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RESUMEN

Objetivo: caracterizar la estructura quimica de un diente con
hipomineralizacién incisivo-molar (HIM) y amelogénesis imper-
fecta (Al).

Material y método: se utilizaron tres muestras de dientes: sano,
con HIM y con Al tipo hipocalcificado. Se determiné la composicién
quimica de las muestras mediante espectroscopia Raman y la cris-
talinidad del esmalte a través del cdlculo del ratio mineral/orgdnico
y de la anchura media médxima (FWHM).

Resultados: se aplicé el andlisis de varianza ANOVA. Se obser-
varon diferencias significativas (p < 0,05) entre el diente sano y los
dientes con defecto del esmalte.

Conclusion: el contenido inorgdnico de los dientes con defectos
en el esmalte es menor que el de los dientes sanos.

PALABRAS CLAVE: Amelogénesis imperfecta. Espectroscopia.
Hipomineralizacién incisivo-molar. Raman.

INTRODUCCION

Los defectos del esmalte (DE) son cada vez mas frecuen-
tes, afectando potencialmente a mds del 10 % de la poblacién.
Pueden aparecer tanto en denticién temporal como en denti-
cién permanente y abarcan una serie de problemas asociados
como las caries, fracturas dentales, sensibilidad, manejo de
la conducta, alteraciones psicolégicas y problemas estéticos
entre otros (1,2).
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ABSTRACT

Objective: to characterize the chemical structure of a tooth with
molar-incisor hypomineralization (MIH) and amelogenesis imper-
fecta (AI).

Material and method: three samples of a tooth were used: healthy,
with MIH and hypocalcified-type Al. The chemical composition of
the samples was determined by Raman spectroscopy and the enamel
crystallinity was calculated by the mineral/organic ratio and the full
width half maximum (FWHM).

Results: variance ANOVA analysis was applied. Significant dif-
ferences were observed (p < 0.05) between the healthy tooth and the
teeth with enamel defects.

Conclusion: the inorganic content of the teeth with enamel
defects is lower than that of healthy teeth.
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En muchos casos su diagnéstico no es facil y por falta de
conocimiento no se brinda una atencién temprana adecuada.
Es importante conocer su etiopatogenia, saber cémo se pro-
ducen las alteraciones, diferenciarlas y ofrecer alternativas
que ayuden a favorecer tanto la estética como la funcién en
los tratamientos restauradores de estos dientes.

Entre los defectos del esmalte, la amelogénesis imperfecta
(AD) y la hipomineralizacion incisivo-molar (HIM) causan
cada vez mds preocupacion a los clinicos de todo el mundo
por diferentes razones.

La Al es un desorden hereditario que se caracteriza por
una alteracion en la calidad y/o cantidad de esmalte dental de
forma generalizada que puede afectar a ambas denticiones.
Los dientes son propensos a un rapido desgaste con caries y
pérdida temprana. Generalmente es un esmalte mds blando
que se desgasta con la masticacion. Las propiedades mecdni-
cas, microdureza y mddulo de elasticidad tienen menor valor
que el esmalte normal (3,4).

La hipomineralizacién de incisivos y molares es un trastor-
no en la mineralizacién del esmalte de los primeros molares y
de los incisivos permanentes. El esmalte afectado es fragil y
se puede desprender facilmente, lo cual deja expuesta la denti-
nay esto favorece la sensibilidad dentinaria y el desarrollo de
lesiones cariosas. Los posibles factores etiol6gicos se asocian
a alteraciones durante la gestacion y a algunas enfermedades
de la primera infancia (5-7).

Clinicamente es dificil estimar el grado de hipomineraliza-
cién y el riesgo de pérdida de esmalte (5). Numerosos estudios
han observado cambios en la composicién quimica y reduc-
cién en la parte mineral en dientes con HIM. La restauracion
de estos defectos suele ser complicada y es dificil encontrar
un material de eleccién que cumpla los requisitos necesarios.
La investigacion sobre la adhesion de materiales de restaura-
cién al esmalte hipomineralizado es limitada y las decisiones
clinicas hasta la fecha no se han basado en la evidencia.

En este sentido las pruebas basadas en la espectroscopia
aportan informacion acerca de la microestructura del esmalte,
permitiendo conocer mejor las caracteristicas de estos defec-
tos dentales y asi poder planificar mejor las opciones preven-
tivas y terapéuticas.

Mediante la espectroscopia Raman se puede conocer el
contenido orgédnico (proteinas) e inorgdnico (minerales) del
diente y detectar asi posibles alteraciones. A diferencia de otras
técnicas infrarrojas que requieren la alteracion de la muestra
ésta presenta la ventaja de ser una técnica no invasiva (8,9).

El mal funcionamiento de las principales proteinas en el
esmalte (ameloblastina, enamelina, tuftelina y amelogenina)
durante la maduracion, causa defectos en la mineralizacion
del mismo (10).

Por tanto, si somos capaces de detectar las posibles altera-
ciones en el contenido proteico del diente podremos conocer
mejor estos defectos y acercarnos cada vez mds a terapias
preventivas y terapéuticas especificamente adecuadas a las
caracteristicas del defecto a tratar.

El objetivo de este estudio fue caracterizar la estructura
quimica de tres muestras tomadas de un diente sano, un diente
con Al tipo hipocalcificado y un diente con HIM.
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron para el estudio un diente sano, un diente con
Al tipo hipocalcificado y un diente con HIM. Los dientes con
Al y el diente sano fueron premolares extraidos por motivos
ortodonticos. Para la obtencion de la muestra con hipominera-
lizacion, se realiz6 una “biopsia de esmalte” de un diente con
este defecto planificado previamente para una restauracion.
Se restauré con composite para conseguir mayor estabilidad
y estanqueidad de la restauracion y una adecuada proteccion
pulpar. Se dejé esmalte sano en los margenes y se extrajo la
biopsia del diente. Todas las muestras se conservaron en timol
al 0,1 % a una temperatura entre 4-6 °C hasta su utilizacion.
En todos los casos se contd con el consentimiento firmado
previo por el paciente.

A cada muestra se le realiz6 entre 9-15 secuencias de and-
lisis de superficie mediante espectroscopia Raman. Se utilizé
un equipo Raman dispersivo Jasco NRS-5100 de 300 mm de
distancia focal con laser de diodo (785 nm), con una potencia
de irradiacién de 12 mW y un microscopio con un objetivo de
20 aumentos (20x) y resolucién de unos 3 cm™'. Se determiné
la composicion quimica de las muestras y la cristalinidad del
esmalte mediante el ratio mineral/orgdnico (960/1070 cm™)
y la anchura media maxima (FWHM).

Se llevé a a cabo el andlisis estadistico Mann-Whitney para
pruebas no paramétricas.

RESULTADOS

El andlisis de espectrometria de Raman mostré que en
FWHM existen diferencias significativas (p < 0,05) entre el
diente sano respecto al diente con Al y HIM. No se encontré
diferencias significativas en este pardmetro entre el diente con
Al y el diente con HIM (Fig. 1).

En el Ratio 960/1070 existen diferencias significativas (p
< 0,05) entre el diente sano y los dientes con Al y HIM. En
este pardmetro, también hay diferencias significativas entre
ambos defectos (Fig. 2).

En relacién a los espectros Raman, se observa que los
correspondientes al diente sano y diente con HIM son mas
parecidos entre si, mientras que el diente con Al presenta una
intensidad y frecuencia de picos elevadas (Fig. 5).

FWHM (cristalinidad)

HIM

AMELOGENESIS

SANO

Figura 1. Media del valor FWHM de cada grupo.
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RATIO 960/1070
16,43

16,28

Figura 2. Media del valor del Ratio 960/1070 cm™ de cada grupo.

En el diente sano no hay presencia de proteinas situadas
en el rango correspondiente a 1.200-1.500 cm™ mientras que
en los dientes con HIM y Al hay un aumento variable de la
intensidad en esa zona (Figs. 3-5).

La banda correspondiente al PO,* (958 cm™) presenta una
intensidad mds elevada en el diente sano, probablemente debi-
do a una sustitucién menor por carbonato (Fig. 3).

El carbonato (1.070 cm™) puede sustituir a los iones hidro-
xilo o a los iones fosfato de la hidroxiapatita presente en el
esmalte. En este estudio, se observa que esta banda es de
mayor intensidad en el diente con Al (Fig. 5).

DISCUSION

Algunos estudios previos han realizado andlisis con
espectroscopia Raman midiendo el ratio fosfato/carbonato
(960/1.070 cm™) y el grado de cristalinidad con FWHM, con-
siderdandolos buenos pardmetros para determinar la estructura
quimica y cristalinidad del diente (11).

Con este método, en el presente estudio se constaté que en
los dientes con Al y HIM el esmalte tiene un mayor contenido
de carbonato, coincidiendo con otros autores que mediante
un andlisis de dureza, EDX y microandlisis de rayos X de
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Figura 3. Espectro Raman de un diente sano.
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Figura 4. Espectro Raman de un diente con hipomineralizacion
incisivo-molar.
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Figura 5. Espectro Raman de un diente con amelogénesis imperfecta.

molares permanentes hipomineralizados, se encuentra menor
valor de microdureza y mayor cantidad de carbonato que en
el esmalte sano (12).

Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto que las
bandas correspondientes a la matriz orgdnica del esmalte con
la presencia de amidas (proteinas) son mucho mas elevadas
en las muestras que presentan defectos, concretamente de tipo
Al mayor incluso que en el diente con HIM.

Se ha documentado que las bandas en la regién 1.200-
1.500 cm™ se atribuyen a los modos vibratorios de flexion de
la amida de las proteinas en la matriz orgdnica del esmalte.
Concretamente las bandas de amida I (1.650 cm!), amida II
(1.540 cm™), amida III (1.202 cm™) y CH, bending (1.450
cm™) correspondiente a la amelogenina (13,14).

Taube y cols. realizaron un andlisis con espectroscopia
Raman y EDX del esmalte de diente sano y diente con HIM
y también observaron que los picos proteicos tienen mas
intensidad en las muestras hipomineralizadas y que hay mas
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carbonato en el esmalte desmineralizado, aunque no obser-
varon cambios en la cristalinidad (5). En este estudio, tam-
bién aparece mds carbonato en los dientes con HIM, pero a
diferencia de los hallazgos de Taube y cols. si hay diferencias
significativas en la cristalinidad.

Otros estudios han destacado la diferencia en contenido
de proteinas entre el esmalte sano y el esmalte con defec-
tos, sobre todo del tipo AI. Mangum y cols., por ejemplo,
mediante un andlisis protedmico, observaron que los dientes
con HIM y con Al tienen entre 3 y 15 veces mds proteinas que
el esmalte normal. Concretamente, en los defectos de HIM
aparece mds albumina (se relaciona con la inhibicién de la
mineralizacién) (15). Debido a que la albimina es una pro-
tefna sanguinea, sugieren una posible influencia preeruptiva
en el origen de este tipo de defectos.

Como se ha comentado previamente, en los dientes con
defectos del esmalte la toma de decisiones restauradoras es
complicada. Sin embargo, y a menudo, se tendrd que realizar
un tratamiento restaurador, con los consiguientes problemas
de anestesia y colaboracién. Por otra parte, serd un reto afiadi-
do encontrar un buen material restaurador teniendo en cuenta
qué limitaciones estructurales tienen estos defectos. De ahi la
importancia de conocer la composicién quimica del esmalte
afectado.

Se ha observado que el efecto del grabado dcido sobre
un esmalte con defectos en la mineralizacién es menos pre-
decible ya que actuard sobre un tejido con mayor contenido
orgdnico y con un patrén poroso y desorganizado en lugar de
sobre un esmalte bien mineralizado en el que habitualmente
produce un patrén de grabado estdndar y, por tanto, la adhe-
sién de los materiales es peor (16).

En el caso de los selladores de fosas y fisuras en dientes
con defectos del esmalte, un estudio concluye que solo una
cuarta parte seguian intactos después de cuatro afios de apli-
cacion (7).

Para mejorar la adhesion a esmalte afectado por Al, se ha
sugerido hacer un tratamiento con NaOCl 5 % después de
grabado 4cido considerando que la remocion del exceso de
proteinas mejoraria las condiciones de la adhesion en tipo
de dientes (16). Sin embargo, en otro estudio, se realiz6 la
desproteinizacién con NaOCl al 5 % de un diente con HIM y
no se obtuvo resultados concluyentes (17).

Cabe resaltar que en dientes afectados por defectos del
esmalte las terapias preventivas van enfocadas a tratamientos
de remineralizacion mediante flior y fosfato de calcio amorfo
en forma de pastas dentales, barnices y flior tépico. Estas
estrategias se basarfan también en un posible efecto sobre
la estructura y composicion quimica del esmalte defectuoso
(18).

En cualquier caso, conocer mejor la alteracién en la com-
posicion estructural puede ayudar al desarrollo de materiales
mads eficaces, no solo con un enfoque preventivo tan pronto
se realice el diagndstico a una edad temprana de cualquier
defecto del esmalte, sino también a nivel restaurador. En este
momento, la investigacion sobre la adhesién de materiales
de restauracion al esmalte hipomineralizado es limitada y las
evidencias en las que basar las decisiones clinicas son escasas.
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Si bien de forma especulativa, el conocimiento estructural
del diente mediante nuevas técnicas de investigacién intro-
duce claves y respuestas sobre defectos como la HIM y la Al
que podria en ultima instancia desbloquear un camino hacia
una mejora en su tratamiento y prevencion.
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ABSTRACT

Objective: to characterize the chemical structure of a tooth with
molar-incisor hypomineralization (MIH) and amelogenesis imper-
fecta (AI).

Material and method: three samples of a tooth were used: healthy,
with MIH and hypocalcified-type Al. The chemical composition of
the samples was determined by Raman spectroscopy and the enamel
crystallinity was calculated by the mineral/organic ratio and the full
width half maximum (FWHM).

Results: variance ANOVA analysis was applied. Significant dif-
ferences were observed (p < 0.05) between the healthy tooth and the
teeth with enamel defects.

Conclusion: the inorganic content of the teeth with enamel
defects is lower than that of healthy teeth.

KEYWORDS: Amelogenesis imperfecta. Spectroscope. Molar-
incisor hypomineralization. Raman.

INTRODUCTION

Enamel defects (ED) are increasingly common, affect-
ing potentially more than 10 % of the population. These
can appear in both the primary and secondary dentition and
entail a series of associated problems such as caries, dental
fractures, sensitivity, behavior management, psychological
disturbances and esthetic problems amongst others (1,2).

In many cases the diagnosis is not easy and given there is a
lack of knowledge, proper treatment is not provided early on. It

OponroL PEDIATR 2021;29(1):3-10

RESUMEN

Objetivo: caracterizar la estructura quimica de un diente con
hipomineralizacién incisivo-molar (HIM) y amelogénesis imper-
fecta (Al).

Material y método: se utilizaron tres muestras de dientes: sano,
con HIM y con Al tipo hipocalcificado. Se determiné la composicién
quimica de las muestras mediante espectroscopia Raman y la cris-
talinidad del esmalte a través del cdlculo del ratio mineral/orgénico
y de la anchura media médxima (FWHM).

Resultados: se aplicé el andlisis de varianza ANOVA. Se obser-
varon diferencias significativas (p < 0,05) entre el diente sano y los
dientes con defecto del esmalte.

Conclusion: el contenido inorgdnico de los dientes con defectos
en el esmalte es menor que el de los dientes sanos.

PALABRAS CLAVE: Amelogénesis imperfecta. Espectroscopia.
Hipomineralizacién incisivo-molar. Raman.

is important to be familiar with the etiopathogeneses and to be
aware of how these disorders arise. These should be differenti-
ated and alternatives should be offered to favor both esthetics
and function during the restorative treatment of these teeth.

Amongst enamel defects, amelogenesis imperfecta (Al)
and molar-incisor hypomineralization (MIH) are causing
increasing concern for clinicians around the world for dif-
ferent reasons.

Al is a hereditary disorder that is characterized by a gener-
alized disturbance in quality and/or quantity of dental enamel
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that may affect both dentitions. These teeth are liable to rapid
wear, caries and early loss. Generally speaking, it is a soft-
er enamel that wears out with mastication. The mechanical
properties, microhardness and elastic modulus have a lower
value than normal enamel (3 4).

Molar-incisor hypomineralization (MIH) is an enamel
mineralization disorder of the permanent first molars and
incisors. The enamel affected is fragile and it can crumble
easily leaving the dentine exposed, which leads to dentinal
sensitivity and the development of carious lesions. The possi-
ble etiological factors are associated with disturbances during
pregnancy and some childhood diseases (5-7).

Clinically, it is difficult to estimate the degree of hypomin-
eralization and the risk of enamel loss (5). Numerous studies
have observed changes in the chemical composition and a
reduction in the mineral part of teeth with MIH. The restora-
tion of these defects tends to be complicated and finding the
material of choice that meets these requirements is difficult.
Research on bonding of restoration materials to hypominer-
alized enamel is limited and the clinical decisions to date are
not based on evidence.

In this sense the tests based on spectroscopy provide infor-
mation on the microstructure of the enamel, allowing us to
become familiar with the characteristics of these dental defects,
and thus plan improved preventative and therapeutic options.

By means of Raman spectroscopy we can detect the organ-
ic (protein) and inorganic (mineral) content of teeth and detect
possible disorders. Unlike other infrared techniques that
require disturbing the sample, it has the advantage of being a
non-invasive technique (8,9).

The malfunction of the main proteins in the enamel (amelo-
blastin, enamelin, tuftelin and amelogenin) during maturation
causes the mineralization defects (10).

Therefore, if we are able to detect the possible disturbances
in the protein content of a tooth, we will be able to become
more familiar with the defect. We can then adopt more pre-
ventative and therapeutic therapies that are specifically suited
to the defect that has to be treated.

The aim of this study was to characterize the chemical
structure of the three samples taken from a healthy tooth, a
tooth with hypocalcified-type amelogenesis imperfecta and
a tooth with MIH.

MATERIAL AND METHOD

For this study a healthy tooth, a tooth with hypocalci-
fied-type Al and a tooth with MIH were used. The tooth with
Al and the healthy tooth were premolars extracted for ortho-
dontic reasons. In order to obtain a hypomineralized sample,
an “enamel biopsy” was performed of a tooth with this defect
that was due for restoration. It was restored with composite in
order to achieve greater stability, a restoration seal and suitable
pulp protection. Healthy enamel was left in the margins and
the biopsy of the teeth extracted. All the samples were kept in
0.1 % thymol at a temperature between 4-6 °C until they were
used. In all cases, signed consent was given by the patient.

OpoNTOL PEDIATR

Each sample underwent 9-15 sequences of surface analy-
sis using Raman spectroscopy. Raman dispersive equipment
Jasco NRS-5100 was used with a focal length of 300 mm,
diode laser (785 nm), irradiation power of 12 mW, a micro-
scope with a zoom lens of 20 (20x) and a resolution of 3 cm’'.
The chemical composition was determined of the samples
and the crystallinity of the enamel by means of the mineral/
organic ratio (960/1,070 cm™) and the full width half maxi-
mum (FWHM).

The Mann-Whitney statistical analysis for non-parametric
tests was performed.

RESULTS

Raman spectroscopy analysis revealed that there were sig-
nificant differences (p < 0.05) in FWHM between the healthy
tooth with regards to the teeth with Al and MIH. Significant
differences were not found in this parameter between the
tooth with Al and the tooth with MIH (Fig. 1).

FWHM (crystallinity)

MIH

AMELOGENESIS

HEALTHY

Figure 1. Mean of the FWHM value in each group.

In the 960/1,070 ratio there were significant differences (p
< 0.05) between the healthy tooth and the teeth with Al and
MIH. In this parameter, there are also significant differences
between both defects (Fig. 2).

With regards to the Raman spectra, we observed that the
healthy tooth and the tooth with MIH were more similar to
each other, while the tooth with AI had higher peaks of inten-
sity and frequency (Fig. 5).

RATIO 960/1070
16.43

16.28

Figure 2. Mean value of the 960/1,070 cm™ ratio of each group.
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SPECTROSCOPY IN TEETH WITH MIH AND AMELOGENESIS IMPERFECTA

In the healthy tooth there was no presence of proteins sit-
uated in the 1,200-1,500 cm™ range, while in the teeth with
MIH and Al there was a variable increase in the intensity in
this area (Figs. 3-5). The band corresponding to PO,* (958
cm™') showed higher intensity in the healthy tooth, probably
due to lower carbonate substitution (Fig. 3).

Carbonate (1,070 cm™) may substitute the hydroxyl ions
or phosphate ions in the hydroxyapatite of the enamel. In this
study, we observed that the band was of greater intensity in
the tooth with AI (Fig. 5).
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Figure 3. Raman spectrum of a healthy tooth.
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Figure 4. Raman spectrum of a tooth with molar-incisor
hypomineralization.

DISCUSSION

Previous studies have performed an analysis with Raman
spectroscopy measuring the phosphate/carbonate ratio
(960/1,070 cm™) and the degree of crystallinity with FWHM.
These parameters were considered good for determining the
chemical structure and crystallinity of a tooth (11).
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Figure 5. Raman spectrum of a tooth with amelogenesis imperfecta.

With this method, this study found that the enamel in the
teeth with AT and MIH had a greater content of carbonate,
as found by other authors who, by means of hardness meas-
urements, EDX and X-ray microanalysis of hypomineralized
permanent molars, found a lower micro-hardness values and
a greater quantity of carbonate than in healthy enamel (12).

The results obtained revealed that the bands corresponding
to the organic matrix of the enamel with amides (proteins) is
much higher than in the samples with defects, specifically of
the Al type and greater than in the tooth with MIH.

It has been reported that bands between 1,200-1,500 cm!
are attributed to the bending vibratory modes of the amide of
the proteins in the organic matrix of the enamel, specifically in
the amide bands I (1,650 cm™), amide II (1,540 cm™), amide
IIT (1,202 cm™) and CH, bending (1,450 cm™) corresponding
to amelogenin (13,14).

Taube et al. performed an analysis with Raman spectrosco-
py and EDX on the enamel of a healthy tooth with MIH, also
observing that the peaks of protein were more intense in the
hypomineralized samples, and that there was more carbonate
in the demineralized enamel. However, they did not observe
changes in crystallinity (5). In this study, more carbonate
also appears in the teeth with MIH, but unlike the findings of
Taube et al., there were significant differences in crystallinity.

Other studies have highlighted the difference in the content
of proteins between healthy enamel and enamel with defects,
especially the Al type. For example, Mangum et al., by means
of proteomic analysis observed that the teeth with MIH and
with Al have 3 to 15 times more protein than normal enam-
el, specifically in MIH defects there is more albumin (which
is related with inhibition of mineralization) (15). Given that
albumin is a blood protein, they suggest a possible pre-erup-
tive influence in the origin of this type of defects.

In teeth with enamel defects, as stated previously, taking
restoration decisions is complicated. However, restoration
treatment will often have to be performed with the added
problems of anesthesia and cooperation. Moreover, finding
good restoration material whilst taking into consideration the
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structural limitations of these defects will be an added chal-
lenge. Hence the importance of being aware of the chemical
composition of the enamel affected.

It has been observed that the effect of acid etching on
enamel with mineralization defects is less predictable, as it
will act on tissue with a greater organic content and with an
irregular porous pattern instead of on properly mineralized
enamel which usually produces a standard etching pattern
and, as a result, bonding of the material is worse (16). In the
case of pit and fissure sealants for teeth with enamel defects,
one study concludes that only a quarter continued in tact four
years after application (7).

In order to improve bonding to enamel affected by AL, 5 %
NaOCI treatment has been suggested after acid etching, as it was
considered that the removal of excess proteins would improve
the adhesion conditions in these teeth (16). However, in another
study, deproteinization with 5 % NaOCI was carried out of a
tooth with MIH, but conclusive results were not obtained (17).

OpoNTOL PEDIATR

It should be pointed out, that preventative therapies for
teeth with enamel defects focus on remineralization treatment
using fluoride and amorphous calcium phosphate in the form
of toothpaste, varnishes and topical fluoride. These strategies
are also based on a possible effect on the chemical structure
and composition of defective enamel (18).

In any event, better knowledge on the changes in structural
composition can help develop more efficient material, not
only in regards to prevention as soon as the diagnosis is made
at an early age of an enamel defect, but also to restoration.
Currently, research on the adhesion of restoration material
to hypomineralized enamel is limited, and the evidence on
which to base clinical decisions is scarce.

Although speculative, the structural knowledge of a tooth
by means of new research techniques introduces questions
and answers on defects such as MIH and Al that could even-
tually unblock the road towards improved treatment and
prevention.
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