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INTRODUCCION

El presente trabajo de tesis representa la continuidad de 1la
investigacién que sobre la estructura, propiedades y composicién
quimica del esmalte dental humano se viene realizando desde hace
tres afios en el proyecto de colaboracién entre el Instituto de
Fisica y la Facultad de odontologia titulado "Caracterizacién
Estructural y Quimica del Esmalte Dental Humano por Microscopia
Electrénica®™. En anteriores tr:.':lbajo'sl"2 se han estudiado la
estructura y composicién del esmalte dental humano, dando como
resultado un mayor conocimiento de la distribucién Y
caracteristicas de las estructuras de los cristales que 1lo
componen. En este trabajo se presenta el estudio de la disolucién
de los cristales del esmalte durante un proceso de atague &cido.
Esto nos permitird profundizar atn mds en el conocimiento de sus

propiedades.

La presentacién de este trabajo de tesis se ha dividido en c_inco
capitulos. Los antecedentes, los objetivos, la justificacién se
presentan al inicio de la tesis como continuacién de la
introduccién. En el capitulo I se comenta el microscopio
electrénico, su disefio, sus aplicaciones y sus limitantes que con
respecto a la investigacién odontoldgica presenta. En este
capitulo se pretende dejar claro que la microscopia electrénica neo
es la panacea de la investigacién odontolégica sino una técnica
que est& a su alcance para la investigacién de temas muy
especificos. El capitulo II presenta la estructura, composicién

quimica y solubilidad del esmalte. Este capitulo intenta explicar



en forma breve y clara la estructura cristalogréfica y los
elementos guimicos gue lo componen. Puesto que el presente trabajo
tiene como objetivo el andlisis de la disolucién de los cristales
de esmalte durante un ataque &cido, se dan también en este
capitulo los elementos necesarios para trabajar scbre' los temas
relacionados con solubilidad del esmalte. El capitulo III presenta
el desarrollo experimental en dénde se detalla la preparacién del
esmalte dental para su observacién por microscopia electrdnica.
Tambien presentamos el eguipo utilizado. En el capitulo IV se
presentan los resultados obtenidos, todos ellos excelentes vy
algunos‘ inéditos. En el <c¢apitule V, el 1dltimo, se aborda la
discusién de los resultados de este trabajo de tesis, en el cual
se intenta describir y detallar el mecanismo por el cual pasan los
cristales del esmalte durante el procesc de disolucidn ocasionado
por el atague acido. Para finalizar se presentan las conclusiones
del experimento realizado, el primero en su género que se realiza

en nuestre pais.

Es necesario comentar la relevancia de este trabajo no sdlo én el
area de la odontologia sino tambien en el area de biomateriales.
Puesto que sSe estd analizando la hidroxiapatita completamente
natural, como lo estd en el esmalte dental, la caracterizacidn y
conocomiento de sus propiedades serén de una alta importancia para
la produccién de los materiales sintéticos ¢ue intenten

reemplazarla.



ANTECEDENTES, OBJETIVOS, JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Nuestro objeto de estudio es el esmalte dental humano y nuestra
meta es la obtencién de mayor informacién sohre su estructura,
composicién gquimica y propiedades. El objetivo que se persigue asi
como sus antecedentes, la hipétesis y justificacidén del presente

trabajo serad comentado en esta seccién.

ANTECEDENTES,

En la tesis titulada "Caracterizacién del Esmalte Dental Humano";‘:
se mostré que el esmalte estd formado por cristalitos de 1la
apatita biolégica conocida con el nombre de hidroxiapatita.
También que en cada uno de éstos cristales se observa una linea
que los cruza a lo largo de sus porciones centrales (fig.1l). Esta
linea tiene un espesor de aproximadamente 1nm y su contraste es
dependiente del foco: se presenta chscura cuando la imagen esté
sobreenfocada, es blanca bajo-foco y desaparece cuando la imagen
esta exactamente en foco (fig. 2). La geometria de é&ste defecto es
tal que se puede extender completamente a travez del cristal o
terminar en cualquier punto dentro de éste (fig. 3). Algunos
autores® opinan que este defecto es especialmente suceptible a
caries puesto que todo hace suponer gue sufre disolucién
preferencial durante los estadios tempranos del proceso carioso.
Numerosos estudios se han realizado con el objetivo de conocer su
estructura, propiedades y el verdadero papel gque juega en la
estructura del esmalte’. Sin embargo hasta la fecha muchas
preguntas sobre su naturaleza y propiedades se encuentran todavia

sin respuesta.



Fig. 1 Cristales que forman el esmalte dental humano observados
en direccién transversal por Microscopia Electrénica de

'I‘r_ansmisiénz.



Fig. 2 Imidgenes de microscopia electrénica de trasmisién con
resolucién de linea de uno de los cristales que se muestran en la
figura 1. (A) en condiciones de sobrefoco; (B) en exacta condicién
de foco'.



Fig., 3 cristales del esmalte dental humano observados en seccién
1ongitudinal por microscopia electronica de transmisién. (B)
presenta parte de 1los cristales mostrados en (p) en mieroscopia
electrénica de alta resolucibnz.



Este trabajo demostré la variacién de contraste y posibles
estructuras de la linea obscura. Sin embargo represento sélo el
inicio del estudio de este defecto que hasta el momento no ha sido
interrumpido. También mostréd la necesidad de realizar un estudio
mas amplio sobre la estructura, propiedades y composgicidn quimica

del esmalte.

La necesidad de reconocer y analizar los razgos estructurales del
esmalte ‘como un camino a seguir para la interpretacién de la linea
obscura fué sclventada por la tesis titulada Analisis Estructural
Yy Quimico del Esmalte Dental Humano por técnicas de Microscopia
Electrénica®. En este trabajo se caracterizaron estructuralmente
tanto los prismas como los cristales de esmalte por medio de
técniéas de Microscopia Electrénica de Barrido, Microscopia
Electrdnica de Transmisién, Microscopia Electrénica de Alta
Resolucién, Difraccién Electrénica y Difraccién de Rayos X. El
trabajo, incluyé el estudio comparativo de las estructuras
anatémicas del esmalte, su composicidén quimica y la observacién de
la lfinea obscura en esmaltes de distinta edad. La linea obscura
estuvo siempre presente en los cristales de esmalte de nifio,
adulto y anciano, dando como conclusién que ésta no representa el
inicio del proceso carioso. De hecho, la linea obscura se ha
observado en el esmalte de dientes prenatales‘. Sin embargo,
consideramos que la linea obscura es un punto wvulnerable del
esmalte y con una alta probabilidad de ser el niicleo de diferentes
procesos gque lo dafen. Alterhamente Se mostré en este trabajo que
la linea obscura es en realidad un plano que cruza la estructura

tridimensional del esmalte (fig. 3). Este fu& un resultado de la



observacién del esmalte en direccién transversal y longitudinal de

los prismas gue lo componen®.

OBJETIVOS,

Varios autores han comentado que el proceso de la caries implica
la disolucién del esmalte dental, es decir la disolucién de los
cristalitos de esmalte y por tanto su estructuras. Los puntos de
controversia son el lugar inicial y la forma en gue é&ste proceso
se 1lleva a cabo. Mediciones directas de pH indican que 1la
disolucién por caries ocurre en anmbiente &cido, por ejemplo 1la
teoria acidogénica postula que el esmalte es atacado por &cidos
organicos que se producen por metabolismo microbiano®. Es bien
conocido en la ciencia de los materiales que las zonas donde
existen defectos son 1los puntos de inicio del atagque por
soluciones 4cidas. Por lo tanto hemos tenido considerable interés
por la solubilidad del esmalte en soluciones acidas puesto gue nos
dard nuevos datos sobre su estructura y los puntos de

vulnerabilidad que ésta presenta.

El objetivo del presente trabajo es por lo tanto el estudio del
los cambios morfoldgicos que presentan los cristales del esmalte
al inicio de un proceso de ataque &cido. Especialmente tenemos
interés en los cambios estructurales mostrados al rededor y en el
4rea de la linea obscura. A partir de esto esperamos que el
estudio de disolucién del esmalte nos dé indicios de sus
propiedades estructurales, composicién quimica b4 cambios
morfolégicos. El experimento disefiade en este trabajo nos

permitird seguir el proceso de disolucidén de los cristalitos del



esmalte en un ambiente 4&cido y estudiarlo por microscopia
electrénica de transmisién, microscopia electrénica de barrido y

microscopia electrénica de alta resolucién.
JUSTIFICACION.

El tema.del atague &dcido al esmalte esté& directamente relacionado
con los procesos de desmineralizacidén que se observan durante el
proceso carioso’. Puesto que la enfermedad por caries dental en
México afecta a un 90% de los habitantesa, tenemos un gran
problema de salud. Por lo tanto todo estudio sobre caries, o temas
relacionados, cobra gran importancia y su justificacidn es
inmediata. Aqui realizaremos el estudio sobre los cambios '
morfoldgicos que sufren los cristales del esmalte y su linea
obscura durante un proceso de desmineralizacién in vitro como lo

es el ataque &cido.

En vista de gque existen muchas preguntas sin respuesta sobre este
tema, esperamos obtener resultados adicionales en el presente
trabajo de tesis que contribuyan a la solucién de las

interrogantes.

HIPOTESIS

Iniciamos este trabajo de tesis con la hipétesis de gque durante un
proceso de atague &cido los puntos de vulnerabilidad de 1los
cristales del esmalte lo representa el material orgdnico y 1la

linea obscura.



CAPITULC 0

LA MICROSCOPIA ELECTRONICA Y LA INVESTIGACION ODONTOLOGICA

En este capitulo se describird el microscopio electrénico, tanto
de transmisién como de barrido, sus componentes y su aplicabilidad
al estudio de diferentes fenémenos relacionados con la
caracterizacidén, anélisis quimico e informacién estructural de los
materiales. También su uso, posibles aplicaciones y limitaciones

en la investigacién odontolégica.
1.1 El Microscopio Electrénico de Transmisién.

E1 microscopio electrénico consiste en una columna cilindrica
hueca en la cual quedan confinados los haces de electrdnes, y un
panel en el que se encuentran los controles electrénicos (fig.4).
Dentro de 1la columna, en la parte superior estd el cafién
electrénico, constituido por el filamento de tungsteno y el &dnodo.
Aqui los electrénes son producidos por el filamento por medio de
up proceso de termoemisién y acelerades por el alto voltaje
aplicado entre el &node y e} filamento. Antes de operar el
microscopio se hace vaclo a través del cual viajan los electrdnes.
Si no se eliminara el aire, los electrones se frenarian debido a
las colisiones con la moléculas de aire y el filamento se

desintegraria con mayor rapidez.

Los electrdnes tienen carga eléctrica negativa, y por lo tanto que
se les puede desviar de su trayecto y enfocarlos por medio de un

campo magnético que funcionan por lo tanto como lentes.
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Fig. 4 A)Microscopiec Electrénico de Transmisién. B)Esquema de la
trayectoria del haz de electrdnes en el MET.
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La fuerza deflectora de las lentes estd controlada por la
corriente que se les aplica através de los diferentes controles

del panel.

Las lentes condensadoras estin colocadas entre el filamento y la
muestra ¥ son las gue producen el enfoque del haz de electrdnes
sobre la muestra. La mayoria de las veces la muestra esti colocada

en una rejilla de cobre {fig,5}.

Fig.5 Rejilla portamuestras cuya dimensién es de 3mm de diémetro.

La rejilla se coloca en un portamuestras que al introducirlo al
microscépio ésta queda a la mitad de la columna del microscopio.
La amplificacién se obtiene modificando la corriente de las lentes
intermedias. Estas lentes pueden cambiar el factor de
amplificacién de 1000 veces hasta 250 000. Después de la lente
proyectora estd4 una pantalla cubierta «con una sustancia
fluorescente que es bombardeada por los electrénes que han pasado
através de la nuestra. Cuando los electrénes chocan contra la
pantalla los cristales fluorescentes emiten luz visible que es
percibida por el ojo y se forma la imagen de la muestra. Las
imagenes y sus detalles son registrados por medio de fotografias,

las cuales se amplifican aun mé&s al imprimirlas en papel,

12



La base fisica de la formacién de una imagen en el microscépio
electrénico residen en 1la dispersién de 1los electrénes al
interaccionar con la muestra (fig.6). Sin muestra presente, toda
la pantalla presenta un brillo uniforme iluminado. Cuando la
muestra se coloca en el trayecto del haz de los electrdnes, estos
se dispersan a diferentes angulos y producen diferentes tipos de
sefiales. Los electrénes retrodispersados y secundarios son la base
de la ' microscopia electrénica de barrido, los electrénes
transmitidos lo son para la microscopia electrénica de transmisién
¥ los rayos X producidos permiten obtener el andlisis quimico de
la muestra. Los electrénes transmitidos que no pasan através de la
apertura de la lente objetivo se pierden comc participantes de la

formacién de 1a imagen en la microscopia electrébnica de

transmisién.
Haz Incidenta
Electranes retrodispersados
Elecirones Auger
Electrones secundarios
Folones ‘% _{JJ Rayos X
Elocirones absorbidos Muesia
28
Electrones difractados r

Electrones transmhidos

Fig.6 Interaccién haz-muestra.
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1.2 Hicx:oscopia Electrénica de Barrido.

El principio de la microscopia electrénica de barrido (MEB) es
enfocar el haz en una &rea pequefia de la muestra y barrer la
superficie detectando en cada zona una intensidad promedio de los
electrénes secundarios dandonos la informacién topolégica de 1la
muestra (fig. 7).

El haz es producido y enfocado sobre un punto de la muestra por

dos lentes condensadoras. La seccién transversal del haz con

Bobina de
Barride \ /
Generador Pantalla
/de Burrldo\
E-T- E retrodlspernndas Anplificador
Rayua x L_de 1deo
) T
M{=p: 3
'
= PM

L123436789

Huestra

j.“,\, Absorcibn (Scé)

= Transmlslén

retrodisporsades y/c secundarios

Fig,7 Esquema simplificado de 1a formacién de la imagen en el
Microscopio Electrénico de Barrido’.
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aiémetro de 10 a 20 nm, barre la muestra por medio de una serie de
bobinas. La imAgen se forma detectando los electrones secundarios
y cuya sefial pasa al tubo de rayos catddicos,y a la pantalla de
T.V. Por lo tanto, la imagen muestra la topografia de 1a
superfiéie de la muestra. El microscdpio electrénico de barrido

trabaja con voltajes de aceleracién de 10, 15, 20 y 25 kv.

El microscépio de barrido cuenta con un sistema de fotografia
tradicional (revelado de negativos e ihpresién de las fotografias)
y un sistema de fotografia instanténea que capta la imagen,
congelada obtenida en la pantalla, dgue nos permite un andlisis

inmediato de la muestra.

1.3 Uso del Microscépio Electrénica en la investigacién

odontoldgica.

La informacién odontolégica obtenida por medio de microscopia
electrénica en el IFUNAM nos ha reportado grandes beneficios en
resultados novedosos del esmalte dental humano. Sin embardgo el uso
del microscépio electrénico es un recurso que se puede aprovechar
en distintas &reas de la investigacién odontologica. Podemﬁs hacer
referencia por ejemplo la aplicacién de la microscopia electrénica
en el estudio estructural y/o fabricacién de materiales dentales
con caracteristicas especificas. También podemos mencionar el

andlisis estructural de los materiales actuales entre los que se

incluyen estructuras cristalinas (ionémeros, hidroxiapatita
sintética), poliméricas (resinas sintéticas), materiales de
impresién, aleaciones metdlicas (amalgamas, metales de uso

protésico, alambres de uso orteddéntico,soldaduras), medios de

15



unién mecénicos y quimicos; solo por citar algunos ejemplos. Es
necesario hacer agui una observaciénvsobre el tipo de informacién
gue se obtiene con el microscdpio electrédnico pueéto que no es la
panacea de la investigacién, sino una técnica de anfilisis a nivel

atémico.

En general el microscépio electrdnico, tanto convencional como de
barrido y de alta resolucién, es utilizado en la caracterizacién
de materiales tales como:

1. Ceramicas superconductoras

2. Semiconductores

3. Aleaciones metdlicas

4. Vidrios metéalicos

5. Oxidos no esteguiométricos

6. Minerales

7. Cristales no moleculares
Y los procesos fisicos y quimicos que pueden ser estudiados
por medio de microscopia electrénica son:

1. Procesos epitaxiales

2. Crecimiento cristalino

3. Transformaciones de fase

4. Corrosién y/o oxidacién

5. Precipitacién

6. Implantacién iénica

7. Analisis quimico'®
Lamentablepmente, y también debe tomarse en cuenta, el campo de la
microscopia electrénica de transmisién tiene algunas limitantes en

cuanto a andlisis de material organico se refiere, porque el

16



método de preparacién de las muestras incluyen desgastes mecénicos

y ionicos gque podrian alterar su composicién estructural.

Es distinto el panorama al hablar acerca de las posibilidades de
an&lisis de material orgdnico en el microscopio de barrido. En
éste es relativamente f&cil analizar superficies y uniones
mecénicas por ejemplo. Adem&s el tamafio de la muestra que nos
permite analizar éste microscépio es mayor que en el caso del

microscépio electrénico de transmisién.

Por lo tanto todo tipo de investigacién odontoldgica gue quiera
realizarse por medio de la microscopia electrénica debe evaluar

primero.su factibilidad tomando en cuenta los puntos comentados.
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CAPITULD 00

ESTRUCTURA, COMPOSICION QUIMICA Y SOLUBILIDAD DEL ESMALTE

En este capitulo se comentard en forma breve la estructura del
esmalte y su composiciédn quimica con la idea de dar los elementos
necesarios para la descripcién del procese de solubilidad que
presenta en diferentes medios, La solubilidad del esmalte es la
parte central de este capitulo, Una mayor informacién sobre su
estructura Y composician quimica se encuentra en las

referencias!’®

2.1 Estructura del esmalte,

]:;as unidades estructurales b&sicas del esmalte son los prismas o
varillas (Fig., 8). Estén altamente calcificadas y las separa una
pequefia capa de material orgénico 1lamada vaina y van de la unién
amelodentinaria a la superficie dental. El espesor de un prisma es
de Sum aproximadamente, variande cerca de 1.3 veces en la
superficie exterior con relacién a su tamafio en 1la unién
amelodentinaria. Los prismas observados en corte transversal se
dividen en "“cabeza" y "cola" (Fig. 9). La cabeza se orienta hacia
la superficie oclusal e incisal y las colas en direccién cervical.
Los prismas se separan entre si por vainas de 0,1 a 0.2um de
espesor. Los prismas se apilan semejando un patrén hexagonal Las
vainas se distinguen facilmente alrededor de la cabeza de los
prismas, en la cola se tornan borrosas e incluso desaparecen.lLa
distincién entre prisma y la vaina se basa principalmente en 1la

cantidad de material orgénico y calcificacién que presentan. El
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prisma se compone de los cristales compactos de apatita, dejando
libre un minimo espacio que es ocupado por las vainas coformadas
de material orgénico con poco o nulo contenido de cristales de

apatita.

Fig. 8 (A)Estructura del prisma observada por Microscopia
Electrénica de Transmisién, (B)cola y (C)cabeza.
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Fig.9 (A) Estructura del prisma, (B) Representacién esquemédtica
del’ arreglo gque presentan los cristalitos de apatita en los
prismas, (C) Arreglo de los cristales de las apatitas a lo largo
de la direccidn transversal de los prismas.

Los prismas presentan una trayectoria ondulante principalmente en
el tercio del espesor cercano a la unién amelodentinaria, son
visibles casi a simple vista. Se presentan alternadas en
direccién. Es decir el primer grupo forma convexidades y el
segundo concavidades con respecto al plano de transicién entre
ambos grupos en el que la direccién de los prismas es
aparentemente recto. Un efecto 6ptico de esta estructura las hace
aparecer como bandas alternadas claras y obscuras, que son

rapidamente identificables en cortes longitudinales. A estas
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estructuras se les 1llama bandas de Hunter-Schereger. Una
descripcién m&s detallada de la estructura del esmalte se ha

presentado en el trabajo de la referencia®.
2.2 composicidén quimica del esmalte,

El esmalte dental humano estd compuesto de 96% de material
inorgdnico y 4% de material orgdnico y agua. La hidroxiapatita
Ca, (PO,) (OH) es un fosfato de calcio cristalino, y es el
principal componente inorgdnico del esmalte. La hidroxiapatita
tambien se encuentra en huesos, cartilago calcificado, dentina y
cemento. Es una de las apatitas biol6gicas mé&s conocidas, se sabe
que no es completamete pura, porta varios elementos impureza gque
en ocaciones son benéficas como el flior, pero el en general
rompen su estructura. Es baja en iones hidroxilo y calcio. La
celda unitaria de la hidroxiapatita es hexagonal y las posiciones
de sus elementos, Ca,O,P,H es tal que forman el grupo
cristalografico Psym(Fig 10). como el esmalte maduro esté
expuesto a un ambiente de saliva sobresaturada con calcio y
fosfato, ¥y contiene otros iones con concentracidén diferente a un
esmalte recién erupcionado, no es raro encontrar diferente
composicién en la superficie y en el interior del esmalte. Por
ejemplo se ha reportado que fluoruro y zinc tienen un gradiente de
concentracién decreciente de la superficie del esmalte a la unién
amelodentinaria, mientras carbonato y magnesio tienen un gradiente
en direccién opuestaﬁ. Ademas , el esmalte de la superficie esta
més mineralizado que el esmalte interno y tiene menor contenido de
agua. Elementos como estroncio y cobre , estén distribuidas

uniformemente por todo el
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Fig. 10 Celda unitaria de la hidroxiapatita.

esmalte , lo que nos sugiere que se depositaron en el momento de
la formacién del esmalte y no estuvieron sometidas a cambios.
carbonato y magnesio que se encuentran aumentados de la superficie
exterior a la unién amelodentinaria, también se depositaron en el
momento de su formacién. El1 gradiente surge por la pérdida de
estos componentes de la superficie durante 1la exposiciéon del

esmalte al medio bucal (fig. 11}).

A diferencia del resto de los elementes, hay considerables dudas
acerca de la cantidad de Hao, HPO:* y OH  presentes en el
esmalte. Se han reportado solo como aproximaciones de 1.0 a 2% de
agua en peso total de esmalte dental fresco, cerca del 5% total de
fésforo del esmalte estd en forma de HPO4*™ y su contenido de OH™
ves al menos de 20 a 30% por abajo del contenido méaximo de

hidroxiapatita.

22



CONSTITUYENTES ANALISIS
Porcentaje en peso

ca 33.6 - 39.4
P . 16.1 - 18.0
co, » 1.95 - 3.66
Na 0.25 - 0.90
Mg 0.25 - 0.56
cl © '0.19 - 0.30
K 0.05 = 0.30

Partes por millén

F ’ 5,000 en la superficie

Fe 8 - 218

Zn 152 - 227

Sr 50 ~ 400

Cu 10 - 100

Mn 0 - 18

ag 0 - 100
Relacién en peso 1.92 = 2.17

Fig.11 Tabla de la composicidn quimica del esmalte dental humano.

A pesar de las irregularidades anteriormente expuestas, la mayoria
de los estudios estructurales y quimicos, demuestran que los
resultados pueden ser confiablemente interpretados para el cristal

de hidroxiapatita.

2.3 Solubilidad del esmalte.

2,3.,1. Comentarios generales.

En este trabajo de tesis estamos interesados en el andlisis del

proceso de disoluciébn que se presenta durante el atagque Acido del
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esmalte. Para llevar a cabo este estudio requerimos de investigar
los mecanismos involucrados en este proceso de disoluecidn y en la

presente seccidn pretendemos hacer un repaso breve de éstos.

Al estar el esmalte dental en el medio ambiente bucal en contacto
permanente con la saliva produce una reaccién de equilibrio entre
ambos. Significa ésto un intercambio continuo de los iones que los
componen. Cuando este equilibrio se rompe se presenta generalmete
un proceso de desmineralizacién del esmalte. Durante el proceso de
mineralizacién el esmalte experimenta el desplazamiento de agua
por minerales. La mayor mineralizacién del esmalte de 1a
superficie es resultado de la exposicién a la saliva

. 11
poseruptivamente’ .

Puesto que el esmalte humano carece de poder bioldgico de
regeneracién, estudios in vitro indican aue la saliva tiene 1la
capacidad de remineralizar la s:(xperficie de esmalte
descalcificada. La saliva sirve como uné solucidén calcificante y
actda como fuente de minerales para la remineralizacién de
espacios submicroscépicos inaccesibles a moléculas organicas e
inorgénicas necesarias para nficleos en la reparacidén de grandes |

espacios.

La remineralizacién es acelerada en presencia de fluoruro en
concentraciones de lppmlz. El fluoruro promueve nucleacién de
fosfato cilcico y reduce el poder disolvente de la face liguida.
En situaciones normales el proceso de desmineralizacién -
remineralizacién se encuentran en equilibric. Cuando este se

rompe, uno de estos procesos, generalmente la desmineralizacién
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aumenta con respecto a la remineralizacién y sobreviene la lesién
del esmalte. La ruptura del equilibrio depende de varios factores,
principalmete de la alimentacién. De igual manera si aumenta la
acidéz de la saliva por el consumo de citricos y sustancias con pH
bajos, tenemos un ataque 4cido hacia el esmalte. Aunque el tiempo
de atague es corto, no deja de ser significativo en la lesién gel

esmalte.

La guimica de la disolucidén del esmalte dental en soluciones
dcidas es complicada por los cambios en la composicién de 1la
apatita inducidos por el intercambio de iones entre las fases
s6lida y liquida y tiende a aumentar con la disminucién del pH”.
La disolucién est&d confinada inicialmente al esmalte de 1la
subsuperficie, pues la capa mis externa estd protegida por un alto
contenido de fluoruro y por una pelicula de superficie orgénica

procedente de la saliva't.

La barrera a la difusién de la superficie del diente en la capa
externa del esmalte reduce la velocidad de disolucién Acida y
retardan la desmineralizacidén de la superficie. Sin embargo, una
vez gque pasan la capa superficlal protectora, los iones y las
moléculas de &cido estdn en 1libertad de reaccicnar con la

estructura del diente y disolverla.

La evidencia mis temprana de desmineralizacién de esmalte en la
zona de la superficie se presenta en las lineas de Retzius. A
partir de estas lineas, la desmineralizacién se extiende a las
partes interprismaticas y de éstas a 1la parte organica

intercristalina'®, La secuencia se precipita primariamente por 1la
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pérdida de materia orgdnica soluble 1lo cual facilita 1la

desmineralizacién diferencial.

Adem&s de penetrar entre la matriz orginica y los cristalitos
adamantinos, los dcidos atacan tambien los sitios de dislocacién
en el centro de los prismas, produciendo asi vaclos en la parte

central.

Finalmente, en la superficie del esmalte se crean espacios
suficientemente grandes para permitir la invasién por bacterias y

por lo tanto, la aparicién de caries.

Brudevold'® enumera las pruebas que sugieren que la caries del
esmalte es primariamente un proceso de desmineralizacién de 1la
siguiente manera: 1) los cambios morfolé6gicos caracteristicos de
las lesiones iniciales pueden reproducirse en el esmalte sano
cuando se ataca por Acidos débiles; 2) no se ha demostrado la
degradacién bacteriana de la matriz orgédnica en esmalte intacto;
3) la matriz de esmalte desmineralizadec es tan débil que se
destruye fdcilmente por traumastismos mecdnicos, lo que evita la

necesidad de postular degradacién de la matriz orgénica.

La caries es escencialmente un proceso de lixiviacién (separacién
de sustancias solubles de las insolubles) de componentes
inorganicos inducidos por &cidos. En la caries los espacios de las
vainas se abren debido a la temprana disolucién de los cristales
que las revisten'®. 1a posicién y la mayor solubilidad de estos
cristales se atribuye al alto contenido de carbonato lo cual los

hace altamente susceptibles a la accién de los Acidos.
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Los cambios morfolégicos van acompafiados de alteraciones en la
composicién quimica de los tejidos afectados. En caries, el
esmalte y dentina contienen mas agua, materia organica y menos
mineral. En la fraccién inorgénica, los cambios mas sefialados
asociados con la caries son una disminucién de los iones de
carbonato y magnesio y un aumento en el contenido de fluoruro. Los
valores mis altos de fluoruro denotan que en la lesién queda algo
de fluorapatita después de haberse disuelto los cristales méas

solubles'®.

La caries del esmalte es una consecuencia directa de una
disolucidén gquimica de éste y puede definirse en términos de
principios fisicogquimicos. El proceso carioso debe incluir 1la
difusién de los reactantes (&cidos) hacia el sitio de la reaccién
(esmalté), seguida por la reaccién (disolucidn) y por la difusién
de los productes de la reaccidén lejos del sitio en gque se
formaron. La reaccidén entre una solucién y un sélido es heterogéna
y depende generalmente de la velocidad de difusién de los
reactantes hacia la superficie del s6lido y la reaccién a 1la
interface controla la velocidad de disolucién. En 1la reaccién
quimica la reaccién mds lenta del proceso determina la velocidad

de disolucién'®.
2.3.2 Cinética de disolucién del esmalte,

La disolucién del esmalte se puede describir por medio de férmulas
termodin&micas y cinéticas convencionales. Un factor que determina
la disolucién del esmalte es la solubilidad de la hidroxiapatita,

otro factor es la velocidad de disolucién la cual serd controlada
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por la reaccién mis lenta del proceso.

Todas las reacciones implican algfin tipo de energia. En el caso
del experimento disefiado en este trabajo de tesis, el tipo de
energia gue produce la reaccién es quimica. Esta es una forma de
energia potencial almacenada en las sustancias que pueden
reaccionar entre si para constituir otras nuevas. Para detectar
una reaccién debe ocurrir un cambio observable. Involucra el
proceso por el cual los &Atomos del &cido fosférico y el esmalte
van a reaccionar y a combinarse entre si para formar otras
sustancias. Se representa por medio de una ecuacién gquimica en 1d

que se indican las sustancias reaccionantes y los productos.

La reaccién de interé&s en el experimento descrito en este trabajo
es una reaccidn acido-base. La teoria de Bronsted-Lowry establece
que un &cido es una sustancia que tiende a perder un protén (H')
en una reaccién quimica, es decir es un donador de protones. Una

base es un aceptor de protones”.

La disolucién de esmalte dental en un atague &cido depende de 1la

~reaccidén entre el ién hidr6geno (H') y los materiales inorgénicos
g

del esmalte. Estudios de la cinética quimica muestran que 1la
difusién de iones de hidrégeno y de moléculas de 4cido no
disociado en el esmalte y la velocidad de reaccién entre el &cido
Yy el mineral son de suma importancia para el control de la
velocidad y el grado del atague &cido. Puesto que este material es

hidroxiapatita Ca (PO,) (OH),, su disolucién es:

+ +2 -2
Cam(PO‘)s(OH)z-f' 8H'» 10Ca "+ GHPO‘ + ZHZO
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Es decir, se liberan iones de calcio, fosfato y agua, Por lo tanto
la disolucién del esmalte proporciona calcio y fosfato que pueden
reaccionar con la solucién y la superficie del esmalte para formar
otras fases. Por ejemplo con el calcio la fase superficial podria
ser fosfato dicdlcico dihidratado (CaHPOAZHEO)‘B. otro.s cationes
formardn sales insolubles de fosforo. La forma del i6n fosfato
esta determinado por el pH del sistema'®. Hay que tomar en cuenta
que la disolucién del esmalte es afectada por la placa bacteriana,

la saliva y las fases minerales de la superficie.

El proceso estd controlado por el coeficiente de solubilidad del
material, el cual para la hidroxiapatita es:

_ 2410 3-.6 -2
K= [€a®17°tpo, 1% on")

Por lo tanto la solubilidad depende de las actividades del calcio,
el fosfato y el hidréxido en la soluciédn. Cuando este producto es
saturado, la hidroxiapatita se precipita y cuando la solucién es

no saturada la hidroxiapatita se disuelve'®.

Se ha demostrado gue conforme la disolucién avanza el proceso que
contrela la velocidad de disolucién cambia de una reaccién de
difusién a una de superficie“’. De esta manera la velocidad de
reaccidén al inicio del proceso de disolucién depende de lo répido
que los iones alcanzan la superficie del esmalte, siendo el &cido
amortiguador un fuente principal de iones H'. El valor encontrado

=132
'

para Kmu’ oscila entre 107'% y 10 y el 1limite normal del

producto termodindmico de solubilidad de la hidroxiapatita oscila
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entre 107 y 107,

Resultados de experimentos sobre Ila
disolucién del esmalte realizados bajo condiciones hidrodin&micas
bien controladas revelaron que no hubo desmineralizacién
subsuper._-ficial ni cambio efectivo del area superficial. También
han mostrado que la solubilidad del esmalte disminuye al aumentar
la temperatura, sin embargo se apoyo la suposicién de que 1la
naturaleza de la fase superficial del fosfato de calcio no cambia
durante la disoclucién y es independiente de 1la temperaturam.
Parece ser que la velocidad inicial de 1la disolucién esti
controlada por la difusién, pero al proseguir la reaccién 12
velocidad de disolucién es controlada por la disolucién de 1la
superficie. Datos exper.’lmt-zm:ales“a mostraron gque cuando el

producto de la actividad de la solucisn para K,p ©s menor de

10'%, que corresponde a la velocidad inicial de la disolucién

puesto que el fosfato y el calcio aun no se disuelven, la
velocidad de disolucidn obedece el proceso de difusién. Conforme
la disolucién continfa aumentan las concentraciones de calcio y

fosfato y el producto de actividad de la disolucién alcanza un

=115, -128
.

valor de 10 >Kmp> 10 En esta regi6én la difusién no es
controlada en la capa limite y se presenta la disolucién rdpida de
cristales individuales y =ze forma una zona de descalecificacién en
lugar de la disolucién de la superficie. Estas dos regiones de
saturacién representan velocidades de disolucién para 1la.

hidroxiapatita significativamente diferentes'®.
La velocidad de disoluclén es:

172 74 -4 -174

Vesk [H')+k K (HB]7 ' [B7]
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Déndes

ki y k2= funciones de la temperatura y agitacién.

K = constante de equilibrio del Acido amortiguador empleado.
[H'] = concentracién del H'.

[HB] = concentracién del &cido amortiguador sin disociar.

[B7] = ¢oncentracién del anién del &cido amortiguador.

La concentracién del &cido amortiguador ests dada por:

[TB)={HB]+[B"]

Y la constante de disociacién del &cido amortigquador es:

K=[H"][B"]/[HB]

El término B  tiene un exponente negative lo cual implica un
efecto inhibidor. Experimentalmente se encontréd gque cuando K
disminuye la velocidad de disolucién aumenta alcanzando un maximo

y luego disminuyem.
2.3.3 Modelos de disolucién del esmalte.

Una ‘de las primeras descripciones cuantitativas del proceso de
disolucién del esmalte fue dada por Gray en 1962 utilizando &cido
lactico con diferentes pH“. Sus resultados mostraron gue la
disolucién del esmalte era funcién de la concentracién del &cido
amortiguader y su pH, siendo controlada por las velocidades de
difusién de los reactantes y de los productos del proceso. Se
mostré que un pH entre 3 y 4 redujo los indices de disolucién en

tanto que un pH entre 5 y 6 no cambian apreciablemente. Esto
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sugiere.de nuevo dos sitios de disolucién del esmalte. Higuchi y
col'?. desarrollando un modelo basado en la ley de Fick de la
difusién, encontraron que la fuerza motriz de la disolucién esta
gobernada por el producto de la solubilidad de la face mineral en
contacto con el &cido amortiguador mientras que la difusién es un
procesc controladc por una capa interaccién adyacente al esmalte.
Los modelos de Higuchi comprenden como fase disolvente a 1la
hidroxiapatita (modeloe A) o de fosfato dicdlcico dihidratado
(modelo B) (Fig. 12). En ambos casos el proceso de disolucién se
describe de manera semejante. Los iones H' del &cido amortiguador’
se deben de difundir desde la masa de la solucién hasta el esmalte
a través de una capa de difusidén de espesor constante, La difusién
al exterior de los productos de la reaccién (el ion ca® y los
fosfatos no reactivos) pasan a través de la capa de difusién hacia

la masa de la solucién'®.

MODELO 4
Eemalte Capa de Hasa de la
difus16n-h soluclOn
x=0 x=h
CAPA DE HIDROXIAPATITA
HMODELO B
Eemalto Capa de Kasa de 1la
difus i &n-n soluc1bn
x=0 x=h

Fig.12 Disolucisn del esmalte en solucidn amortiguadora 4&cida,
representando que la solucién adyacente a la superficie estd& en
equilibrio con la fase de la hidroxiapatita (modelo A) o con la
fase de fosfato dicdlcico dihidratado (modelo B).
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Los resultados de comparar los modelos con los valores de pH, 1la
concentracién de A&cido amortiguador y el efecto ibnico comGn
dieron una concordancia aceptable'’. Una evaluacién més critica
muestra gque el modelo B no muestra los efectos idénicos finos,
mientras que el modelo A deja observar una concordancia
cuantitativa bastante buena en el caso de utilizar 4cidos
amortiguadores como el acé&tico y cloroacético. En dgeneral el
andlisis de los modelos indica que los datos son mejor explicados
por un mecanismo controlado por la difusién en el que interviene
la disolucién de una superficie de hidroxiapatita. El modelo A
describe de manera satisfactoria los indices de disolucién del

esmalte.

2.3.4 Efecto del i6n fluoruro

Resulta evidente que los fluoruros desempefian un papel mGltiple y
complejo en la prevencién de la caries dental, desde la
asimilaciédn por la ingestién de agua fluorada y depositada en el
esmalte antes de la erupcién del diente y en los afios inmediat?s a
&sta’™. E1 fluoruro ingerido es depositado en el esmalte como
fluorapatita, la cual es mis resistente a la formacién de caries
que la hidroxiapatita. E1 fluoruroc tiene también la propiedad
Gnica de inducir formacién de apatita en soluciones de calcio y
fosfatc;. Favorece la conversién de fosfatos &cidos solubles en
fosfatos &cidos insolubles, con lo cual se mantiene la estructura
apatitica incluso en valores bajos de lez. En el proceso alterno
de desmineralizacién y reprecipitacién, gque caracteriza 1la
reaccién entre &cido y mineral del diente, el fluoruro promueve el

depbsito de apatita. Este efecto es contrarrestado por cabonato,
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magnesio y otros iénes que poseen la tendencia a perturbar la red
de apatita y por agentes como pirofosfatos y otros fosfatos
orgénicos que alteran la superficie del cristal de apatita e
impiden el crecimiento del cristal’. El1 efecto del fluoruro para
producir resistencia a la caries parece efectuarse en parte por
mediacién del mantenimiento de 1la integridad del cristal de
apatita. Cuando la hidroxiapatita es expuesta a una concentracién
baja de fluoruro en A&cidos amortiguadores se forma una capa
delgadaA de fluorapatita al rededor de 1los cristales de
hidroxiapatitalz. De este modo ahora la fluorapatita y no 1la’
hidroxiapatita es la que gobernarid termodindmicamente la fase
durante la disolucién. El modelo es semejante al B, excepto gue se

forma FAP en lugar de FDCD.

2,3,.5 Efecto de la edad

La resistencia de dientes humanos al ataque de caries parece
aumentar coh la edad. Al aumentar la edad, hay también aumento en
la concentracién de fluoruro y disminucidn en la cohcentracién del
carbono del esmalte de 1la superficie. Los dientes recién
erupcionados son considerablemente mas susceptibles a la caries
gque los dientes de mayor edad”, La disminucién de la propensién a
la destruccién ha sido atribuida a un proceso de maduracién
poseruptive del esmalte. Aunque se descohoce en mecanismo exacto
de maduracién y resistencia, en general se atribuye a la exposién
a la saliva. Después de la erupcién el diente experimenta con el
tiempo alteraciones fisicas y quimicas. La saliva contribuye al

cambio en el contenido iénico y la permeabilidad del esmalte®.
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2.3.6 Grabado acido.

El temavcentral de este trabajo de tesis es el estudio de los
cambios morfolégicos que presentan los cristales del esmalte
durante un atagque &cido. El grabado 4cido o esmalte acondicionado

es un componente importante en la préctica clinica. Esta técnica
implica el uso de selladores de fisuras, mejor adhesién de
materiales de restauracién al esmalte, la adhesién de abrazaderas
ortodéneicas y en restauraciones protésicas, buscando un sistema
de unidn mecénica y excelente sellado en las dificiles condiciocnes

bucales®.

El grabado 4cido legra dos cosas, remueve la placa y otros

desechos junto con una fina capa de esmalte. Tenemos entonces uﬁa
éuperficie mids porosa debido a la disolucién selectiva de
cristales, el &cido quita las sales de calcio e incrementa el
tamafio y el nimero de microespacios que nos dan una mejor
superficie de retencién mecdnica y adhesién para los materiales

: 0
restaurativos®.

Se usan varias concentracicnes para acondicionar al esmalte sélo
hasta una profundidad méxima de 10 um. El Acido fosférico se usa
como grabador, con una concentracién entre 30 y 50% durante 60
segundos con el gue obtenemos un grabado adecuado para la
retencién de 1las restauraciones . No se usan concentraciones
mayores, ya gque paraddjicamente se forma un fosfato de monocalcio
monochidratado sobre el esmalte, lo cual evita gue en el diente se

presente una disolucién mayorﬂ
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En microscopia electrénica de
efecto del grabado Acido sobre
comlin se conoce como patrén de

la remocidn preferencial de los

barrido observamos imagenes del

la superficie del esmalte. El més
grabado tipo I, caracterizado por

centros de los prismas. En el tipo

IT se muestra la remocién preferencial de las periferias de los
prismas; dejando el centro del cristal intacto. Hay un tercer tipo
que es menos frecuente, en el que ha sido removido gran cantidad
de esmalte y este pierde el aspecto morfolégico del prisma. Por la
importancia que representa el mecanismo de disolucién del esmalte,

comentaremos un poco més sobke estas morfologias en los capitulos

de resultados y discusién.

Las variaciones regionales pueden deberse a variantes en la
naturaleza del agente acondicionador, al tiempo de exposicién del
esmalte a la concentracién del 4cido, el enjuage y el resto de las
condiciones requeridas al momento de efectuar el grabadod(fig.ls).

Suparficie

del esmalte

00
0000000000

Fig.13 El resultado del grabado &cido fue la formacién de tres

zonas histolégicas distintas:(A)zona 15 um;  (B)zona

cualitativamente porosa, 20 um; (C) zona cuantitativamente porosa,

20¢4m.

grabada,
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CAPITULD 000
DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo describiremos en detalle los pasos gue se
siguieron durante la preparacién del esmalte dental humano para su
observacién por microscopia electrénica, tanto de barrido como de

transmisién.

El método utilizado para la preperacidén de muestras es el mismo
utilizado en 1a preparacién de materiales ceramicos. La
preparacion de muestras para MEB@J’.fiet‘e de la primera y es mucho
mds sencilla. El equipo utilizado y 1las soluciones &cidas

preparadas también son descritos.
3.1 Obtencién de los dientes a estudiar,

Las piezas dentales utilizadas fueron:icuatro primeros premolares
para MET; y seis primeros premolares para MEB. Todas estas piezas
fueron de 21 afios y extraidos para iniciar un tratamiento de
ortodoncia en 1la <Clinica de Exodoncia de 1la Facultad -de
Odontolqgia de la UNAM. Los dientes wantuvieron en agua destilada )

desde el momento de obtenerlos hasta que fueron utilizados.
3.2 Preparacién de muestras para MEB,

Con el propésito de conocer la velocidad de disolucién promedio
del esmalte para cada una de las scluciones preparadas se realizé

el siguiente procedimiento experimental.
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Para obtener las muestras de esmalte utilizamos una cortadora con
disco de diamante; el tamafic tiene de aproximadamente 4mm Qe ancho
y lcm de largo. El corte se obtuvo de la cara vestibular del

tercio medio de las piezas dentales.

Las soluciones para los ataques fueron preparadas con 4&cido
fosférico puro disuelto en agua destilada. Se prepararon
soluciones de &cido fosférico (utilizando para la medicidén de su
PH,un pH-imetro marca CORNING) con pH de 2.5, 3.17 y 5.0.; El pH

de la Coca Cola es de 2.5.

Todas las muestras fueron cubiertas con barniz a lo largo del
corte y aproximadamente a la mitad de su ancho, ésto con la
finalidad de tener a la misma muestra como testigo durante el
ataque de 2, 6, 12, y 24hrs. En cada una de las soluciones que se
mantuvieron sumergidas las muestras durante el tiempo mencionado.
El ataque con coca cola se hizo sin disoluci6n. Este atague se
realizd con los mismos tiempos de exposicién. La muestra fue

preparada en las mismas condiciones.

Al final de 1los ataques &cidos, las caracteristicas de 1la
superficie deden ser las siguientes: la muestra debe estar libre
de particulas (limpieza con acetona y ultrasonido), se realiza el
montaje y una metalizacién con elementos conductivos por
cualquiera de los dos métodos:a) salpicado(ionizado) con Au,
Au-Pd; b) evaporacidén (sublimacién) con C, que le dan a la muestra
caracteristicas de conductividad y resistencia ademds de
estabilidad en el vacio, estabilidad después de la exposicién al

haz de e y emisién de suficientes e’ secundarios.
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3.3 Preparacidén de muestras para MET,

E1l método de preparacién de muestras del esmalte para MET ha sido
descrito en los trabajos de tesis anteriores'? 1o describiremos
brevemente.

Las muestras para MET fueron obtenidas realizando cortes con disco
de diamante para obtener bloques de 0.3 x 0.3 x 0.1 cm. Se realizé
un desgaste mecédnico pora lograr un espesor de 60 micras.
Utilizando un pulidor mecdnico DIMPLER 200, E.A, Fishione se
adelgaza la muestra hasta 20 micras. Por Gltimo se realiza un
desgaste con una pulidora iénica (Dual Ton Mill, Mod. 600. GATAN )
para obtener una perforacién en el centro de la muestra con el
propésito de que sea suficientem;nte delgada alrededor de esta
perforacién para permitir el paso de el haz de electrones. Este
espesor es de 10 a 150 nandmetros. Todas las muestras preparadas

fueron en direccibén transversal.

Las muestras son cubiertas con una capa de carbén para evitar o
disminuir el dafio por radiacién electrénica y son observadas al
MET. Una vez obtenidas las imAgenes, continuamos con la exposicién
de las muestras a las solucidnes &cidas y son observadas de nuevo
al nmicroscépio. Experimentamos los siguientes atagues con
variantes de tiempo y pH:

PH 3.17 de &cido fosférico, tiempos de 3, 6, 9, 12, y 25 segundos.
PH 2.5 de Acido fosférico y coca cola, tiempos de 3 segundos.

PH 5.8 de acido fosférico.

Las muestras observadas en el Microscépio Electrdénico de Alta
Resolucién JEOL 4000EX, son las mismas que utilizamos para el

Microscopio Electrénico de Transmisién convencional JEOL 100CX.
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CAPITULD (W
RESULTADOS

En este capitulo son presentados los resultados obtenidos al’
someter al esmalte a un proceso de ataque de acido fosférico. Las
muestras fueron observadas por microscopia electrénica de barrido,
microscopia electrénica de transmisién y microscopia electroénica
de alta resolucién. Los resultados son mads gue excelentes y nos
han permitido hacer una continuacién del trabajo presentado en lag
tesis anteriores en el proyecto de caracterizacién de 1la
estructura atdémica del esmalte dental humano por técnicas de

microscopia electrénica'’®,

4,1 Microscopia Electrdnica de Barrido.

El espesor de las muestras gque se observan por microscopia
electrdnica de transmisién deben ser no mayores a 100nm,
dependiendo del voltaje. Espesores mayores no permiten el paso de
los electrones. El mejor contraste se obtiene a espesores de 30nm.
La observacién por nicroscopia electrénica de transmisién de los
canbios morfolégicos que sufren los cristales del esmalte dental
humano durante el atague 4&cido requiere del estudio de 1a
velocidad de disolucién del esmalte en soluciones &cidas. Esto nos
permitird conocer la solucién y el tiempo de atagque adecuado para

las muestras con las dimensiones mencionadas.

Una buena alternativa para conocer el tiempo de ataque y el pH

idéneos para observar el inicio y la evolucién del atague a 1los
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cristales del esmalte, nos la da el estudio por microscopia
electrdénica de barrido de la cantidad de esmalte disuelto en
diferentes soluciones a un tiempo determinado. Tenemos entonces
una aproximacién de la velocidad de disolucién del esmalte y nos

permite determinar el tiempo de ataque.

La figura 14 muestra las imagenes de MEB de la superficie del
esmalte atacada a diferentes tiempos en una solucién de 4cido
fosférico con un pH de 3,17, La figura 14A muestra el perfil
obtenido entre la zona atacada y la no atacada. A partir de este
tipo de imagenes se puede conocer el volumen de material disuelto,
conocemos el tiempo de exposicién’y, por lo tanto la velocidad de
disolucién. La figura 14B presenta la misma zona que la figura 14A
pero vista "en la direccién perpendicular a la direccién de 1la
figura anterior. La diferencia entre la zona atacada y la no
atacada es fAcil de observar. La figura 14¢ muestra la diferencia
en la cantidad de material disuelto a partir de la profundidad
relativa de la zona atacada a dos distintos tiempos de ataque, 2 ¥y
6 horas. Observese la disminucién en el espesor de la franjd que

forma la frontera de las zonas.

La figura 15 muestra la superficie del esmalte atacada con
soluciones de 4cido fosférico con diferentes pH. La diferencia
entre ellas es evidente. En la fig.15A se observa que un ataque
con pH de 5.4 durante 48 hrs. no modifica apreciablemente la zona

atacada en comparacién a la parte no atacada.
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Fig. 14 Imagenes de microscopia electrénica de barrido de las
muestras de esmalte atacada con una solucidén de Acido fosférico
con pH de 3.17 desde diferentes vistas (AyB). Diferencia entre y 2
Y 6 hrs de ataque(C).
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Fig.15

atacadas
hrs. (a)
de esmal

Imagenes de microscopia electrénica de barrido de muestras
con diferentes soluciones de &cido fosférico durante 48
PH=5.4, (B) pH 3.17, (C) PH 2.5. (D) Atague a la nmuestra

te con coca cola, pH= 2.5.



Sin embargo un atague con pH de 3,17, mostrade en la fig. 18B,
durante el mismo tiempo modifica apreciablemente la zona atacada.
Esta presentdé una razdén de disolucién de aproximadamente 0.5 nm
por segundo. En la figura 15C observamos un atague con una
solucién de dcido fosférico con pH de 2.5 durante 48 hrs. lo cual
nos da una velocidad de disolucién de 1 nm por segundo. La figura
14D muestra el caso del ataque con coca cola, la cual discutiremos
més adelante. La figura 16 muestra la superficie del esmalte
después del ataque. En esta figura es evidente el ataque
preferencial gue se presenta:en las zonas interprismaticas (fig.
16B) y/o en el centro de algunos prismas (fig. 16C). Es claro de
esta figura la existencia de un atague no homogéneo de los prismas
del esmalte. En los incisos B y C de esta figura se alcanzan a
distinguir 1los ‘cristales de hidroxiapatita gque forman a 1los

prismas.

A partir de los resultados de este andlisis hemos seleccionado una
soluciéﬁ con pH de 3.17 para el estudio del ataque &cido en
nuestras muestras de microscopia electrSnica de transmisidn.
Debido al espesor de las muestras de transmisién. Los tiempos de

ataque que se utilizan son mencres a 13 segundos.
4.2 Microscopia Electrénica de Transmisién.

Los resultados obtenidos en esta seccién los podemos calificar de
extraordinarios. Con la solucién gque seleccionamos en la seleccién
anterior hemos podido seguir en una secuencia gue podriamos llamar
"paso por paso%, el proceso de disolucién de los cristales del

esmalte durante un ataque &acido.
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Fig.16 Diferentes tipos de grabado 4cido observados por MEB. En
B) se muestra el caso del ataque interprismitico indicado por la
flecha (2) en (A); en (C) el del ataque prismitico (flecha 1).
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La figura 17 mnmuestra la secuencia de los cambios morfoldgicos
presentados por los cristales del esmalte durante el atague con
una solucién de é&cidao fosférico con pH de 3.17. La figura 17A
presenta los cristales del esmalte al inicio del ataque donde se
puede observar su uniformidad. También se observan espacios
intercristalinos. La figura 17B presenta los cambios generales
producidos después de 3 segundos de atague. Observese la
existencia de varios huecos y zonas donde 1los cristales siguen
presentando el contraste mostrado en la figura 217A. También
observense las formas de donas creadas por el ataque. En la figura
17C la densidad Qe huecos se ha incrementado. Esto sucede después
de 12 segundos. Finalmente en la .figura 17D la densidad de huecas
es aun mayor y el contraste mostrado en la figura 17A ha cambiado
completamente después de 25 segundos. Aqui podriamos hablar de la
disolucién casi completa de la muestra de esmalte analizado. Un
tiempo mayor de ataque nos conduciria a la perdida completa de la
zona de interés, como se muestra en la figura 18, en la gue se
muestra la vista general de un prisma después de 30 segundos y en
la cual podemos observar el atague preferencial de 1la ;;arte

central del prisma y la vaina que lo rodea.

De loa tiempos de ataque, aquelles que se encuentran entre 3 y 12
segundos son los que mayor informacién sobre la evelucién del
proceso de disolucién de los cristales del esmalte nos dieron. La
figura 19 muestra la misma zona del esmalte antes y después del
ataque.- ElL tiempo de exposisiciébn corresponde a 3 segundos.
Observese gue el proceso se inicia en las zonas intercristalinas

(fig. 19B) como era de esperarse. Agui no podemos decir gue el
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Fig. 17 Diferentes etapas del ataque &cido en los cristales del
esmalte visto por MET. (A) iniciec del ataque; (B) después de 3
segundos de atague; (¢) después de 12 segundos de atague; {D)
después de 25 segundos de ataque en los cristales.
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Fig.18 Vista de 1la cabheza del prisma después de 30 seg. de
ataque. La vaina y la parte central del prisma presentan ataque
preferencial.
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Fig. 19 Comparacidén entre los cristales del esmalte antes (A) y
después{(B) de 2 seg., de atague A4cido. Notese 1las formas
caracteristicas de los cristales ya atacados (indicados por las
flechas). Las puntas de flecha indican la vaina del prisma.
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material orgénico, que es el due se encuentra en las zonas
intercristalinas y en las vainas de los prismas, es el primero en
desaparecer puesto gue el método de preparacién de muestras gque
*utilizamos no es el adecuado para preservar material orgéanico y
seguramente &ste fue eliminado antes de su primera observacién en
el microscépio electrdnico. Observense de nuevo las formas de
donas c;eadas durante ‘el ataque (indicadas por las flechas). La
figura 20 muestra los cambios producidos por el atagque de 12
sequndos. Esta figura ratifica el hecho de que el ataque se inicia
en los espacios intercristalinos e interprismiticos. Aqui es de
gran importancia analizar en detalle la forma dque adguieren los
cristales del esmalte después de ser atacados. La primera de ellas
es que comienzan a perder su forma original y aparecen espacios
intercristalinos y espacios dentro del cristal mismo (fig.21). El
espacio en medio del cristal les da a los cristales una apariencia
de "dona". A medida gue avanza el proceso el espacio de la "dona"
se aumenta y la forma gue van adquiriendoc los cristales es de
"aguja" {(fig. 20B). El contraste mostrade por la imagen de campo
oscuro 5e1 esmalte atacado 12 segundos muestra la existencia de
cristales completos gque han resistido al ataque acido (fig. 22).
Esto nos confirma aun mis la existencia de puntos preferenciales
de atague en el esmalte dental. Una de las formas resultantes
importantes para nuestro estudic de la linea obscura son las
"donas". Estas las podemos observar casi en todas las imagenes
mostradas del esmalte atacado. Este contraste es una prueba de que
la disolucién de los cristales del esmalte comienza no solamente
en las zonas intercristalinas sino tambien en el centro del

cristal, =zona donde se encuentra el defecto planar
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Fig.20 Imagen de la muestra del esmalte atacada por 12 segundos.
Las flechas indican las formas caracteristicas que adquieren los
cristales después del ataque &cido. Las cabezas de flecha indican
la posicidén de la vaina del prisma.
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Fig.21 Imagenes de microscopia electronica de tyransmisidén que
comparan los cristales del esmalte antes del atague (A) Y después
de 3 seg. de ataque 4cido (B). Las flechas en (A} indican algunas
de las lineas obscuras dque Sse observan en 1os cristales. En (B)
jndican la forma de "dona" gque adquieren 1los cristales después del
atague.
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Fig.22 Imégen del campo claro {A)} y campo obscuro (B) de 1los
cristales del esmalte atacados 4cidamente durante 12 seg. La
imdgen del campo ecbscuro (B) muestra la existencia de cristales
completos. Las flechas indican la forma de "dona" de algunos

cristales.
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llamada linea obscura. En la figura 23 se muestran las imagenes de
campo claro y campo obscuro de varios cristales en forma de
"dona". La imagen de campo ohscuro muestra gue la dona es un solo
cristal, el cual al inicio presentaba la linea obscura en su
centro. Esto viene a demostrar una vez mas que la linea obscura
representa un plano de vulnerabilidad en la estructura cristalina

del esmalte.

Un estudio por difraccién electrénica demostrd gue las agujas que
se obtienen al fipal del proceso de ataque &cido son residuos
cristalinos de hidroxiapatita. La figura 24 nos muestra el proceso
de ataque Acido en diferentes tiempos y los patrones de difraccién
en cada-uno de ellos. E1 la figura 24A obgservamos el patrén de
difraccién caracteristico del esmlate. Este presenta una serie de
arcos concéntricos caracteristicos de una orientacién
preferencial. La figura 24B muestra el patrén de difraccién de la
muestra atacada durante 12 seqgundos y en el cual podemos observar
que, aunque siguen wostrando arcos concéntricos, varios de é&stos
han desaparecido. La figura 24C nos muestra el patrén de
difraccién del esmalte atacado 30 segundos. En este caso un mayor
nimero de arcos han desaparecido. Sin ewbarge las seflales
presentes en este caso pueden ser indexadas también a pértir de la

estructura de la hidroxiapatita.
4.3 Microscopia Electrénica de Alta Resolucién,

Las imagenes de microscopia electrénica de alta resolucidén de las
muestras del esmalte dental humano atacado &cidamente presentan

caracteristicas muy interesantes. Las cuales ya han sido
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Fig.23 IméAgenes de microscopia electrénica de transmisién de los
cristales en forma de wdona" en campe claro (A) y obscuro (B) .

----.-.-u----o-n-.-------.-....-.

Fig. 24 Imagenes de MET y sus respectivos patrones de difraccién
de diferentes etapas del ataque &cido.(A) inicio del ataque; (B)
después .de 12 segundos de ataque; y (C) después de 10 segundos de
ataque. Observese los cambios en el patrén de difraccién en cada
caso.
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comentadas en trabajos anteriores,

Como mencionamos en la seccidn anterior uno de los contrastes del
esmalte atacado gque mAs informacién nos puede dar sobre la
evolucién del proceso de ataque en los cristales del esmalte es la
forma de dona gque presentan. La figura 25A muestra la imagen de
campe claro de la microscopia electrénica convencienal en donde se
observan una densidad de cristales en forma de dona. En la figura
25B vemos la imagen de microscopia de alta resolucién de una de
estas donas. En la Figura 26 se muestra en mayor detalle,
Primeramente se resalta el contraste caracteristico de 1la
estructura de la hidroxiapatita. También observamos la forma en la

cual el cristal fue disuelto en su parte central.

La figura 27 muestra un hecho importante gue tenemos gue tomar en
cuenta al momento de pensar en algun modelo gque intente presentar
el proceso de disolucién del esmalte. La imagen corresponde a la
nuestra del esmalte atacada durante 12 segundos en la cual se
observa la presencia de cristales no completamente disueltos. En
estos podemos aun observar la linea obscura. Por lo tanto la linea
obscura puede ser observada en cristales de esmalte que hayan sido

parcialmente disueltos,
4.4 Ejemplo de ataque &cido: Coca Cola

Como un ejemplo de los procesos de disolucién por atague &cido
ocasionade por alimentes, hemos analizade el efecto de la coca
cola en el esmalte dental humano. El1 proceso observade fue
exactamente el mismo que el reportado en las secciones anteriores

de disolucién por soluciones de cido fosférico.
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Fig.25 Imdgenes de microscopia electrénica de transmisién en su
modo convencional (A) y en su modo de alta resolucidn (B) de los
cristales en forma de "dona" que se presentaron después del ataque
dcido.
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Fig.26 Imagen de microscopia electrénica de alta resolucién de un
cristal del esmalte en forma de dona después del ataque acido. El
o en hidroxiapatita en

contraste mostrado concuerda con el observad
direccién [0001]. Las areas claras due presenta {manchas) son
producidas por el dafio por radiacién electrénica de transmisién.
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Fig. 27 Ccristales parcialmente disueltos mostrando la linea
obscura (indicadas por las flechas). En B se ve una amplificacién

de la zona referida en A.
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Primeramente analizamos su velocidad de disolucién por microscopia
electrédnica de barrido de la misma forma que lo hicimos con el
acido fosférice el resultado fue impresionante. La figura 28
muestra las imagenes de microscopia de barrido de la zona atacada.
A partir de estas imagenes obtenemos una velocidad de disolucién
de aproximadamente 1.3 nm por segundo, misma velocidad dque la
obtenida por la solucién de &cido fosfdrico con pH de 2.5 (mismo
pH de la coca cola). La figura 29 muestra que el proceso de
disolucién del esmalte es exactamente el mismo que el comentado en

las secciones anteriores. Notese la existencia de donas.

Una probable respuesta al motivo acerca del valor del pH con tal
acidéz en la coca cola, es la que el agua utilizada en su
elaboracién no sea purificada y, por lo tanto, hay dque agregar
Acido al contenido de la bebida para eliminar microorganismos
patégenos contenidos en el agua utilizada,atenuando el problema, y
evitando infecciones gastrointestinales. Sin embargo surge un
problema que es quizd mis grave por ser irreversible( la
disolucién ocacionada al eswmalte dental. Las consecuencias
posteriores son ya conocidas. En ocaciones traen consigo graves
problemas de salud dental sobre todo en las dietas desbalanceadas,
en la falta de higiene bucal.Es menester de la empresa informar a
sus consumidores sobre los efectos en cuanto a salud en general se

refiere, tarea que puede realizar mediante su publicidad.
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Fig., 28 Im&genes de microscopia electrénica de barrido ¢
muestra del esmalte atacada con Coca Cola en durante 48hrs.
vista general; (B) perfil de disolucién.
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CAPITULD W
DISCUSION

Los resultados del presente trabajo de tesis los podemos calificar
de extraordinarios ya que nos permiten adentrarnos aun mds en el
conocimiento de 1la estructura cristalina y morfolSgica ‘del
esmalte. Tambien nos van a permitir obtener informacién adicional
aunque de una manera indirecta sobre la linea obscura. El ataque
dcido al que fue sometido el esmalte presenta resultados muy
similares a los obtenidos en experimentos de estudio del procesé
carioso, Eso significa gque los mecanismos de ambos procesos son si
no los mismos si muy similares. En este capitulo realzaremos los
resultados que consideramos los mAs importantes en lo gque al
proceso de ataque &Acido se refiere y los cuales nos daran una

visién de la evolucién de los cambios morfolégicos que sufren los

cristales de esmalte durante este atague.
5.1 Etapas de la disolucién del esmalte

Los resultados presentados en el capitulo anterior muestran gque
los primeros puntos de disolucién por el proceso de ataque &cido
son en orden de aparicién los espacios interprismaticos, 1los
espacios intercristalinos y el centro del cristal de
hidroxiapatita. Es bien sabido que los espacios interprismaticos y
los espacios intercristalinos estan llenos de material organico.
Tambien es conocido que durante un atagque &acide al esmalte lo
primero gue se disuelve es el material inorgénico dejando muchas

veces el material orgénico intacto®?. El hecho de gue los espacios

64



interprismaticos sean zonas de ataque del &cido se puede explicar
por el hecho de que durante el proceso de preparacién de muestras
tode el material organico presente desaparecié dejando estos
espacios vacios. Por lo tanto durante el ataque,es altamente
probable gque el &cido se haya difundido a travéz de ellos y atacar
la superficie del esmalte desde esos espacios. En el caso de los
espacios intercristalinos, que son relativamente mucho mas
pequefios gque los espacios interprismaticos el procedimiento de
ataque es el mismo y el &cido ataca a los cristales desde estos

espacios.

con lo que respecta al ataque de los cristales del esmalte dental
humano los resultados resaltan la forma de dona que estos
adquieren. Este es un claro resultado de atague preferencial en
los cristales. La formacién de donas en cristales del esmalte se
han observado tambien en estudios del proceso cariose’. Y a
diferencia del proceso analizado en el presente trabajo, en los
estudios de esmalte con caries la disolucidn de los cristales es’
preferencial en la regién prismitica que en la interprismitica,
apoyando de nuevo el hecho de gue en un proceso carioso el
material inorgdnico es diluido mds rapidamente que el material

orgénico.

La figura 30 muestra diferentes etapas en la disolucién de leos
cristales del esmalte. El proceso de ataque se inicia en el centro
del cristal siempre limitado por los planos (100}, es decir 1la
zona de la linea obscura (fig. 30A). Despues de la formacién del
orificio central la disolucién se extiende en la direccién de los

planos (100) hasta obtener un tamafioc de aproximadamente 7nm ,



Fig. 30 Etapas de la disolucién de 1os cristales del esmalte.
primeramente Se€ presenta ia forma de dona(A) cuyo espacio interior
comienza a crecer si el ataque continta (B). Este crecimiento
puede ser en forma paralela a los planos (100) (C V¥ Dy ©
perpendicular a ellos.
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(figs. 30 C y D), la cual corresponde a 8 veces la distancia entre

planos (100). La distancia entre planos 100 es de 0.8lnm.

Después la disolucién se extiende hacia el extremo de los
cristales de dos maneras diferentes. En una de ellas el proceso
disolutivo sigue una direccién paralela a los planos (120) {figs.
30, C Yy D). En la otra alcanza el extremo del cristal siguiendo la

direccién de los planos (100) (fig. 31 A).

En otros cristales es comun observar que despues de la disclucién
central . la disolucién continGa tomando cualquiera de 1las dod
direcciones mencionadas y nos muestre una combinacién de ambas. Es
de esperarse que esta combinacién tienda a una disolucién del

cristal mas rapida que en el caso de una sola.

Por lo tanto podemos decir que la destruccién de los cristales del
esmalte durante un proceso de ataque Acido es el resultado de 1la
extencién de la disolucién en direcciones perpendicular y paralela

a los planos (100) de los cristales de hidroxiapatita.

Un resultado muy interesante del experimento reportado en este
trabajo es el hecho de obsevar la linea obscura después de un
atagque de 12 segundos en la que la mayoria de los cristales del
esmalte presentan un alto grado de disecluciébn (fig. 27). Estas
imagenes podrian hacernos pensar gque la linea obscura no es el

punto de nucleacién de la disolucién del esmalte.

Sin embargo las formas de donas observadas en varias imagenes

obtenidas a diferentes tiempos de ataque nos indican lo contrario:
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la zona de inicio del proceso de disolucién en un ataque guimico

es el centro del cristal ¥, por lo tanto, la linea obscura.

Esta aparente contradiccién es f&cil de resolver si pensamos en el
cristal del esmalte en forma tridimensional, y por lo tanto el
proceso de disolucién de estos cristales también debe pensarse
tridimensionalmente. Lo que sucede en este caso es que el proceso
de disolucién se inicia en un planc (por lo tanto bidimencional,
como lo muestra la figura 32 A y debe de proseguir no solamente
hacia los lados sino tambien en una direccién perpendicular a
dicho plano (tridimencionalmente fig, 32 B). De acuerdo a esto, la
figqura 26 muestra el proceso de la disolucién en forma
tridimencional y complementa la idea mostrada por las figuras 30 y
31. A partir de analizar la figura 32 el hecho de gue se observen
cristalitos que presentan la linea obscura después de un ataque

dcido es normal.

La evolucién de la disolucidn continGa creando aberturas laterales
en el cristal y produce 1la fragmentacién del cristal al
desaparecer partes importantes de este (fig. 32), de la forma

reportada experimentalemte en este trabajo (figs., 30 y 31).

En todos los casos analizados la disolucibén comienza por el centro
del cristal y se extiende anisotrépicamente a lo largo del eje C.
Esta observacién concuerda completamente con las observaciones
realizadas a los cristales del esmalte con una lesién cariosa®. El
hecho de que evolucione a lo largo del eje C nos indica que avanza

a travez del plano que forma la linea obscura.
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Fig. 31 [Etapas de la disolucién de los cristales del esmalte,
Crecimiento del espacic interior de las donas en direccién
perpendicular a los planos (100) (A) o paralelo a ellos (B).
Conforme el atague acido continfa, los cristales pierden la forma

de dona y en algunos casos, los espacios interiores de donas
vecinas se unen (C y D),
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CONCLUS0ONES

1, El estudio por microscopia electrénica del proceso de
disolucién del esmalte dental humano ocasionado por un ataque
&cido ha mostrado que se inicia en el centro de los cristales,
Esta zona corresponde a la linea obscura presente en todos los
cristalitos de esmalte. Por lo tanto se concluye que durante el
proceso de ataque &Acido un punto de vulnerabilidad de 1los

cristales del esmalte lo representa la linea-obscura.

2. Después de la nucleacidén de la lesién central de los cristales
del esmalte, la disolucidn evoluciona en forma paralela y/o
perpendicular a los planos (160) de la hidroxiapatita. E1
mecanismo de disolucidn es altamente anisotrédpico y, tomandoe en
cuenta la tridimensionalidad de los cristales, es posible observar

las lineas obscuras de los cristales parcialmente disueltos.

3. Las etapas de la disolucién del esmalte dental humano
observadas en un ataque 4cido son exactamente las mismas que las
reportadas en los andlisis del estudio morfolégico de- los
cristales de esmalte con lesién cariosa. Esto demuestra que el

mecanismo es muy similar en ambos procesos.

4. El ejemplo del ataque con Coca Cola mostrd las mismas etapas
de disolucién que en el caso de la solucién de Acido fosférico de
pH 2,5 y por 1lo tanto una velocidad de disolucién de

aproximadamente 1inm por segundo.

5. El experimento llevado a cabo en el presente trabajo no nos
permite comentar sobre el comportamiento del material orgénico

durante este proceso.
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