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1. RESUMEN

La dureza de la dentina es una prueba clinica aceptada universalmente para
determinar el limite entre dentina cariada y sana, durante la preparacion cavitaria. Sin
embargo, este método depende del operador, del tipo de sonda y de la técnica. En
contraposicion la Laserfluorescencia es un método reproductible y objetivo.

Objetivos: los objetivos de este estudio son determinar los valores de
microdureza dentinaria del limite cavitario real (LC), si existen; y posteriormente,
determinar la capacidad clinica de los operadores para detectarla. También determinar la

Validez y Seguridad de la Laserfluorescencia.

Material y método: 60 areas de caries con todos los estratos de la caries
dentinaria eran tefildos con marcadores de ADN y analizados mediante Microscopio de
Epifluorescencia Olympus BX61, para localizar las capas de la dentina cariada.
Posteriormente, se determind la dureza de estas capas con el Microdurometro Struers
Duramin. Se fabricaron muestras de composite con los intervalos de estos valores y 57
dentistas valoraron su capacidad de percepcion de la dureza. Las areas cariadas en
superficie también se estudiaron mediante la Dureza Clinica y dos aparatos de

Laserfluorescencia a 405 nm.

Resultados: Los valores medios y desviacion Standard (SD) de microdureza, en
Vickers (HV) para las distintas capas fueron los siguientes: 1) hipermineralizada=73,9
(SD-6,49); 2) Zona desmineralizada profunda = 54,3 HV (SD-7,16); 3) Zona
desmineralizada superficial = 40,5 HV (SD-6,45); 4) Zona necrotica 16,9 HV (SD 8,1),
existiendo diferencias significativas (p< 0.05). La agudeza perceptiva de la dureza clinica
fue de 40HV. Los tres métodos fueron mas especificos que sensibles, siendo su valor

predictivo negativo superior al positivo.

Conclusiones: Las capas de la caries dentinaria presentan una dureza
diferente que no puede ser detectada con seguridad por el clinico. Ninguno de los tres
métodos, por si solo, se mostro eficaz para determinar con seguridad el LC histologico,

siendo recomendable el uso conjunto de estas pruebas diagndsticas.



1. ABSTRACT

Dentine hardness is the universally accepted clinical proof to determine the limit
between carious and healthy dentine during cavitary preparation. However, this method
depends on the operator, type of probe and technique. Conversely, Laserfluorescence is

a reproductible and objective method.

Objectives: the objectives of this study are to determine the real cavitary limit
(CL) dentine microhardness values, if they exist; and then, to determine the operators'
clinical capacity to detect it. Also, to determine the Validity and Security of

Lasefluorescence.

Materials and methods: 60 caries areas with all the strata of dentinary caries
were dyed with DNA markers and analyzed with the Olympus BX61 Epifluorescence
Microscope in order to locate the carious dentine layers. after that, the hardness of these
layers was determined with the Struers Duramin Micordurometer. Composite samples
were manufactured with the intervals of these values and were submitted to 57 dentists to
calculate the perception capacity of the hardness. The surface carious areas were also

studied at 405nm via Clinical Hardness and two Laserfluorescence apparatuses.

Results: microhardness median values and standard deviation (SD) in Vickers
(HV) for the different layers were the following: 1) hypermineralized = 73,9 (SD - 6,49);
2) Deep demineralized zone = 54,3 HV (SD - 7,16); 3) superficial demineralized zone =
40,5 HV (SD - 6,45); 4) Necrotic zone 16,9 HV (SD 8,1), existing statistically
significative differences (p< 0.05). The perceptual acuity of the clinical durity was 40HV.
The three methods were more specific than sensitive, being their negative predictive value

superior to their positive.

Conclussions: Dentinary caries layers present diferent hardness that cannot be
detected with certainty by the clinician. None of the three methods, on its own, proved to
be effective to determine with certainty the histologic cavitary limit, being advisable their

compounded use.



2. INTRODUCCION
2. 1. Caries dental

William Shakespeare en su conocida obra teatral del S-XVI donde habla de las
etapas de la vida, escribid: “comenzando sin dientes y terminando sin ellos” 10 que nos
da una idea de cémo la caries dental se ha considerado durante mucho tiempo como una

enfermedad incurable.

Actualmente, dependiendo de la fase en que es diagnosticada, se puede curar
incluso sin intervencidn operatoria. En contraposicion, los criterios clasicos enunciados
por Dr. VG. Black indicaban como norma la extension preventiva como si de un proceso
maligno se tratara. Por tanto, los criterios y el concepto de la Caries Dental han cambiado

radicalmente a lo largo del tiempo.
2.1.1. Concepto

La caries ha sido definida a finales del siglo XIX por Willoughy D. Miller (1)
como una enfermedad multifactorial que condiciona la desmineralizacién de los tejidos
duros del diente. Sin embargo, debemos considerar al esmalte como una estructura activa
en la boca y con un proceso constante de desmineralizacion y remineralizacion
condicionado por la poblacion microbioldgica productora de acidos organicos y que
conforman el biofilm dental. En la comprension actual de esta enfermedad crénica es
importante contemplar la hip6tesis de placa ecoldgica (2), donde la causa es una
alteracion de biofilm de origen ecoldgico, demostrandose que el tejido mineral del diente,
si se encuentra en un ambiente en el que no hay ataque &cido y existiendo una

sobresaturacion de calcio en la saliva, las lesiones cariosas pueden cicatrizar. (3)
2. 1.2. Etiopatogenia de la lesion cariosa

A lo largo de la historia han sido mdltiples las teorias propuestas sobre la etiologia
de la caries dental. Desde la teoria vermicular del gusano de la caries en el afio 5000 a.C,
pasando por la teoria tetrafactorial propuesta por Newbrun en 1978, hasta la teoria actual
de la etiologia de la caries dental basada en la existencia de factores cariogénicos
primarios, entre los que cabe destacar a los microorganismos que conforman la placa
dental, siendo las principales bacterias: Streptococos mutans, Bifidobacterium,

Lactobacillus, y Actinomyces (4).



2.1.3. Microbiologia

Los microorganismos que constituyen la placa dental establecen una serie de
relaciones entre si que condicionan el ambiente del biofilm, sobreviviendo y proliferando

solo aquellos que se adapten a dicho ambiente, siendo éstos los mas virulentos (5, 6).

En lesiones avanzadas de caries se ha demostrado la presencia de
Bifidobacterium; Lactobacillus (contaje muy bajo) Streptococcus: S. mutans, y en menor
proporcion S.salivarius, S.constellatus y S. parasanguinis; Actinomyces naeslundii;
Prevotella: P.buccae, P.intermedia y P.denticola (4).

A pesar de la fuerte asociacion de S. mutans a las lesiones de caries avanzadas, y
en menor proporcion, a las lesiones de caries iniciales, se ha demostrado que la lesion de
caries puede darse en ausencia de dicha bacteria, asi como en presencia de altas cantidades
de la misma puede no desarrollarse dicha lesion. Por tanto, S. mutans no es fundamental

ni patognomonico para el inicio ni progresion de la lesion de caries. (4)

Los Actinomyces son anaerobios facultativos grampositivos, acidégenos, con la
capacidad de sintetizar polisacaridos extracelulares que poseen fimbrias que les
proporciona capacidad de adhesion, agregacion y congregacion, asi como producen
enzimas proteoliticas, destacando la neuraminidasa, trascendente en caries avanzadas.

Bifidobacterium son anaerobios grampositivos y son el género de mayor
prevalencia presente en lesiones avanzadas de caries (7). Los lactobacilos son anaerobios
facultativos grampositivos, acidogenos, acidofilos, aciduricos. Son oportunistas
secundarios y se adhieren a la superficie dental de forma fisica y mediante coagregacion
con otras especies bacterianas. Las especies de Lactobacillus aisladas con mayor

prevalencia en lesiones de caries dentinaria L.gasseri y L.ultunensis. (8).

Los microorganismos Prevotella son anaerobios estrictos gramnegativos no
esporulados, Recientemente ha sido demostrada la participacion de esta especie en

lesiones avanzadas de caries dental (4).
2.2. Caries dentinaria

El desarrollo de la caries en la dentina es diferente que en el esmalte, pues son
tejidos estructuralmente distintos. En la dentina, a diferencia del esmalte donde los
gérmenes acceden una vez el tejido es disuelto, los gérmenes penetran y desintegran el
tejido. (1)



2.2.1. Histopatologia

La lesién de caries dentinaria activa se divide, desde el exterior al interior, en

cuatro zonas:

Zona necrética: clinicamente blanda, completamente invadida por

microorganismos, causantes de la ausencia de estructura tubular en la misma y presencia

de material granuloso correspondiente a restos necroticos tisulares y bacterias.

Zona de desmineralizacion superficial: también estan presentes microorganismo

y, aunque suele mantener integra la matriz organica, la estructura tubular esta deformada.
En esta zona estan presentes los focos de licuefaccion, agrupaciones de tdbulos

dentinarios repletos de bacterias.

Zona de desmineralizacion profunda: carece de microorganismos y de

componentes inorganicos, siendo ésta Ultima su Unica desigualdad con la dentina sana.

Zona hipermineralizada: es la mas profunda de todas. En ésta, la luz de los tabulos

dentinarios estan completa o parcialmente obliterados por cristales de hidroxiapatita y
whitlockita (1).

La zona necroética y la zona de desmineralizacion superficial forman la dentina no
recuperable, caracterizada por su alto contenido de microorganismos; y la zona de
desmineralizacion profunda junto a la zona hipermineralizada constituye la dentina

afectada y de dentina recuperable.
2.2.2. El limite cavitario

La exploracién de la lesion de caries con la sonda exploradora, permite al
odontélogo obtener informacién tactil sobre la dureza de la dentina y, su grado de

afecacion cariosa, pudiendo establecerse cuatro estados diferentes de la dentina (9,10).

-Dentina blanda: se deforma cuando se presiona con un instrumento duro sobre
ella y puede ser excavada facilmente. Histopatolégicamente es dentina necrotica

contaminada con biofilm.

-Dentina correosa: se denomina asi por recordar al tacto del cuero cuando se la

explora con la sonda; no se deforma a la presion, pero puede ser excavada facilmente sin
precisar mucha fuerza. Desde el punto de vista histopatologico es dentina

desmineralizada.



-Dentina firme: no se deformar a la presion, es fisicamente resistente a la

excavacion manual, y para levantarla se precisa realizar una gran fuerza y presion con un

instrumento. Se corresponde con la dentina esclerdtica.

-Dentina dura: solo puede ser eliminada usando fresas o instrumentos de corte

bien afilados. Al arrastrar la punta de la sonda exploradora sobre la dentina dura se oye

un sonido estridente, denominado “chirrido o grito dentinario”. Es la dentina sana normal.

Eliminar la dentina infectada es uno de los objetivos en la realizaciéon de una
cavidad de un diente cariado. En la préctica clinica, en la preparacion de la cavidad en la
unién esmalte-dentina, se acepta la eliminacion de todo el tejido blando; sin embargo,
cuando se trata de una cavidad en la superficie de la pulpa se elimina tan solo el tejido

blando y se deja tejido correoso, ya sea tefiido 0 no, para evitar la exposicion pulpar.

Algunos autores (11) se centra en el nivel de infeccion que muestra el tejido tefiido
duro y no tefiido duro y se demuestra que, tanto la dentina tefiida dura como la dentina
no tefiida dura, estan minimamente infectadas por lo que en la preparacion de cavidades
a nivel de la unién esmalte-dentina, al igual que en las superficies pulpares, se puede/debe
eliminar tan solo dentina blanda, siendo el limite cavitario la dentina dura ya sea tefiida o

no, de manera que conservamos mayor cantidad de tejido dentinario (conservador).
2.3. Métodos diagnosticos empleados en la deteccidn del limite cavitario

Los métodos diagnosticos clinicos convencionales empleados para la deteccion
del limite cavitario son; la inspeccidn téctil (sonda de caries) y el detector de caries, los
cuales han sido descritos ampliamente en la literatura y siguen siendo utilizados
actualmente. Hoy dia, existen otros métodos al alcance del clinico; uno de ellos la Laser-

fluorescencia, aungue su uso es menos comun.
2.3.1. Inspeccion tactil con sonda de caries

Es dificil relacionar los signos clinicos con el estado histopatologico de las
lesiones de caries de dentina, siendo el método clinico mas aceptado para determinar el
limite cavitario la medicion de la dureza clinica de la dentina, debido a que la caries
provoca la desmineralizacion de la dentina con la consecuente pérdida de dureza (9),

segun lo expuesto anteriormente.



Este método utilizado en la deteccion del limite cavitario es subjetivo, pues
depende del operador, del tipo de sonda utilizada y no nos permite realizar una
exploracion de toda la superficie de la cavidad, consecuentemente, constituye un método

con escasa reproductibilidad intraoperador e interoperador.
2.3.2. Detector de caries

Fusayama (12) informé de que una técnica de tincion usando una solucion de
colorante era uatil para ayudar en la diferenciacion de las dos capas de caries
infectadas/afectada. La solucion de tinte original, Caries Detector (Kuraray Noritake
Dental) se compone de rojo &cido 1 % en propileno glicol . La dentina infectada por caries
se tifie de color rojo, la afectada de color rosa claro y la dentina sana no se mancha. Sin
embargo, tomar una decision sobre los limites de la dentina afectada por caries por el
color de tefiido es muy subjetivo. Ademas, el detector de caries no es capaz de detectar la

proteina especifica de la matriz organica dafiada para establecer correctamente este limite.

Las fibras de colageno forman la estructura de la dentina. Con el ataque &cido se
produce una desmineralizacion de la hidroxiapatita, en este momento la dentina es
recuperable. Sin embargo, cuando la fibra se rompe y el colageno queda expuesto ya es
irreversible. El detector de caries se fija a las proteinas de las fibras de colageno y detecta
esta irreversibilidad. Sin embargo, el detector no es especifico de esta unién, como ya
hemos comentado, y puede dar falsos positivos. Por este motivo, no es considerado como

una prueba especifica, aunque tiene su utilidad (12).
2.3.3. Léaserfluorescencia

Las bacterias implicadas en la caries dental generan productos metabolicos que
presentan color y propiedades fluorescentes. Estos pigmentos pueden ser detectados por
la fluorescencia inducida por laser. Se ha demostrado que la laser-fluorescencia es capaz
de detectar los fluoroforos rojo-anaranjados (porfirinas del metabolismo bacteriano) en
pequefias concentraciones. Consecuentemente la laser fluorescencia es capaz de

diferenciar entre tejido sano y enfermo. (11).

La LF se basa en la excitacion del tejido dental con una luz roja visible a distintitas
longitudes de onda entre 680 y 405 nm (A= 405 y 450 nm) producida por un laser
semiconductor. Al incidir la luz sobre la superficie del diente penetra unos milimetros en

el tejido y genera una reflexion de la luz hacia la punta del dispositivo que medira la



fluorescencia por un sistema electronico diferenciado. En presencia de fluordforos
bacterianos (protoporfirina 1X), la respuesta de los tejidos afectados es mayor, y el sistema
LF detecta radiacion fluorescente. Este es el principio operativo de los sistemas de laser-
fluorescencia cualitativos (A 405-450nm). Estos sistemas generan una imagen con
diferentes colores, que estan asociados a tejido sano (verde) o tejido enfermo (naranja-

rojo).

Debemos tener en cuenta ciertas limitaciones de la LF: los dientes blancos
presentan menor fluorescencia que los oscuros; los restos de placa o de contenido
orgéanico, las manchas, el grado de deshidratacion en el diente, obturaciones de composite
0 restos de pasta de pulido pueden aumentar las lecturas de LF, por ser fuentes de
fluorescencia y por tanto causar falsos positivos (13,14). También el modo de colocar y
rotar la punta de la sonda sobre la superficie oclusal y el calibrado tiene que ser cuidadoso,
pues afecta a las mediciones (15,16). Ademas, en los estudios in vitro variables como el
modo de conservacion de los dientes o las alteraciones en el contenido orgénico tras la
extraccion de los dientes son factores importantes en la alteracion de la fluorescencia del
tejido dental por lo que presentan resultados no extrapolables a las condiciones in vivo.

Consecuentemente es necesario calibrar el sistema de LF antes de la medicion.

En el tratamiento de la caries existe controversia sobre la utilidad de la LF como
método diagnoéstico para la deteccion del limite Cavitario real, zona entre la dentina
superficial desmineralizada (enferma) y dentina desmineralizada profunda (sana). Por
otra parte, sabemos que la proximidad del tejido pulpar puede dar a lugar a fluorescencia
no cariogena (17,18) y de esta forma conducir al error en las medidas de la LF cuando la

técnica es usada para establecer el limite cavitario real de la preparacion.

2.4. Aparatos de laserfluorescencia

Como aparatologia de LF cualitativa disponemos de la camara Soprolife, el
Vistaproof, y el Siroinspect, como aparatologia cuantitativa disponemos del sistema

KavoDiagnodent. En nuestro estudio vamos a investigar el Vistaproof y el Siroinspect.



2.4.1. Vistaproof

VistaProof es un programa de gestion de imagenes en el que se analizan las
imagenes obtenidas a través de una camara intra-oral que emite y recibe haces de luz de
diferentes longitudes de onda (Durr Dental GmbH & Co. KG, Hopfigheimer Strasse 17,
74321, Bietigheim-Bissingen, Germany). Este haz de luz, corresponde con un haz de luz
de una longitud de onda de 405 nm producida por seis LEDs que estimula a las porfirinas,
metabolitos especificos de las bacterias cariogénicas, que, a su vez, emiten luz roja, la
cual contiene menos energia. En el caso del esmalte sano, la luz que emite se
corresponderia con el color verde. Estas sefiales luminosas son recogidas a través de un

sensor CCD de 1/4" y analizadas por el software.

En la pantalla, la imagen fluorescente de las porfirinas aparece en un color rojo
brillante que se puede detectar facilmente. Cuanto méas densa es la colonia de bacteria
cariogénica mas intenso sera el tono de color rojo. La ventaja con respecto a la inspeccién
visual y tactil es que con esta técnica podemos ver diferentes estadios de la caries. El
software diferencia hasta los distintos estadios de la caries dandole un valor numérico que
va desde 0 a 5. En la siguiente figura 1 se puede observar las diferentes tonalidades que

se obtienen de la lesion cariosa.

beginning
enamel caries

n 10 1.5 20 2,5 >3,0

Figura 1. Caries detectada por laserfluorescencia cualitativa (VistaProof)

Las estructuras dentarias exhiben poca o ninguna fluorescencia, que da como
resultado una medicion baja del aparato. Sin embargo, la estructura cariada del diente

emite fluorescencia que por consiguiente marcara una cifra elevada en la pantalla.



2.4.2. Siroinspect

El sistema de LF SIROINSPECT (Sirona Dental Systems Fabrikstrasse 31. 64625
Bensheim. Alemania), emite y recibe haces de luz de diferentes longitudes de onda. Este
haz de luz, corresponde con un haz de luz de una longitud de onda de 405 nm producida
por LEDs y que estimula a las porfirinas, metabolitos especificos de las bacterias
cariogénicas, que a su vez, emiten luz roja, la cual contiene menos energia. En el caso de
tejido sano, la luz que emite se corresponderia con el color verde. Estas sefiales luminosas
son recogidas directamente por el observador mediante unas gafas disefiadas para ver las

diferencias cromaticas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Planteamiento del problema

La dureza de la dentina esta relacionada con su grado de mineralizacion, sin tener
relacion directa con el nimero de bacterias, si bien los acidos del metabolismo bacteriano
producen desmineralizacion. Es aceptado universalmente que durante la eliminacion del
tejido cariado la dureza de la dentina es el signo clinico para determinar el estado de
dentina recuperable/no recuperable (Limite Cavitario). Sin embargo, existen varios
inconvenientes, relacionados con el operador, el instrumento y la forma de explorar, que
se deben tener en cuenta:

- La percepcidn subjetiva entre los diferentes grados de dureza de la dentina puede variar
entre clinicos.

-Una sonda afilada puede dar una percepcion diferente, al explorar la dureza, que una
sonda roma. No existiendo homogenizacidn del instrumento para la exploracion.

- Cuando se explora con la sonda de caries una cavidad se hace en una zona pequefia

respecto a la totalidad de la superficie, no es un scanner, por lo que quedan zonas sin explorar.

Por otra parte, la Laserfluorescencia (LF) puede diagnosticar la presencia de
bacterias en el tejido dentinario (porfirinas) y aunque ha sido estudiada la LF cuantitativa

en la eliminacion del tejido cariado, existen lagunas importantes para la LF-cualitativa.

3.2 Objetivos:

Por ello, el objetivo de este estudio es:

1°: Medir objetivamente la microdureza de las cuatro capas de la caries
dentinaria de los dientes de la muestra y conocer si estas diferentes durezas se pueden
determinar clinicamente. Para ello, determinaremos la validez de la prueba y la agudeza

perceptiva de la dureza.
2°: Establecer la validez dos LF-Cualitativas (LF 1 y LF 2) para el diagnostico del

Limite Cavitario y su comparacion con el Rendimiento diagnostico de la dureza clinica
(objetivo 1°).
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3.3 Hipotesis Nulas:

1.- “La microdureza es igual en las cuatro capas histopatologicas de la caries
dentinaria”.

2.- “La dureza medida clinicamente es igual en las cuatro capas histopatologicas
de la caries dentinaria, siendo la agudeza perceptiva igual para cualquier intervalo de
dureza.”

3.-“La LF1, LF2 y Dureza tienen la misma validez en la determinacion del Limite

Cavitario.
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4. MATERIAL Y METODO

Este estudio, dentro de la Linea de investigacion diagnostico de caries, cuenta con
la aprobacion del Comité Etico de la Universidad de Sevilla. Se utilizaron para la
seleccion de la muestra de 32 dientes ex-vivo, premolares y molares de diferentes
pacientes, que presentaban en al menos una localizacion caries dentinaria sin invasion
pulpar. Los dientes fueron conservados a 4°C en suero fisiologico para evitar la
desecacion de la dentina y estudiados antes de 7 dias para evitar la pérdida de
fluorescencia del tejido dental

4.1 Preparacion de las muestras:

Se fue eliminando el tejido cariado con incrementos secuenciales de 1 mm hasta
alcanzar distintos niveles y &reas de exploracion (Fig. 2). El tejido cariado se elimin6 con
los medios habituales, cucharilla de caries y fresas de carburo de tungsteno. Se prepararon
dos areas por cada diente a distintos niveles de profundidad, con el fin de obtener limites
cavitarios en las distintas capas de la dentina cariada, excepto para la capa necrotica. Se
obtuvieron 62 areas para el estudio. Entre las areas de estudio se dejaba espacio suficiente
para permitir el corte del diente en cada area individualmente (Fig. 2).

Lineas de corte

Figura 2. Areas seleccionadas segtin dureza y planificacion de lineas de corte para la validacién
histoldgica.
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4.2. Histologia:

Cada diente fue introducido en un bloque de resina y cortado por las lineas de
corte seleccionadas en espesores de >3mm usando la recortadora Struers Accutom-2
(Roper Technologies, Inc. Florida, USA), obteniendo 62 muestras dobles (mesial y distal
del corte) de la que se eligid la mas representativa del area explorada mediante la prueba
de dureza, LF1 y LF2. Hubo que desechar dos muestras que se deterioraron por el corte
(n=60). Las muestras se pulian usando discos de papel de silicona de carburo con tamafio
de grano de 320, 600, 1200 (Struers Silicon Carbure). Posteriormente, fueron fijadas en
alcohol (Alcohol etilico al 70%), enjuagadas repetidamente con solucion salina de
fosfato tamponada, pH 7,2 (PBS), y tefiidas con un marcador de ADN- loduro de Propidio
10 mg/ml [1:500], lavadas con PBS, introducidas en solucion de Timol 1% y mantenidas
en oscuridad. Las muestras marcadas fueron analizadas usando un microscopio de
epifluorescencia OLYMPUS BX61, x10 en aire. Con el software del microscopio se
obtuvieron las imagenes con distinto grado de fluorescencia. (Fig. 3). Un observador
experimentado selecciond en cada muestra las areas correspondientes a las cuatro capas

de la caries bacteriana, segun los siguientes criterios:

-Zona necrotica: area superficial de la caries desestructurada y sin fluorescencia.

-Zona desmineralizada superficial: area con alta intensidad de fluorescencia
inmediatamente por debajo de la zona necrética. Pudiendo presentar corpusculos y
fluorescencia dentro de tabulos con forma irregular.

-Zona desmineralizada profunda: area contigua a la capa anterior con una

marcada pérdida de fluorescencia o sin ella. Ausencia de corpusculos y patron

tubular visible.

-Zona hipermineralizada: zona contigua a la anterior, mas profunda, con total

ausencia de fluorescencia y de coloracion oscura.
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Figura 3. Imagenes de Epifluorescencia de las zonas de la caries dentinaria: Necrética (A);
Desmineralizada superficial con patrén tubular y corpusculos superficiales (B); Desmineralizada
profunda (C) y Hipermineralizada (D).

4.3 Medicidn de la Microdureza:

Las zonas de la caries dentinaria seleccionadas en las imagenes de
Epifluorescencia y visualizadas en la pantalla del PC estaban en escala de 500u. Se
hicieron marcas paralelas con un rotulador indeleble en las muestras (Fig. 4), para crear
la zona de medicion con el durémetro. EI Microdurometro mediante la vision con el
objetivo x10 y con un desplazamiento por la muestra de 10 en 10u, podiamos medir en
las zonas prefijadas mediante la Epifluerescencia, siempre que correlacionaramos un
mismo punto inicial (Fig. 4).
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Figura 4: (I1zda) Muestras marcadas con rotulador indeleble; (Centro) Zona inicial para
correlacion de imagenes de Epiflurescencia y Microdurémetro. (Dcha) zona dentinaria de
desplazamiento entre marcas del rotulador para medir la dureza Vickers.

Las muestras se sometieron al test de microdureza de Vickers, mediante el
durémetro Duramin Struers ((Roper Technologies, Inc. Florida, USA)), cada muestra se
ident6 con una punta piramidal y con una carga de 490,3 mN durante 15sg (Fig. 5). En
cada area de medicidn se realizaban tres identaciones para el calculo de la dureza Vickers.
Posteriormente y previa calibracion del test de medida, se median las diagonales vertical
y horizontal.

Figura 5. Identaciones piramidales tipo Vickers sobre dentina. Medida de la longitud de la linea

horizontal en la identacion inferior.
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Las zonas de medicidn fueron las correspondientes a las areas del limite cavitario
(LC) medidas con la prueba de dureza, LF1 y LF2 (n=60). Independientemente de estas
zonas de medicion (&reas del LC), con el fin de medir la capa necrotica, se realizaron 20
medidas en esta zona en diferentes dientes del estudio. Las mediciones eran realizadas
por el operador (OP1) que previamente fue calibrado con un OP2 experimentado, con 20
areas de diferentes durezas (entre 10HV y 90 HV) que no formaron parte del estudio. Se
admitieron como valores correctos + 3 HV de discrepancia entre OP1 y OP2. La
concordancia segun la aplicacion del Test de Kappa (Fig. 6) fue del 0,89, acuerdo casi

perfecto, segun la escala de escala de Ladis y Koch (19).

Kappa =P -Pe/1-Pe
(P) Proporcion acuerdo observado; (Pe) Proporcion acuerdos esperados por el azar

Figura 6: Férmula de Analisis de concordancia de Kappa.

4.4 Medicién de la Dureza Clinica:

Una vez determinados los valores de microdureza para las distintas capas de la
caries dentinaria, se fabricaron muestras de composite con durezas comprendidas entre
25y 75 HV. La fabricacion de las muestras se realizé utilizando composites con distintos
grados de carga y diferentes grados de fotopolimerizacion, la dureza se comprobo a los 7
dias. Para cada Tipo de dureza (T1-T6) se seleccionaron muestras con una dureza igual 6
+2HV (Tabla 1). Lo que permitid crear muestras con intervalos de dureza de 15HV+1,8
(T3-T4/T1-T3); 20HV+1,3 (T2-T4/ T4-T6); 25HV+1,7 (T3-T5); 30HV+1,9 (T1-T4/T2-
T5); 40HV+1,9 (T1-T5/T2-T6).

Muestras

. Tl T2 T3 T4 T5 T6
Composite

Microdureza

+ + + + + +
Vickers (HV) 2512 3542 4012 5542 6512 7512

Tabla 1. Valores de dureza Vickers para las muestras de composite, Tipos T1 a T6.
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A 57 dentistas se les pidié que midieran la dureza de las dos muestras de cada
intervalo con una sonda doble Hu-Friedy extu 17/23 (Mfo.Co.ILL,USA) por su extremo
#23, sefialando la dura/blanda, lo cual conformaba una muestra de n=57 para cada uno de
los cinco intervalos (15HV a 40HV)

4.5. Medicion de la Léaserfluorescencia

La fluorescencia se midi0 mediante el Sistema Siroinspect (Sirona Dental
Systems, 64625 Bensheim. Alemania) a A= 405 nm (LF1) (Fig. 3) y con el Sistema
Vistaproof (Dur Dental SE, 74321, Bietigheim-Bissingen, Alemania) a A= 405 nm. La
valoracion de las imagenes se realizo por dos operadores, que no habian intervenido en
la preparacion de las muestras, y que las analizaron independientemente en la pantalla de
un PC (Toshiba, mod. Satellite Pro) y en una habitacion con el mismo grado de

iluminacion.

4.6. Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron introducidos en el programa SPSS 19.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Se calcularon las medias y la desviacién estandar de los valores de
las microdurezas obtenidas para cada zona de caries dentinaria y para conocer si existian
diferencias significativas entre las medias, que presentaban una distribucion normal, se
aplico el test paramétrico de ANOVA correccion Bonferroni. Se establecié la
significacion en o < 0,05.

Para conocer la seguridad y validez de la dureza clinica, LF1 y LF2, como medio
diagnostico del Limite Cavitario, se calculé la Sensibilidad, Especificidad, Valor
predictivo positivo y Valor predictivo negativo, considerando la prueba segura cuando la
suma de la Sensibilidad mas la Especificidad fue > 1,60.

Para conocer la capacidad de discriminacién clinica de la dureza se calcul6 el

porcentaje de aciertos/errores para cada intervalo desde el 15HV al 40HV.
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5. RESULTADOS

La validacion de las muestras mediante el microscopio de Epifluorescencia dio
como resultado 27 muestras para la capa de dentina hipermineralizada, 17 muestras para
la capa de dentina profunda desmineralizada y 16 muestras para la capa de dentina

superficial desmineralizada.

En el andlisis de la microdureza para las distintas capas de caries de dentina se
obtuvieron medias con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), tanto para las
capas que diferencian el Limite Cavitario Histologico, como para cada una de las capas

con el resto (Tabla 2).

1. Necrotica (n=20) NR 16,9 7,1 2,3y4
2. Desmineralizada
Superficial (n=16) NR 40,5 6,57 L3y4
3. Desmineralizada
Profunda (n=17) R 543 6,62 L2y4
4. Hipermineralizada R 73.9 5,38 1,2y3

(n=27)

* (SD)Desviacidon Standarad / **Correccion Bonferroni.

Tabla 2. Estadistico ANOVA, medias y desviaciones standards de las medidas Vickers de las capas de la
caries dentinaria
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La agudeza perceptiva de la dureza clinica a los distintos intervalos: 15HV, 20HV,
25HV,30HV y 40HV; present6 aciertos por encima del 80% solo para el intervalo de
40HV, el resto de los aciertos/errores presentaban una cuasi correlacion con el nivel del

intervalo, a menor intervalo menor indice de aciertos y mayor de errores (Tabla 3).

Agudeza perceptiva para la Dureza Clinica

90
80

70
6
5
4
3
2
1
0

15HV 20HV 25HV 30HV 40HV

o o o o o o

M Aciertos M Errores

Tabla 3. Porcentaje de aciertos/errores en la discriminacién de distintos intervalos de dureza.
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La Sensibilidad (S) y Especificidad (Sp) de la Dureza Clinica, LF1 (Siroinspect)
y LF2 (Vistaproof) para el limite cavitario, junto con el Valor Predictivo positivo (VPP)
y negativo (VPN), se presentan en la Tabla 4. En este analisis se considera sano: Capa
Hipermineralizada (H1) + Capa Desmineralizada profunda (H2); la capa enferma (H3)
corresponde a la capa desmineralizada superficial. Las tres pruebas presentan mayor S

que Sp, sin que la suma sea superior a 1,60, si bien LF1 y LF2 es >1,50.

DUREZA

ORI 0,31 0,93 1.20 0,62 0,79
SIROINSPECT

e 0,59 0.95 1.54 0.82 0.86
VISTAPROOE= 0,59 0,93 1.52 0,75 0,86

(LF2)

Tabla 4. Sensibilidad (S), Especificidad (Sp), Valor Predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) de la Dureza
Clinica y dos aparatos de Laserfluorescencia (LF1 y LF2) a A= 405 nm para el Limite Cavitario fijado entre

Dentina Superficial Desmineralizada y Profunda Desmineralizada.
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Si establecemos el limite entre zona con presencia de bacterias (H2+H3) y la zona

sin bacterias (H1), los valores representados en la tabla 5, muestran valores >0,85 para la

Sp de las pruebas, siendo Sp > 0,95 para la LF. EI VPP es > 0,8 para todas las pruebas y

> 0,85 para la LF. El resto de los valores para las tres pruebas es <0,7.

DUREZA
CLINICA 0,48 0,85 1,41 0,80 0,575
SIROINSPECT
(L) 0,35 0.96 1.31 0.86 0,70
*
VISTAPROOF 031 . a1 ) 056

(LF2)

Tabla 5. Sensibilidad (S), Especificidad (Sp), Valor Predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN)
de la Dureza Clinica y dos aparatos de Laserfluorescencia (LF1 y LF2) a A= 405 nm para el Limite

Cavitario fijado entre Dentina con bacterias y sin bacterias.
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6. DISCUSION

En el afio 1996 E. Kidd (11) sefialé como el signo clinico de mayor relevancia
para establecer el limite cavitario sano en la dentina cariada era su dureza, una dentina
dura es sinénimo de salud y una dentina enferma es blanda. En esta investigacion (11),
citada ampliamente en la literatura, el resto de signos clinicos analizados (color,
humedad) no tuvieron correspondencia con esta dicotomia de dentina recuperable/no
recuperable. Por esta razon, es aceptado universalmente que la dureza de la dentina es el

medio para detectar en la consulta diaria el punto final de las preparaciones cavitarias.

Respecto a la dureza, los criterios clinicos estdn cambiando. Si antes se buscaba
una dentina dura, grito dentinario de Frey, actualmente es admisible una dentina correosa
sobre todo en zonas cercanas a la pulpa (9, 10, 20), ya que se ha comprobado posibilidad
de recuperacion de esta dentina. No obstante, entre dentina dura, correosa y blanda
¢cuanto le estamos exigiendo al Clinico?, lo que para unos es correoso para otros puede
ser blando o viceversa. Esta falta de reproductibilidad y discrepancia entre operadores ha
sido constatada por diversos autores (21). Una de las diferencias encontradas es entre
Dentistas experimentados y no experimentados, obteniendo los primeros mejores
resultados para identificar la dentina cariada (21). Por otra parte, ¢tenemos la suficiente
capacidad perceptiva de la dureza para discriminar las capas dentinarias de la caries? que
unido a que no exploramos toda la dentina de la cavidad y que no existe una
homogenizacion para el empleo de la sonda de caries en el diametro de su punta, estamos
ante una prueba diagndstica que en estudios de investigacion puede ser certera, con
operadores calibrados e instrumentos normalizados, pero que en la clinica diaria puede

tener limitaciones.

Por ello, la primera cuestion que nos planteamos en este estudio era saber si habia
distintas durezas en las capas dentinarias de la caries, pues el proceso de
desmineralizacion no va en los primeros estadios acompafiado de bacterias, ya que, si no
existia esta diferencia medida objetivamente con un durémetro, tampoco podria ser
medida clinicamente. Los resultados de la microdureza de las capas de la caries dentinaria
indicaban que si existe una diferencia que es de 15 Vickers entre la Dentina
desmineralizada superficial (DDS) y profunda (DDP) y de aproximadamente 20 Vickers
entre la DDP vy la hipermineralizada (HM). Por tanto, puede ser medida clinicamente si

estamos en disposicion de ese grado de percepcion, al que hemos denominado “agudeza
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perceptiva de la dureza” y que debe ser al menos de 15HV, pues es la diferencia entre
DDS y DDP, que conforman el Limite Cavitario. Los resultados de nuestro estudio
muestran que disponemos de esa capacidad perceptiva solo en el 65% de los rangos entre
15-20HV y del 73% en los rangos de 25-30HV. Sélo superamos el 80% de aciertos en un
rango de 40HV. Teniendo en cuenta que en ciencias de la Salud se considera el 80% de
aciertos para determinar una prueba aceptable, consideramos que la percepcion
discrinativa de la dureza es insuficiente. Podemos establecer en este estudio inicial, a falta
de estudios confirmatorios con muestras mayores, que no tenemos la capacidad
discriminativa suficiente para determinar el limite cavitario entre DDS y DDP. En
préximos estudios, debemos medir el intervalo 35HV, ya que es la diferencia entre HM
y DDS. Los resultados para 40HV superan el 80%, pero para 30HV son del 73%, con lo
que tenemos acotado el resultado, pero seria interesante saber si supera el 80% para 35
HV.

Si tenemos en cuenta que la mayoria de las obturaciones realizadas en la clinica
diaria no se repiten, ni tienen que cambiarse a medio plazo porque el clinico haya dejado
microorganismos viables debajo de la obturacion, quiere decir que la dureza funciona. En
la actualidad, bien por el empleo de la sonda de caries o por el uso de fresas que
diferencian entre dentina dura y blanda, las preparaciones se dejan en dentina sana. Por
lo tanto, aparentemente puede existir una contradiccion entre los resultados encontrados
y lo que ocurre realmente en la clinica. La explicacion para esta controversia es que el
Clinico, probablemente, deje sus preparaciones en la dentina hipermineralizada y de
mayor dureza, de acuerdo con estudios precedentes (22). Es decir, la capa
hipermineralizada es siempre interpretada como sana y ello es una garantia para delimitar
el limite cavitario. Sin embargo, estas preparaciones estan sobreextendidas y no reflejan
el verdadero limite cavitario histolégico, pues eliminan la capa de dentina
desmineralizada profunda, mas blanda, pero recuperable. En este sentido, podemos decir
que la Dureza Clinica no es un buen método para determinar el verdadero limite cavitario
y para hacer preparaciones minimamente invasivas, aunque si para que el tratamiento
funcione siendo necesario sobreextender la preparacion. La Dureza Clinica detecta
dificilmente el limite cavitario real, lo que es comprensible porque esta entre dos dentinas

desmineralizadas y, por tanto, con diferencias en la dureza de dificil deteccion clinica.
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Con la aparicion de los sistemas de Laserfluorescencia que son: capaces de
discriminar entre tejido sano y enfermo (23-25), reproductibles y que exploran toda la
dentina cariada (11); pueden ser de gran ayuda en la determinacion del limite cavitario
sano. Los estudios realizados hasta ahora, se centran en la LF cuantitativa (Diagnodent),
sin embargo, son pocos los estudios realizados en la determinacion del limite cavitario
con LF cualitativa. Por ello, el siguiente paso en este estudio fue determinar la Validez y
Seguridad de la Laserfluorescencia cualitativa (LF1-LF2) frente a la Dureza Clinica,

mediante el calculo de la Sensibilidad, Especificidad y Valores predictivos.

Respecto a la Sensibilidad y Especificidad en el limite cavitario (tabla 4),
observamos que es baja para las tres pruebas, pues la sensibilidad es inferior a 0,80 en
todas: paralaLF1yLF2es 0,59y para la dureza es muy baja 0,31, por lo que son muchos
los casos enfermos que no estan en el grupo diagnosticado como tal. Por el contrario, la
Especificidad es muy alta y >0,9 para las tres pruebas, por lo que la mayoria de los casos
sanos estarian en el grupo de los diagnosticados como sanos. La suma de la S+Sp no llega
a 1,60, aunque para la LF esta cerca, no obstante, en las tres pruebas este valor depende
en gran medida de la Sp. Tradicionalmente, en los estudios de diagnostico de caries y
otros, la LF se ha considerado como una prueba coadyuvante, segun estos resultados y a
falta de estudios confirmatorios podemos considerarla coadyuvante, pero con una validez

similar a la Dureza.

Hemos estudiado la Sensibilidad y Especificidad de estas pruebas al limite
cavitario DDS-DDP, entre dentina recuperable/no recuperable, y consideramos que es Util
ampliarlo a DDP-HM por una doble razén. En primer lugar, porque el intervalo de dureza
es mayor en este limite y porque la LF discrimina entre la presencia y no de bacterias, ya
que detecta las porfirinas fruto del metabolismo bacteriano. Con ello sabremos la
capacidad de estas pruebas para detectar dentina con bacterias y libre de bacterias, aunque
este no sea el criterio minimamente invasivo para establecer el limite cavitario. En este
limite bacteriano, la Sensibilidad sigue siendo muy baja y la Especificidad alta, con lo
gue podemos hacer las mismas consideraciones para el limite anterior. Sin embargo, las
consideraciones respecto a los valores predictivos van a ser diferentes y son las que

trataremos a continuacion.
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Los conceptos de sensibilidad y especificidad permiten valorar la validez de una
prueba diagndstica. Sin embargo, carecen de utilidad en la practica clinica. Tanto la
sensibilidad como la especificidad proporcionan informacion acerca de la probabilidad
de obtener un resultado concreto (positivo o negativo) en funcion de la verdadera
condicion del enfermo con respecto a la enfermedad. Sin embargo, cuando a un paciente
o tejido se le realiza alguna prueba, el clinico carece de informacion a priori acerca de su
verdadero diagnostico, y mas bien la pregunta se plantea en sentido contrario: ante un
resultado positivo/negativo en la prueba, ¢cual es la probabilidad de que el paciente esté
realmente enfermo/sano? Asi pues, resulta obvio que hasta el momento s6lo hemos
abordado el problema en una direccion. Por medio de los valores predictivos

completaremos esta informacion.

El valor predictivo positivo es >0,80 en el limite bacteriano (HM-DDP), es decir,
un tejido correoso o con LF positiva indica con mucha probabilidad la presencia de
bacterias, sin embargo no nos ayuda en la decision de seguir 0 no eliminando dentina pues
no establece la diferencia entre dentina recuperable/no recuperable y solo en el caso de
LF1 estaria justificado eliminar la dentina, pues su VPP es 0,82. En contraposicion, una
dentina dura o con LF negativa es un buen valor predictivo de dentina sana recuperable,
pero no para la ausencia de bacterias, que por otra parte no es lo que vamos buscando. En
términos de aplicacion clinica ante una dentina dura e incluso dura-correosa estaremos
casi con toda seguridad ante una dentina contaminada, pero recuperable. Por otra parte,
cuando la dentina es correosa, aspecto dificil de diferenciar clinicamente de la dentina
dura-correosa, sabemos que estd contaminada, pero no podemos discriminar hasta qué
punto es 0 no recuperable. Para la LF positiva podemos predecir la presencia de bacterias

y con probabilidad la presencia de dentina no recuperable, sobre todo con la LF1.

Como resumen, durante la eliminacion del tejido cariado, la dureza de la dentina
es una prueba poco discriminativa para el diagndstico del limite cavitario histologico con
certeza, pero debemos tender a una dentina dura donde pueda existir cierta percepcién de
“dentina correosa”, sobre todo en casos de pulpa cercana, pues la prediccion es de dentina
recuperable. En el caso de la Laserfluorescencia cualitativa es una prueba que explora la
totalidad de la cavidad, es reproductible y no depende del instrumento; es mas precisa que
la dureza en la deteccion del limite cavitario histoldgico, aunque no debe ser utilizada

como Unica prueba. La combinacion de la LF con la Dureza puede aumentar el
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rendimiento diagnostico y, en nuestra opinion, las dos pruebas deberian aplicarse

conjuntamente durante la eliminacion del tejido cariado.

En este estudio no se ha calculado la potencia de la muestra, pues tiene las
caracteristicas de estudio piloto, ya que forma parte de la linea de investigacién de
diagnostico de la caries mediante Laserfluorescencia y se esta determinando la totalidad
de variables y el nimero total de casos, a los que este estudio ha contribuido. Por otra
parte, no se han eliminado de la muestra las dentinas coloreadas o tefiidas que presentan
fluorescencia no caridégena y pueden ser fuente de falsos positivos en LF (14). Por Gltimo,
necesitamos estudios confirmatorios y con muestras mayores para que las conclusiones
de este estudio puedan ser recomendadas a la préctica clinica. Sin embargo, estos
resultados si pueden ser considerados como un acercamiento a por donde iré en el futuro

la eliminacién del tejido cariado de una forma minimamente invasiva.
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7. CONCLUSIONES

12.- Los estratos dentinarios de la caries tienen una dureza especifica para

cada capa y gradual desde superficie a profundidad.

28.- La dureza clinica es discriminativa para intervalos superiores a 40HV,
por lo que no es util para la diferenciacion de las capas del limite cavitario, intervalo

de 15HV entre capa.

3%.- Para el limite cavitario histologico, la Dureza Clinica y la
Léaserfluorescencia Cualitativa a 405 nm es mas Especifica que Sensible, no

alcanzando su suma el valor minimo de 1,60 para considerarla validas.

42 - Una dentina duray con Laserfluorescencia negativa es un buen predictor
de dentina sana recuperable. Sin embargo, una dentina blanda-correosa no lo es de

dentina no recuperable.

52.- Una dentina con Léaserfluorescencia negativa es un buen predictor de
dentina recuperable y una Laserfluorescencia positiva lo puede ser en el caso de

dentina no recuperable, sobre todo para el aparato Siroinspect.
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