EI conocimiento del proceso de desmineralizacion de la dentina es crucial en la
preparacion de la cavidad, ya que el dentista debe extraer parte de la dentina dafiada para colocar un
empaste y el criterio para decidir cuando detener la extraccion del material de la dentina tiene que ver
con su grado de mineralizacién. En este punto deben establecerse criterios objetivos. Por otro lado,
recientemente se ha propuesto el uso de materiales bioactivos para facilitar la remineralizacion de la
dentina dafada, lo que permite conservar una mayor cantidad de la dentina del paciente [3,4,5]. Por lo
tanto, es importante poder evaluar el grado de mineralizacion de la dentina para tomar estas decisiones
y poder cuantificar el grado de mejora de los nuevos productos.

La dentina consiste en un 70 % de material inorganico (hidroxiapatita), un 20 % de base organica (fibras
de colageno de tipo | altamente mineralizadas) y un 10 % de agua [6]. Su proceso de desmineralizacion
implica al menos dos etapas: la disolucién de los biominerales por los acidos organicos y la subsiguiente
degradacion de la matriz de la dentina por las proteasas [7]. Los procesos naturales de desmineralizacion
de la dentina son geométricamente complejos, con variaciones en anchura, profundidad, severidad y
color, haciendo dificil encontrar muchas lesiones similares para estudios in vitro de la dentina [7]. Por
esta razon, se han propuesto protocolos artificiales estandarizados utilizando acidos para reproducir
lesiones reales y se requieren investigaciones mas meticulosas con la combinacion de nuevas tecnologias
[7]. Las lesiones de desmineralizacién artificial estandarizada ofrecen muchas ventajas en comparacion
con el uso de las lesiones naturales para la investigacién, porque los protocolos de desmineralizacién
pueden ser reproducibles y las lesiones de diferente tamafio pueden hacerse facilmente sobre la base de
la cinética de desmineralizacion de un determinado &cido [8]. Algunos estudios han demostrado que
estos acidos, principalmente el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o el &cido fosforico (PA),
pueden desmineralizar selectivamente los minerales extrafibrilares y mantener los minerales
intrafibrilares al menos parcialmente, si no completamente intactos, ambos desmineralizando con una
minima degradacion del colageno [9]. Los agentes acidos remueven la capa de frotis y abren los tdbulos
dentinarios, desmineralizan la superficie de la dentina y aumentan la porosidad de la dentina intertubular
[10]. Attin et al. describieron en 2014 diferentes técnicas y métodos para la evaluacion de la erosion
dental [11].

Las técnicas ultrasonicas también se han utilizado ampliamente para la caracterizacion de los dientes
durante las Gltimas décadas. En 1963 Baum et al. usaron los ultrasonidos para visualizar las estructuras
internas del diente [12]. En 2008 Ghorayeb et al. presentaron una revision que examind las aplicaciones
diagndsticas de la ecografia dental, comenzando con el trabajo pionero hasta el trabajo actual [13].
Ademas, Marotti et al. presentaron en 2013 una revision donde se describié y discutié el uso del
ultrasonido en varias areas como el escaneo dental y la deteccion de caries entre otros [14].

Las propiedades acusticas de los tejidos dentales han sido evaluadas por diferentes autores mediante
técnicas ultrasonicas no invasivas. Watanabe et al. midieron la velocidad del sonido longitudinal y de
corte para determinar el médulo elastico en la dentina humana mineralizada (17,4 GPa) y
desmineralizada (1,46 GPa), encontrando grandes diferencias [15]. Un estudio similar fue realizado por
Yasuda et al. para la dentina bovina, obteniendo un médulo elastico de 16,9 GPa (mineralizada) y 2,1
GPa (desmineralizada) y una velocidad de 3675 m/s (mineralizada) y 1597 m/s (desmineralizada) [16].
Estos estudios muestran cuantitativamente que la dentina se comporta de manera similar a un tejido
blando después de la desmineralizacién completa. Diferentes autores midieron la velocidad de onda
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longitudinal en la dentina de los molares humanos obteniendo valores de 3317 a 4050 m/s en funcién
del tipo de dientes [17-22]. C. Lost y C. John describieron un método que permite realizar mediciones
en secciones de suelo coplanario de dientes humanos con una resolucion lateral de 0,2 mm utilizando
un tanque de agua con un transductor de 20-MHz [23,24]. Miyazaki y otros mostraron que las
propiedades mecanicas del tejido no varian mientras las muestras se tomen con la misma seccién del
mismo diente [20]. Lees et al. usaron un sistema ultrasénico para monitorear continuamente el desarrollo
de una capa desmineralizada debido al grabado con &cido clorhidrico [25]. Yamaguchi et al. llevaron a
cabo un experimento en un diente de buey para demostrar las capacidades de proteccion contra la
desmineralizacion de la pasta de fosfato de calcio amorfo-fosféptido de caseina y los resultados fueron
monitoreados comparando los cambios en la velocidad de la onda longitudinal [26,27]. Un estudio
similar fue realizado por Endo et al. para evaluar las aparentemente buenas capacidades de proteccion
del desensibilizante de fosfato de calcio para prevenir la desmineralizacion [28]. Todos estos estudios
han demostrado la hipétesis de que la concentracién volumétrica de minerales en el tejido duro dental
esta relacionada con la velocidad de propagacion de las ondas ultrasénicas.

En el presente trabajo se presenta un resumen de un trabajo publicado en [29], donde estudiamos el
proceso completo de desmineralizacion de la dentina humana en condiciones controladas de laboratorio
mediante una técnica ultrasonica de pulso-eco no destructiva. El objetivo principal es demostrar la
capacidad de los ultrasonidos para controlar un proceso de desmineralizacion artificial de la dentina con
acido, que es una practica muy extendida en la odontologia para preparar muestras para estudios
posteriores, asi como determinar la dindmica del proceso de desmineralizacién en condiciones
controladas de laboratorio.

2 Materiales y métodos

2.1  Preparacion de las muestras

Se obtuvo con consentimiento informado un conjunto de 12 molares humanos permanentes sanos sin
caries ni empastes extraidos por razones ortodonticas o periodontales. Los dientes fueron almacenados
en agua destilada. Las superficies oclusales fueron pulidas usando grados secuenciales méas finos de
papel de pulir SI-C, de grano 320, 500 y 1000 (Versocit, Struers A/S, Copenhague, Dinamarca) hasta
que el esmalte oclusal fue completamente eliminado. Se utilizé un cabezal de pulido que aplica una
fuerza constante de 10 N (Vector LC Power Head, Buehler, Lake Bluff, Illinois, EE.UU.) junto con una
méaquina de pulido rotativa refrigerada por agua (Meta-Serv 3000 Grinder-Polisher, Buehler, Lake Bluff,
Illinois, EE.UU.) a una velocidad de rotacién de 250 rotaciones por minuto. Los molares sin superficies
oclusivas se colocaron en una sierra de diamante refrigerada por agua (Micromet evolution, Remet,
Bolonia, Italia) y se seccionaron transversalmente hasta obtener muestras de aproximadamente 1,1 mm
de grosor, como se muestra en la Fig.1 (a). Las superficies fueron pulidas con papel abrasivo para
obtener un espesor estandarizado de 1.09 + 0.05 mm. Todas las muestras se sumergieron en agua
destilada y se limpiaron con un bafio de ultrasonidos para eliminar los restos. Después de eso, las
muestras se almacenaron en agua destilada.

2.2  Proceso de desmineralizacion

Un total de 8 muestras se trataron con el &cido fosforico (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia) a una
concentracion del 10% en un recipiente de Pyrex, agitdndose con un agitador magnético durante todo el
proceso de desmineralizacion.

Se utilizd un conjunto de 6 muestras para la evaluacion del SEM y la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR). La mitad de los especimenes, N=3, se desmineralizaron completamente
durante 5 horas y la otra mitad de los especimenes, N=3, se depositaron en agua destilada y se utilizaron
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como muestras de control. Para el experimento ultrasénico, se desmineralizaron completamente 5
muestras durante 290 minutos y una muestra se mantuvo en agua destilada para ser utilizada como
control de referencia. Cada 10 minutos, todas las muestras se retiraron de la solucién acida y se limpiaron
con agua destilada para realizar las medidas ultrasonicas durante 3 minutos aproximadamente. Después
de eso, las muestras se devolvieron a la solucién &cida para continuar con el proceso de
desmineralizacion. La muestra de control se monitorizd siguiendo el mismo procedimiento, pero
conservandose en agua destilada todo el proceso.

2.3 Medidas SEMyFTIR

En primer lugar, se analizaron otras 3 muestras no desmineralizadas y 3 muestras desmineralizadas
utilizando el espectrometro ATR/FTIR (Perkin-Elmer, Beaconsfield, Reino Unido) con una resolucién
espectral de 4 cm™ para caracterizar la composicién quimica de la dentina antes y después del
tratamiento con &cido. Después del andlisis FTIR, las muestras se analizaron por SEM. Las muestras se
deshidrataron en concentracion ascendente de alcohol, montadas en talones de aluminio, y recubiertas
por polvo de aluminio. La morfologia de las muestras se analizé con un microscopio electronico de
barrido Hitachi S3500 (Hitachi High Technologies, Maidenhead, Reino Unido).

2.4  Medidas ultrasénicas

Un transductor Olympus SONOPEN V260-45 con una frecuencia central nominal de 15 MHz y un
ancho de banda de 5,98 a 17,68 MHz (-6 dB) fue utilizado como emisor y receptor usando una técnica
de pulso-eco para obtener el tiempo de vuelo. Este transductor presenta una linea de retardo con un
diametro de D = 2 mm y una relacién entre el didmetro y la longitud de onda de D/A=20 longitudes de
onda por apertura en el agua. La eleccion de la fuente es un compromiso entre una pequefia dimension
fisica obligatoria para las aplicaciones dentales y una alta relacién D/A para mejorar la energia acustica
recogida por el transductor.
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Figura 1 (a) Fotografia de una muestra. (b) Fotografia y (c) Ejemplo de una sefal de radio frecuencia
obtenida a partir de una muestra parcialmente desmineralizada.

La Figura 1 (b) muestra una fotografia del montaje experimental. El transductor se ha colocado
perpendicularmente a la superficie superior de la muestra de dentina para registrar las sefiales de eco.
En el lado opuesto, la muestra estaba en contacto con un soporte rigido para mejorar la reflexion de las
ondas ultrasénicas en el limite inferior. Se utilizé un emisor-receptor de pulsos ultrasénicos (US-Wave,
Lecoeur Electronique) para emitir y recibir los pulsos ultrasénicos. La sefial recibida se digitaliz6 dentro
del emisor-receptor a una frecuencia de muestreo de 125 MHz. Un ejemplo de la sefial de RF registrada
para una muestra parcialmente desmineralizada se muestra en la Fig. 1 (c). Para cada experimento, se
han realizado un total de 500 adquisiciones en 5 puntos diferentes de la superficie superior de la dentina
(100 adquisiciones por punto, cada punto distribuido aleatoriamente en el &rea de la dentina de cada
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muestra, vease la Figl (b). La duracién aproximada de cada medida ultrasénica fue de 3 minutos.
Después de eso, la muestra se devolvi6 a la solucién &cida.

2.5 Simulaciones

Se realizaron simulaciones por el Método de Elementos Finitos (FEM) de la propagacion del pulso a
través de un medio multicapa utilizando el Mddulo de Acustica del software COMSOL Multiphysics en
una dimensién y en el dominio del tiempo. Los datos experimentales medidos antes y después de la de
la desmineralizacion completa se utilizaron para definir las propiedades mecéanicas de la dentina
desmineralizada y sana en la simulacién. La forma de onda de entrada en las simulaciones en el limite
aire-dentina fue la primera derivada de un pulso gaussiano (pulso bipolar) con componentes espectrales
de 5,98 a 17,68 MHz, es decir, similar a los experimentos.

3 Resultados

3.1 Experimento SEMyFTIR

El examen SEM revela la pérdida de minerales debido al efecto del &cido, como se muestra en las Figuras
2 (a, b). Después de la desmineralizacion, los tubulos dentinarios son mas anchos (compare Fig. 2 (a),
Fig. 2 (b)). En los espectros FTIR, mostrados en las Figs. 2 (c, d), el espectro organico de la dentina
(grupo Amida) se conserva en su mayor parte. La Amida | y Il muestran valores similares antes y
después del bafio de &cido. En el espectro inorganico, hay una importante pérdida del grupo de fosfato
de calcio (PO). Los picos de minerales a 961 y 1019 cm™ que pueden observarse claramente en el caso
mineralizado, mostrados en la Fig. 2 (c), son apenas visibles después del proceso de desmineralizacion
causado por el acido, mostrado en la Fig. 2 (d).
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Figura 2. Scanning Electron Microscopy (SEM) imagen de (a) una muestra no desmineralizada y (b)
una muestra desmineralizada. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) espectro de (c) una
muestra no desmineralizada y (d) una muestra desmineralizada.
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3.2  Experimento ultrasonico

La figura 3 (a), muestra 29 sefiales de radio frecuencia adquiridas durante la monitorizacion ultrasénica
del proceso de desmineralizacién de una de las 5 muestras. El tiempo entre cada medida fue de 10
minutos durante el proceso de desmineralizacion, alcanzando la desmineralizacion completa después de
280 minutos de accion acida en este caso particular. Las sefiales de radiofrecuencia para el resto de las
muestras y para la muestra de control se muestran en las Figs. 4 (a-f). Al inspeccionar las sefales
reflejadas en la Fig. 3 (a), observamos que la dentina puede considerarse como un medio homogéneo
para las frecuencias involucradas en estos experimentos. Esto se desprende de la ausencia de dispersion
en la primera sefial RF (t=0 min, correspondiente a la dentina mineralizada) y en la ultima sefial RF
(t=290 min, correspondiente a la dentina completamente desmineralizada). En los casos inicial y final,
los ecos corresponden al cambio de impedancia acustica entre el transductor ultrasonico y la superficie
superior de la dentina (primer eco) y entre la dentina y la superficie de la base solida negra en la Fig. 1
(b), (4ltimo eco).

Midiendo el espesor de la muestra, la velocidad de onda longitudinal puede ser calculada tanto para
dentina sana (3415 + 30) m/s como para dentina completamente desmineralizada (1710 + 70) m/s usando
la conocida relacién ¢ = 2h/At, donde ¢ es la velocidad de la onda longitudinal en m/s, h es el espesor
de la muestra en m y at es el tiempo entre ecos en segundos, es decir, el tiempo de vuelo. Las sefiales
RF fueron procesadas usando MATLAB (Mathworks, EE.UU.) para estimar el tiempo de retardo de los
ecos. En primer lugar, se calcul6 la envolvente de cada sefial como el valor absoluto de su transformada
de Hilbert. Luego, se utilizé un algoritmo detector de picos para estimar el tiempo correspondiente al
tiempo de llegada de los dos primeros ecos. Finalmente, el tiempo de vuelo se calcul6 como la diferencia
de los tiempos de llegada.
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Figura 3. (a) Sefiales de RF correspondientes a la monitorizacion ultrasonica del proceso de
desmineralizacion de la muestra D1. (b) Esquema de la dentina estratificada con diferente rigidez y los
ecos ultrasonicos esperados segun la hipétesis de que el efecto del &cido crea limites bien definidos. La
profundidad de la capa de movimiento desmineralizada esta marcada como d(t).

En contraste, durante el proceso de desmineralizacion se pueden observar ecos claros de limites bien
definidos. Una vez que comienza el proceso de desmineralizacion (sefiales de t>0 min), aparecen dos
nuevos ecos claros en el centro de las sefiales RF, que muestran que hay dos nuevos limites dentro de la
dentina. A medida que aumenta el tiempo de desmineralizacion, el tiempo de llegada de estos ecos
cambia progresivamente como consecuencia de la accion del acido sobre la dentina. Un modelo simple
para explicar la forma en que las sefiales de pulso-eco estan cambiando se esboza en las Fig. 3 (b). Aqui,
planteamos la hipétesis de que la accion del &cido durante el proceso de desmineralizacién genera un
medio con capas debido a la progresiva penetracion y accion del acido hacia el nucleo central de la
muestra. Como el &cido actta desde las superficies superior e inferior de las muestras en forma de disco,
las propiedades mecénicas de la muestra presentan una estructura en capas y en sus limites bien definidos
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se producen ecos. A medida que el proceso evoluciona, la capa central se hace mas fina vy,
eventualmente, toda la muestra se desmineraliza y los limites internos se desvanecen, como se observa
en las sefiales de RF de la Fig. 3 (a) a t=290 min.

Todo el proceso produce el patron caracteristico de " W" asimétrico que puede observarse en Fig. 3 (a).
En resumen, un primer eco a unos 9,4 us es siempre visible para todos los experimentos porque
corresponde al limite entre la linea de retardo del transductor y la superficie superior de la dentina, por
lo que no se ve afectado por el proceso de desmineralizacion. Un segundo eco corresponde al limite
entre la primera zona desmineralizada y el nucleo central mineralizado de la dentina: el retardo temporal
de este eco aumenta durante el experimento porque el limite se mueve a mayor profundidad en la dentina
y la velocidad del sonido en la capa desmineralizada disminuye a medida que el acido actla. El tercer
eco corresponde al limite creado por el grabado acido de la superficie inferior de la muestra. EI tiempo
de retardo de este eco se reduce ligeramente a medida que el &cido actla (para algunas muestras
permanece casi constante) debido a la accion conjunta de dos efectos opuestos: por un lado, el limite
interior se acerca a la sonda ultrasénica y, por otro lado, la velocidad del sonido en la capa
desmineralizada disminuye. Por Gltimo, se genera un cuarto eco en la superficie inferior: se retrasa
progresivamente porgue las capas desmineralizadas de dentina con menor velocidad de sonido crecen
durante el proceso de desmineralizacion, aumentando en consecuencia el tiempo total de vuelo de la
onda reflejada en este limite. El Ultimo eco se atenda una vez que el &cido crea los dos limites internos
que reflejan una parte importante de la energia del pulso a la sonda ultrasénica. S6lo cuando el proceso
de desmineralizacion se completa y los dos limites internos desaparecen, la amplitud del Gltimo eco
aumenta de nuevo. Ademas, notese que al final de los experimentos el segundo y el tercer eco se
desvanecen simultdneamente en un momento que se corresponde con el centro de la muestra, es decir,
entre el primer y el cuarto eco, mostrando una accion simétrica del &cido de ambos lados de la muestra.
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Figura 4. (a-e) Distancia desmineralizada versus tiempo de desmineralizacién para las muestras D1-D5,
respectivamente. Datos experimentales (marcadores), modelo empirico parabdlico (linea gris continua).
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La linea de puntos muestra la mitad del grosor de cada muestra (h/2), es decir, el estado de
desmineralizacion total. f) Todos los datos fusionados y su correspondiente ajuste.

La distancia desmineralizada, d(t), definida como la profundidad de la capa desmineralizada, ver Fig. 3
(b), se calcula a partir del tiempo de vuelo entre el primer y el segundo eco suponiendo que la velocidad
del sonido de la capa desmineralizada coincide con el valor de toda la muestra desmineralizada. La
velocidad del sonido en el medio desmineralizado se calcula a partir de las Gltimas medidas utilizando
la Ec. (1). La figura 5 (a-e) muestra la distancia desmineralizada en funcién del tiempo de
desmineralizacion de las 5 muestras estudiadas. Ademas, la Fig. 5 (f) muestra los resultados de las 5
muestras juntas para demostrar la buena repetibilidad de los experimentos. La desmineralizacién
presenta una tasa no uniforme que disminuye con el tiempo como resultado del proceso natural de
difusion del &cido en la dentina: la accion del acido es mas eficiente en las areas méas superficiales. Como
era de esperar, al final del proceso la distancia de desmineralizacion converge a la mitad del grosor de
la muestra, h/2, mostrando la desmineralizacion completa de las muestras.

Un modelo empirico parabdlico se ajusta a los datos experimentales para modelar la tasa de
desmineralizacién como:

d(t) = Vot +3aqt? (1)

donde d(t) es la distancia desmineralizada, v, es la velocidad inicial del proceso de desmineralizacion,
ag es la aceleracion del proceso de desmineralizacion y t es el tiempo de desmineralizacion.

Los coeficientes ajustados para las 5 muestras desmineralizadas estan listados en la Tabla 1. Se observa
una buena repetibilidad entre los experimentos. Los resultados muestran que el &cido fosférico a una
concentracion del 10% produce una velocidad media inicial de desmineralizacion en la dentina humana
de vy = 3,5 + 0,4 um/min, con una deceleracién media de ag =-11,0 £ 3,5 nm/min?

Tabla 1. Grosor de la muestra y los parametros de ajuste.

Grosor Velocidad Inicial Aceleracion

h (mm) vo (UM/min) ad (nm/min?)
Muestra 1 (D1) 1.15 42+0.2 -175+1.1
Muestra 2 (D2) 1.15 3.2+0.2 -85+1.1
Muestra 3 (D3) 1.15 3.7+0.2 -119+1.1
Muestra 4 (D4) 1.20 3.3+0.2 -96+1.1
Muestra 5 (D5) 1.15 3.1+0.2 76111
Promedio 1.16 35+04 -11.0+3.0

Para probar mas a fondo la hipdtesis propuesta del medio en capas, se realizd una simulacion acustica
numérica 1D FEM utilizando un medio con tres capas homogéneas. Las capas externas se fijaron como
dentina desmineralizada c=1710 m/s, y el ndcleo central se fijé como dentina mineralizada c=3415 m/s.
Se realizaron dos conjuntos de 200 simulaciones moviendo los limites entre las capas externas e internas
de acuerdo con el modelo empirico de todos los datos fusionados ve= 3,5 um/min, ag = -11,0 nm/m2,
Para el primer conjunto de simulaciones, que se muestra en la Fig. 6 (a), la densidad fue la misma en
ambas capas, correspondiendo a la dentina sana o= 2010 kg/m?, y para el segundo conjunto, que se
muestra en la Fig. 6 (b), la densidad para la densidad mineralizada fue o= 2010 kg/m? y para la capa
desmineralizada fue 6= 1050 kg/m® como se informa en la literatura [30].

Las sefiales RF simuladas se muestran en escala de grises en la Fig. 6 superpuestas a las sefiales RF
medidas experimentalmente para la muestra D1 (lineas continuas). En primer lugar, para la simulacion
de la densidad homogénea (Fig. 6(a)), se puede observar que el tiempo de llegada de los ecos simulados
coincide con el experimental, asi como su evolucidn durante el proceso de desmineralizacién (las sefiales
de las notas fueron alineadas a t=0 retrasando los datos experimentales 9.4 pus). El cuarto eco recibido
se identifica en las simulaciones como el del limite inferior, mientras que el segundo y el tercero
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corresponden a los limites interiores. Sin embargo, el desajuste de impedancia al cambiar solo la
velocidad del sonido en la simulacion es débil y, por lo tanto, una gran cantidad de energia impacta en
el limite inferior.

Las figuras 6 (b-e) muestran los resultados de una simulacion més realista estableciendo diferentes
valores para la densidad de las capas de dentina mineralizada y desmineralizada. Se observa claramente
el efecto de apantallamiento de las capas internas que disminuye la energia de los ecos reflejados en el
limite inferior. Cuando la capa interna de la dentina es muy fina o desaparece debido a una
desmineralizacion completa (t>240 min), la amplitud del eco generado en el limite inferior aumenta
fuertemente porque el pulso no se dispersa en ningln cambio brusco de impedancia durante la
propagacion y, por lo tanto, llega a ese limite con mayor energia. Los procesos dindmicos observados
en las simulaciones estan en excelente acuerdo con todas las muestras medidas. Ademas, un conjunto
de ecos secundarios, correspondientes a reflexiones de segundo orden son claramente visibles en los
datos simulados (t>1,2 ps) debido a la falta de absorcion en la simulacién. Estos ecos secundarios no
interfieren con los ecos principales ya que llegan a la sonda ultrasénica mas tarde en el tiempo.
Obsérvese que algunos ecos secundarios también pueden observarse en los datos experimentales al
comienzo del proceso de desmineralizacion, en una aproximacién con la simulacion.
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Figura 5. Sefiales RF de la muestra D1 obtenidas experimentalmente (lineas) y utilizando una simulacion
FEM (superficie normalizada en escala de grises) para (a) un medio con densidad homogénea y
velocidad de sonido en capas, y (b) un medio en capas con cambios en la densidad y la velocidad del
sonido.(c-e) Sefiales de radiofrecuencia obtenidas experimentalmente (rojo) y por simulacion (negro) en
tres etapas de desmineralizacion: (c) en la etapa inicial (t=0 min), d) durante la desmineralizacion (t=90
min) y e) al final del experimento (=280 min).
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4 Conclusiones

Se ha propuesto una técnica ultrasénica de pulso-eco para estudiar el proceso de desmineralizacién
artificial de la dentina humana utilizando una solucion de acido fosférico con una concentracién del
10%. EI sistema ultrasonico incluia una linea de retardo para separar los ecos receptores de los pulsos
emisores, asi como para reducir el area monitoreada en la superficie de la dentina a 3,1 mm2.

Todo el proceso de desmineralizacion de la dentina ha sido monitorizado por ultrasonidos, lo que
demuestra que el &cido reduce la rigidez de la dentina y, por consiguiente, la velocidad de onda
longitudinal sobre ella, formando una estructura en capas con limites bien definidos. A medida que la
desmineralizacion se produce bajo la accion del &cido, estos limites crecen progresivamente en
profundidad siguiendo un patron de desaceleracion. Este modelo, que se ajusta a los datos
experimentales, ha sido corroborado mediante simulaciones. Observamos que el proceso de
desmineralizacion no es constante, se estimé que la velocidad de penetracion de la capa desmineralizada
comienza a 3,5 um/min, es decir, cuando el acido ataca la superficie de la dentina, pero a medida que el
acido penetra esta velocidad se desacelera en -11 nm/min?.

La técnica proporciona una indeterminacion de 40 nm en el calculo de la distancia desmineralizada,
incluyendo las incertidumbres debidas a irregularidades en la preparacion de las muestras, en la
estimacion del tiempo de vuelo y en la medicion del espesor de la muestra durante la medicién
ultrasénica. Cabe sefialar aqui que la muestra puede comprimirse ligeramente durante el contacto entre
la linea de retardo de la sonda, especialmente cuando la desmineralizacion es importante y, por lo tanto,
se reduce la rigidez de la dentina.

La técnica propuesta puede utilizarse para monitorizar las lesiones de desmineralizacién artificial
normalizada en condiciones de laboratorio, pero también, debido a la reducida dimensién de la sonda,
para evaluar la desmineralizacion producida por la caries natural in vivo. Cabe mencionar aqui que la
medicion del espesor de la muestra no es necesaria para evaluar la pertinencia de un proceso de
desmineralizacién, ya que el cambio de la rigidez entre el tejido desmineralizado y el mineralizado
proporciona un eco claro cuyo tiempo de vuelo informa sobre la profundidad de la desmineralizacion si
se ha obtenido una base de datos previa de las velocidades de propagacién del sonido.
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