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RESUMEN

El estudio de los prismas del esmalte dental y los pequefios cristales que lo forman fue
hecho por Microscopia de transmision y de barrido. Se estudio la estructura del esmalte en
tres grupos diferentes: nifios, adultos y ancianos. Se observaron diferencias tales como: el
arreglo cristalino en el esmalte de nifios es mas ordenado que el de los ancianos. Fue
interesante observar la presencia de la linea obscura en los tres grupos de edad. Esta se

observé en todas las muestras y se concluyd que es un plano mas bien que una linea.

Palabras clave: Esmalte dental, hidroxiapatita, y linea obscura



ABSTRACT -

The study of the enamel prisms and the small crystals which form them was
done by transmission and scanning electron microscopy. The enamel structure from
three stages of life was studied: childhood, adulthood, and oldage. Some differences
were observed among them: the crystalline arrangement in child enamel is highly
ordered but in the oldage enamel it is not. Special interest was given to the presence
of the dark line in the enamel crystals of these stages. It was observed in all the

samples and concluded that it is a plane instead that a line.

Key words: Tooth enamel, hidroxyapatite, dark line defect.



PRESENTACION

Durante el desarrollo de un individuo, todos sus tejidos sufren cambios
y el esmalte dental no es la exCepcién, presentando asi diferentes
caracteristicas en la infancia, juventud y vejez. La experiencia clinica
nos ensefa cuales son estos cambios, pero en realidad nc contamos
con informacion cientifica precisa que pueda aclarar el porque y como
suceden dichas modificaciones, por ejemplo: en las concentraciones
de los elementos que conforman al esmalte, 0 a que se deben las
variaciones en las propiedades fisicas tales como su dureza, colory
estructura cristalina. Cuandoc optamos por algun tipo de tratamiento,
este se implanta de manera indiscriminada a cualquier &rgano
dentario, sea cual sea el grupo de edad al que pertenezca, sin
considerar la direccién de las presiones resistidas en relaciéon con la
cristalografia de la hidroxiapatita. Si en realidad existen cambios en el
esmalte, deberiamos de tenerlos presentes para realizar este tipo de
acciones y, ademas, desarrollar medicamentos con mayores grados
de biocompatibilidad y asi nuestros tratamientos puedan tener un
mayor exito. En este trabajo de tesis preseniamos el estudio
estructural y- quimico del esmalte dental humano en las etapas de la
vida antes mencionadas con el objetivo de mostrar sus diferencias. De
esta manera presentamos la “evolucién” de la estructura vy
composiciéon gquimica del esmalte con respecto a la edad de éste. Asi
podemos mencionar que tomaremos como variables dependientes a la

composicién y la estructura del esmalte y como variable independiente



al tiempo. La presentacién de la tesis ha sido dividida en cinco
capitulos en donde se muestran en forma secuencial las ultimas
investigaciones realizadas en el campo del esmaite (capitulo |); las
técnicas que utilizamos en la parte experimental para la elaboracién de
este trabajo, como son: la microscopia electronica de barrido, (MEB) la
microscopia electrénica de transmision (MET), el analisis quimico por
rayos X caracteristicos y las técnicas de difraccién electrénica y de
rayos X (capitulo |Il); el desarrolio experimental seguido para la
preparaéién y analisis de las muestras del esmalte que fueron
estudiadas (capitulo Ill); la presentacion de los resultados (capituio 1V);
y su analisis y discusion (capitulo V). Al final se enumeran las

conclusiones alcanzadas.



CAPITULO |
INTRODUCCION

En esta tesis se analiza el esmalte dental, desde el punto de vista
“evolutivo”, ya que se estudio el esmalte presente en la dentadura de
nifios, adultos y ancianos. De esta manera, se identificaran los
cambios estructurales que se presentan durante el desarrollo de la
vida del ser humano. Para ésto, se utilizaron técnicas de microscopia
electronica en sus diferentes variaciones, tales como la microscopia
electrénica de barrido, microscopia electronica de transmisién, en su

modalidad de alta resolucién, y analisis guimico de rayos X.

El esmalte es un tejido duro, altamente mineralizado, que cubre la
corona anatomica del diente. E£s un tejido acelular, io que significa que
una vez formado no presenta ninguna actividad biolégica; esto quiere
decir, que los ameloblastos (células precursoras del esmalte)
desaparecen después de la formacion del mismo; este tejido es
incapaz de repararse. Al madurar, pierde tanto material organico como
agua por lo que resulta un producto que esta compuesto en un 96%
de su peso por material inorganico, 3% de agua y un 1% de material

organico. Por lo tanto el esmalte es extremadamente duro pero fragil.
(figura. I.1)



Esmalte

/ Unién

Amelodentinaria

Dentina

Fig.l.1 Orientacién general de los prismas del esmalte.

Cristalograficamente esta compuesto por cristales individuales de
hidroxiapatita; éstos estan mas largos y mas orientados que en otros
tejidos mineralizados (dentina, hueso y cartilago). El esmalte dental
esta formado de una matriz mediada por una biomineralizaciéon. Los
cristales del esmalte se precipitan a partir de una solucién
supersaturada dentro de un compartimento bioldgico bien delimitado
(ameloblasto) y estan compuestos de hidroxiapatita caicica carbonada
(HAC) no estequiometrica. Los primeros cristales aparecen
suavemente en [a unién amelodentinaria (UAD) y crecen rapidamente

en forma de cintas. La forma y el patrén de crecimiento de estos




cristales puede ser interpretada como la evidencia de una fase
precursora de fosfato octacaicico (POC)%. La celda unitaria del POC
presenta en su plano (100) una superficie que puede actuar como una
plantila para la precipitacion de la hidroxiapatita. Durante este
proceso, una celda unitaria de fosfato octacalcico se convierte en dos

celdas unitarias de hidroxiapatita.

Amizuka y col. estudiaron los penachos del esmalte despues de
descalcificar la matriz de éste, examinando sus caracteristicas
histoquimicas y estructurales finas. Encontraron que bajo el
microscopio de barrido los penachos del esmalte aparecian como
estructuras corrugadas en forma de cinta ubicadas en la dentina
paralelas al eje transversal del diente. La observacion en el
microscopio electrénico de transmisién (MET), mostré los penachos
del esmalte como paquetes de estructuras tubulares bien extendidas
con estriaciones transversales atribuibles a las bandas del esmaite
hipocalcificado. Se observaron estructuras en forma de I|amina
ubicadas en el centro de los penachos, de donde corrian paralelos al
mismo. Las laminas de los penachos revelaron su origen en la capa
superficial de la dentina, penetrando en la zona hipercalcificada

adyacente a la UAD, para alcanzar la region del penacho.?

Arends y col., realizaron un estudio para analizar el diametro promedio
de los cristales de esmalte maduro, en esmalte de dientes deciduos, y
en esmaite fluorado, asi como en esmalte bovino. Esta investigacion

se llevd a cabo sobre superficies fracturadas, analizandolas con un




microscopio electrénico de barrido (MEB)'. Encontraron asi que el
diametro promedio para los cristales del esmalte de dientes sanos,
deciduos y fluorados era 36nm, 46nm, 81nm, respectivamente. Los
valores del esmalte sano y remineralizado in vitro y esmalte bovino
remineralizado in vivo fue de 57nm, 97nm; y 63nm respectivamente.
Los resultados obtenidos por medio de MET y MEB, dan resultados
muy semejantes. La diferencia entre el esmalte bovino remineralizado
in vivo e in vitro pueden deberse a las diferencias en la velocidad de

remineralizacién y/o a la presencia de saliva. *

Durante la amelogénesis, el analisis de difraccidn de rayos X sélo
revela la presencia de HAC, a su vez la MET convencional muestra
que los cristales de esmalte en desarrollo presentan una forma de
cinta. Los cambios descritos en su composicién pueden ser un
indicador de la presencia de minerales diferentes de la HAC. Cuisinier
y col., demostraron la existencia de dos familias involucradas en las
etapas tempranas de la biomineralizacion: a) la fase precursora en
donde aparecen particulas nanometricas; y b) cristales en forma de
cinta, con una estructura muy relacionada con la HAC, la cual por un

proceso de engrosamiento progresivo tiende a proporcionar la forma

cristalina madura del esmalte.’

Nishikawa y col., analizaron la arquitectura de los prismas del esmalte
asi como el arreglo de los ameloblastos en dientes de cerdo y mono,
utilizando microscopia éptica (MO), MET y MEB. Ellos encontraron

que los prismas del esmalte en los dientes de cerdo estaban



ordenados en hileras longitudinales rectas en la capa inicial, en hileras
onduladas en la capa interna, y con un patrén en forma de eses en las
capas externas. El entrecruzamiento de los prismas sélo se encontrd
en las capas internas. Los cortes transversales de los prismas del
esmalte de cerdo presentaban una forma de arcada en las capas
inicial e interna, y casi una forma redondeada con fronteras circulares
en la capa externa. El arreglo de los ameloblastos secretores a nivel
de la red terminal distal y los procesos de Tomes, y |la forma de dichos
procesos correspondia a aquellos de los prismas del esmalte en las
capas internas. Las redes terminales distales estaban bien
desarrolladas entre hileras rectas de los ameloblastos, formando la
capa inicial y entre hileras onduladas de ameloblastos formando la
capa interna. Sin embargo, en los ameloblastos que formaban la capa
externa, mismos que perdieron su patrén de hilera, los filamentos de la
red terminal distal estaban distribuidos uniformemente en la periferia
de las células. En los monos también se observd un arreglo similar en
forma de hileras onduiadas de ameloblastos a nivel de la red terminal

distal y el proceso de Tomes.®



1.1 COMPOSICION QUIMICA

Material inorganico

El esmalte dental humano esta compuesto de 96% de material
inorganico y 4% de material organico y agua. La hidroxiapatita es el
principal componente inorganico del esmalte, las figuras 1.2 y |.3
muestran un espectro de rayos X caracteristicos y un difractograma de
rayos X del esmalte dentai respectivamente donde se demuestra la
presencia de hidroxiapatita. La hidroxiapatita tambien se encuentra en
huesos, cartilago calcificado, dentina y cemento. Es una de las
épatitas biclégicas mas conocida: se sabe que no es completamente
pura, porta varios elementos de impureza que en ocasiones son
benéficos como el flior, pero en general rompen su estequiometria y
alguna veces su estructura.” Es baja en iones hidroxilo y calcio. En el
cuerpo humano se encuentra un promedio de 7809 de fésforo ( P ) de
los cuales casi el 85% esta presente en los huesos como
hidroxiapatita. La composicion aproximada de los huc—_;sos de adulto
despues de eliminar agua es: hidroxiapatita 60%, colageno 30%,

lipidos, proteinas, polisacaridos, etc., 10%.

El esmalte maduro esta expuesto a un ambiente de saliva
sobresaturada con calcio y fosfato, y contiene otros iones con
concentracion diferente a un esmalte recién erupcionado. No es raro
encontrar diferente composicion en la superficie y en el interior del
esmalte. Bress y col., ® reportaron que el fluoruro y el zinc (Zn) tienen

un gradiente de concentracién decreciente de la superficie del
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Fig 1.2 Espectro de EDS de rayos-x caracteristicos del esmaltg dental humano
mostrando los elementos principales de la hidroxiapatita: Ca, PyO.



esmalte a la unién amelodentinaria, mientras el carbonato y el
magnesio tienen un gradiente en direccién opuesta. El esmalte de la
superficie esta mas mineralizado que el esmalte interno y tiene menor
contenido de agua. Elementos como el estroncio y cobre estan
distribuidos uniformemente por todo el esmalte, lo que nos sugiere que
se depositaron en el momento de la formacion del esmalte y no
estuvieron sometidos a cambios.! En la figura .2 se muestra el
espectro quimico del esmalte dental tomado por espectroscopia de
dispersién de rayos X en el cual se muestran los elementos

principales.
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En la tabla 1 se muestran los principales elementos que conforman al

esmalte dental y sus rangos de concentracién relativos (promedios).

Constituyentes Analisis
Porcentaje en peso
Molecular

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 milion
F 5000 en la superficie
Fe 8-218
Zn 162 - 227
Sr 50 - 400
Cu 10 - 100
Mn 0-18
Ag 0-100
Relacién en peso Ca/P 1.92-2.17
Relacion molar 1.5-1.68

Tabla |. Analisis quimico del esmalte dental humano. Nétese que el
cociente CA/P es alrededor de 2, mientras que para la hidroxiapatita
sintetica es de 1.67.



De acuerdo a lo reportado por Gross y col.,® las muestras de hueso
tienen una relacion Ca/P de 1.50, mientras que la estequiometria de la
hidroxiapatita pura es de 1.67. Esta diferencia se atribuye
principalmente a que el fésforo se encuentra unido a otros cationes. El
crecimiento del hueso involucra la formacién inicial de un material
amorfo que mediante un proceso sumamente complejo y a
temperatura corporal cristaliza en forma de agujas dentro de las fibras

de colageno.
Apatita del esmalte

La quimica cristalina de la apatita del esmalte es probablemente la
mas conocida y entendida de las apatitas bioldgicas. Esta es una
apatita imperfecta, baja en calcio, y en iones de hidroxilo, pero rica en
impurezas sustitucionales. Pocas impurezas como lo es el fllor, son
benéficas para el esmaite, la mayoria de las impurezas parecen
romper su estructura. La parte de la estructura de la hidroxiapatita que
tiene gran interés para el esmalte desde el punto de vista de las
posiciones que pueden ocupar los elementos de impureza es la region
alrededor de los sitios del radical OH-, escencialmente la que forma

los iones Ca 'y PQO,2" ( figura |.4)



Fosféro

Hidroxilo
Calcio (I}
Calcio ()

Oxigeno

O 0 @& &

Fig 1.4 Estructura de la hidroxiapatita sintética cuando se observa a lo largo de
la direcciéon [0001]. En esta presentaciéon los hidroxilos ocupan los
centros de los hexagonos formados por los atomos de calcio.



Material Organico

El material organico consiste principalmente de proteinas. Durante el
desarrollo del esmalte este controla la nucleacién y orientacion de los
cristales de apatita. £n el esmalte maduro el material organico forma la
matriz que embebe a estos cristales de hidroxiapatita, dandoie
resistencia a la fractura. Las proteinas del esmalte son conocidas con
el nombre de amelogeninas y enamelinas. Estas son muy similares a
la familia de proteinas de las queratinas, pero no ajustan
completamente la composicién de los aminoacidos. Un tipo de
amelogenina es soluble en acido fosférico con un pH neutro y puede
ser morfoldégicamente relacionada a una red fina del material organico
que rodea los cristales de hidroxiapatita. El segundo tipo, la
enamelina, es extremadamente insoluble aun después de largos
tiempos de ataque quimico. Histologicamente puede ser asociada a
partes estructurales especificas del esmalte como son los penachos y

las laminillas (Fig. 1.5).
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Fig.l.5. Corte transversal por desgaste a través del diente. Se pueden observar los
numerosos penachos que se extienden desde la unién amelodentinaria hasta el
esmalte (de Orban-Bahskar, Histologia y Embriologia bucal, pp 71, 1991).

I.I ESTRUCTURA

La unidad estructural del esmalte esta conformada por prismas, que a
su vez estan formados por cristales de hidroxiapatita; ésta es un
cristal que corresponde al sistema hexagonal (grupo espacial P6,/m)
con un parametro de red de a=0.942nm, ¢=0.688nm y su composicion
quimica es Ca,o(PO,)s(OH),,."

En la figura .6 se muestra el sistema hexagonal de la estructura de la
hidroxiapatita. La zona remarcada con una linea obscura muestra una
celda unitaria. La celda unitaria de la hidroxiapatita constituye la
unidad estructural mas pequefia de su forma paralelepipeda, en la
que se incluyen 10 atomos de calcio, seis grupos fosfato (PO,) y 2
grupos oxhidrilos (OH). La celda unitaria puede generar un cristal largo

por medio de una repeticidn indefinida de esta celda en la direccién



de los tres ejes del cristal. Los grupos oxhidrilos estan ubicados en las
esquinas de la celda unitaria. Los diez atomos de calicio estan
definidos como calcios columnares (Ca |) o calcios en eje de tornillo
(Ca II) dependiendo de su medio ambiente. Cuatro de los atomos de
calcio ocupan la posicién de calcio columnar (Ca |) en la celda unitaria.
Los otros seis calcios ocupan la posicidn de eje de tornillo (Ca II)
formando los triangulos de caicio alrededor del grupo OH central,
ubicado a lo largo del eje c. Los 6 grupos PO, estan ordenados
alrededor de los grupos OH ubicados en las esquinas de la celda

unitaria’?.

Figura I.6. Estructura hexagonal de la celda unitaria de la hidroxiapatita del
esmalte dental humano.

Los cristales de hidroxiapatita del esmalte de los mamiferos presentan
una forma hexagonal cuando se examinan en cortes transversales con

el microscopio electrénico de transmision. Se han propuesto dos



modelos para explicar el perfil cristalografico hexagonal. El modelo de
“La cinta hexagonal” propone que los perfiles hexagonales son
verdaderos cortes transversales de cintas hexagonales elongadas. El
modelo de “La cinta rectangular’ propone que los perfiles cristalinos
son segmentos rectangulares tridimensionales (paralelepipedos), que
se proyectan como hexagonos opacos en las micrografias rutinarias
del microscopio de transmisién. Warshawsky y col. indican que los
cristales del esmalte de las ratas, tienen una forma de cinta aplanada,
con perfiles rectangulares, en cortes transversales. Las imagenes
hexagonales, observadas en las micrografias electrénicas de cortes
delgados de esmalte, resultan del avistamiento de segmentos con una
forma de paralelepipedo de estos cristales, como sombras

bidimensionales ."°

En una serie de estudios para investigar los rasgos y caracteristicas
estructurales basicas de los cristales de apatita bioldgica, utilizando
microscopia electronica de transmision, Ichijo y col. examinaron la
ultraestructura de los cristales de esmalte, dentina y hueso humanos
en una resolucidén cercana a la atdmica, y mostraron la configuracion
de la estructura de la hidroxiapatita, a través de cortes transversales y
longitudinales de los cristales. Subsecuentemente, basados en los
resultados de otros autores acerca de la ultraestructura del hueso y
diente, fueron capaces de examinar directamente las imagenes de las
imperfecciones de la red, en los cristales del esmalte y hueso humano,
tales como los defectos puntuales de la estructura, los defectos

lineales y los defectos de las caras en los cristales. Su estudio fue
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realizado en esmaite sano de primeros molares inferiores
erupcionados de humano recientemente extraidos. Obtuvieron
pequefios cubos de esmalte, los cuales fijaron en glutaraldehido y
tetroxido de osmio, para después fijarlos con una resina epoxica
utilizando los métodos rutinarios. Los cortes ultradelgados fueron
obtenidos con un disco de diamante; la muestra se trabajé sin
descalcificar. Los cortes fueron examinados con un microscopio
electronico de transmisiéon Hitachi H-800 y H 9000 operados a 200kv y
300kv. Cada cristal fue observado a una amplificacion inicial de 300
000 aumentos y a una magnificacion final de 10 000 000 aumentos.
Ellos confirman que existe una fusion entre los cristales adyacentes, la

cual se puede presentar en algun momento del desarrollo del esmalte.
8

Bres y col., estudiaron la estructura de los cristales del esmalte
obtenido de 4 premolares humanos, por medio de microscopia
electrénica de transmisién de alta resolucion (METAR) en las
direcciones cristalograficas [0001],[2110], [1540],[0110] y [1213]. En
todos los casos, fue posible compaginar las imagenes experimentales
con las imagenes calculadas utilizando las posiciones atémicas del
mineral de la hidroxiapatita. Sin embargo, se observé una desviaciéon
de la simetria hexagonal, caracterizada por los planos (1010) de
intensidad diferente a los del plano (3030) y {1010}. En su trabajo,
presentaron una mejoria de la resolucién Scherzer de 0.25-0.20nm
sobre su trabajo previo en cristales de esmalte bioldgico. Esta mejora

en la resolucién les permitidé la incorporacion de reflexiones



cristalograficas de una frecuencia espacial mayor dentro del proceso
de imagenes del microscopio y los llevd a una determinacion mas

precisa de la estructura de los cristales .*°

Bres y col. reportaron una desviacién de |a simetria hexagonal de la
hidroxiapatita. Esta simetria estaba caracterizada por. 1) pianos
preferenciales que podian ser indexados como (100) con una
intensidad que difiere de la (300) y los otros planos equivalentes {100},
y 2) un rayado con reflexiones mayores en el difractograma éptico de
la imagen del cristal. Las simulaciones por- computadora, mostraron
que también se podian observar planos preferenciales, en ciertos
angulos de inclinacién especificos de los cristales, y/o inclinaciones del
haz, y/o desalineacion de la apertura objetiva. El rayado con
reflexiones de mayor grado, esta relacionado con la deformacion
misma del cristal, y de hecho, muestra una desviacion de los cristales

observados.*?




Llll PROPIEDADES

El tejido del esmalte es de gran dureza y recubre la corona anatémica '
de los dientes. La relacion en su superficie exterior es con el medio
bucal y en la superficie interna con la dentina. La dureza del esmalte
en la escala Koop Hardness Number (KHN) es de 200-500 kg./m?. Su
elasticidad es casi nula como resultado de su alto contenido en sales
minerales y escasa sustancia organica, comportandose por lo tanto

como un tejido fragil.

Se cree que el esmalte tiene caracteristicas de alta dureza
anisotropica, debido a su estructura prismatica. Es probable que el
esmalte sea mas duro en la direccién de los prismas que en direccién
perpendicular a ellos. Se cree que los prismas corren
aproximadamente perpendiculares a la unidon amelodentinaria. La
anisotropia curvilinea que algunas veces resulta puede ser facimente
modelada por el TOMECH, un programa de elementos finitos
desarrollado en la Universidad de Sheffield, ya que la curvilinealidad
de las propiedades mecanicas esta disponible como una caracteristica
automatizada de este programa. Spears y col. estudiaron los patrones
de tensién debidos a una carga externa; esto se llevdé a cabo en
modelos abstractos bidimensionales, y en un modelo de un segundo
premolar mandibular, tanto para el esmalte anisotrépico como para el
isotropico. Sus resultados fueron comparados con las claves
comerciales ANSYS y se obtuvo una gran congruencia. Se encontro

que el esmalte con propiedades anisotropicas tenia una distribucion
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isotropico el traye-cto de la carga es dirigida a través del esmalte
mismo, mientras que para el esmalte anisotrépico el trayecto de la
carga se dirige dentro de la dentina, el camino de la carga sigue la
direccion de dureza de los prismas del esmaite. Por lo tanto, si el
esmalte es, de hecho anisotrépico, sus funciones difieren
enormemente de las sugeridas en hipotesis previas. El esmalte con
caracteristicas de material anisotrépico, proporciona una superficie
protectora, susceptible a presentar poco desgaste, mientras que en
forma simultanea, dispersa la carga fuera de su fase quebradiza |

reduciendo asi el potencial para una fractura dental.™

Van Duk y col. estudiaron las caracteristicas electroquimicas del
esmalte dental humano, ellos calcularon la carga fija del esmaite y la
relacion de los coeficientes de difusion de los cationes con respecto a
los aniones de los electrolitos mas comunes dentro del esmalte, esto
fue calculado a partir de fuerzas electromotoras desarrolladas en
concentraciones celulares a lo largo de cortes de esmalte humano, o
membranas sintéticas de hidroxiapatita. Los electrolitos utilizados en
su estudio fueron KCI, KF, NaCl, CaCl,, KH,PO, y K,HPO,. Sus
resultados indicaron que el esmalte se comporta como una membrana
de intercambio ionico, en la cual la carga fija, depende del medio
ambiente electrolitico y la secuencia de exposicién a los diferentes

electrolitos. °

La desmineralizacion de la subsuperficie del esmalte dental durante la

disolucion acida, es un hecho que ha sido reportado en innumerables




ocasiones, sin embargo sus causas siguen siendo inciertas. Al
principio se pensé que el fenémeno era el resultado de la estructura
fisica del esmalte. Estudios mas recientes han demostrado que la
desmineralizacion de la subsuperficie es un fenémeno que se presenta
en otros sodlidos permeables, lo que indica que deben de estar
involucrados algunos factores mas fundamentales en este efecto tan
curioso. Para poder investigar este fendmeno Anderson y col,
llevaron acabo experimentos de disolucion por medio de un barrido
microradiografico en varios sistemas, incluyendo. esmalte dental,
agregados de hidroxiapatita, o hidroxidos (calcio y magnesio). Ellos
eligieron estos elementos para eliminar los efectos de la estructura y
composicion. Encontraron que no era posible atribuir la
desmineralizacidén de estos sistemas a caracteristicas comunes. A
partir de esto, concluyeron que la desmineralizacion de la
subsuperficie del esmalte asi como la de otros tejidos mineralizados

deben ser atribuidos a una causa no comun.'®

Algunos jugos de frutas con pH relativamente bajos han demostrado
tener efectos corrosivos en los dientes humanos, en un tiempo
relativamente corto, Grobier y col. estudiaron los efectos de la miel, la
cual también presenta un pH relativamente bajo, pensando que
pudiera producir los mismos efectos, pero al observar sus muestras en
el microscopio electrénico, estas no mostraron ninguna erosién del
esmalte, siendo que dichas muestras habian sido embebidas en miel
por un periodo de 30 minutos. También realizaron pruebas de

microdureza en el esmalte, provocando 7 indentaciones de 25um para
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cada segmento de esmalte, las pruebas de dureza (KHN) fueron
realizadas con un microdurometro. Leitz Weztlar con una fuerza de
200g aplicada durante 15 segundos. A partir de la profundidad de
cada indentacién de diamante, se calcularon los valores Knoop de
dureza. Estas pruebas de microdureza tampoco mostraron ningun
deterioro de la estructura del esmalte. La ausencia de cualquier efecto
solo pudo ser atribuida parcialmente a los niveles de calcio, fésforo, y

fluoruro que se encuentran presentes en la miel. 7



IV ANTECEDENTES DEL PRESENTE TRABAJO

En el Instituto de Fisica de la UNAM desde 1992 se han
realizado multiples investigaciones para el estudio del esmalte. Asi
tenemos la tesis titulada “Caracterizacion de esmalte dental humano
por microscopia electrénica de transmisién”,*® la cual marcé el inicio
de un proyecto de investigacién sobre el esmalte, realizado en forma
conjunta por la Facultad de Odontologia vy el Instituto de Fisica de la
UNAM. En ella se demostré que el esmalte esta formado por
pequefios cristales hexagonales de hidroxiapatita, asi como
también se estudid el contraste y posibles estructuras de la linea
obscura. Posteriormente en la tesis titulada “Analisis Estructural y
Quimico del Esmalte Dental Humano por Técnicas de Microscopia
Electrénica”, 7 se demostré que el esmalte consiste de prismas
compuestos por cristales ubicados en forma paralela a su eje
longitudinal, y que el tamario de estos cristales varia con la edad.
También se determind, que los cristales del esmalte presentan una
forma alargada en las imagenes de campo claro, pero que estan
compuestos por un conjunto de cristales orientados al azar a lo largo
de su eje ¢, y que los prismas del esmalte de nifios, adultos y
ancianos presentan la linea obscura. Asi mismo, en la tesis
“Analisis Estructural y Quimico de la Linea Obscura de los Granos
del Esmalte Dental Humano por medio de Microscopia Electrénica”,’

se estudidé mas a fondo la linea obscura demostrando que la
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concentracion de caicio que muestra el grano del esmalte dental en la
zona de la linea obscura es mayor. De igual forma, se corroboro fo
hallado en las tesis anteriores, es deéir, la linea obscura representa un
contraste de fase: se observa bajo foco y desaparece cuando se

encuentra en foco.

I.V OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Uno de los objetivos del presente trabajo de Tesis es aumentar
nuestro conocimiento sobre la estructura del esmalte dental humano,
poniendo atencién sobre los temas que mas nos pueden aportar. De
este modo analizamos al esmalte dental proveniente de muestras de
nifio, adulto y anciano, comparando las diferencias que se registren.
Esta comparacién nos permitira analizar la “evolucién” que presenta el

esmalte a medida que envejece.

La diferencia que esperamos encontrar en el esmalte de los tres
grupos se basa en principalmente en la edad del esmalte. Esta
diferencia esta directamente relacionada con la composicion quimica,
y el ordenamiento cristalografico, apoyando o no, la evidencia clinica
de variaciones de las propiedades tanto fisicas como quimicas del

esmalte.

Ademas de ésto, aprovecharemos estas observaciones para

adentrarnos aun mas en los parametros estructurales del esmalte que
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actualmente se encuentran en proceso de discusion a nivel mundial
como son: el arreglo cristalino , el contraste que presentan los cristales
del esmalte, sus defectos cristalinos, y la linea obscura. Esto

representa otro de los objetivos del presente trabajo de tesis.

La linea obscura es, por si sola, un tema amplio de investigacion.
El descubrir el papel que juega en la estructura del esmalte es uno de
los objetivos primordiales en los trabajos que se realizan a nivel
mundial. Esperamos aumentar nuestro conocimiento sobre ella con el

desarrollo del presente trabajo.
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1.VI HIPOTESIS DE TRABAJO

La composicién quimica y la estructura a nivel micro y
nanométrico del esmalte debe de variar conforme avanza la edad.
De igual manera, los patrones de difraccién que se obtengan de cada
grupo de edad, tienen que ser diferentes. Esta diferencia también
debe verse reflejada en el contraste mostrado por estos tipos de

muestras.

|.VIi VARIABLES DE ESTUDIO

Variable dependiente:

Composicidn y estructura cristalina del esmaite.

Variable independiente:
Edad del individuo.

[.VII JUSTIFICACION DEL PRESENTE TRABAJO

El estudio del esmalte dental desde el punto de vista estructural es
de primordial interés en la ciencia odontolégica y en la ciencia de los
materiales. El esmalte es el material mas mineralizado del cuerpo
humano y presenta caracteristicas muy singuiares que, al momento
de comprender su funcionamiento, bien pueden ser utilizadas para
el disefc y fabricacién de nuevos materiales de uso tanto

odontolégico como industrial. Hay que tomar en cuenta que la
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humanidad siempre se ha visto favorecida por el estudic de
estructuras tanto en el reino vegetal como en el animat y humano, y

este trabajo no es la excepcion.

El conocimiento de la evolucidn de los diferentes tejidos y 6rganos a
través del tiempo es necesario en el acervo de las ciencias basicas.
La edad en la que los pacientes son sometidos a tratamiento dental
es de interés por las diferentes caracteristicas que presentan a nivel
macro y microestructural. A nivel de la ciencia odontoldgica, el
conocer las diferencias estructurales que presenta el esmalte dentro
del desarrollo de la vida es de importancia crucial y se justifica por si

misma.
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CAPIiTULO Il
MICROSCOPIO ELECTRONICO.

El microscopio electronico (figura 1.1} es un instrumento que explota
la pequefiisimas longitudes de onda de los haces electronicos
acelerados con la finalidad de formar imagenes. Actualmente la
microscopia electrénica es ampliamente usada en estudios biologicos
de las estructuras celulares y ha contribuido enormemente en la
comprensién de ellas. En las ciencias fisicas, sus aplicaciones
incluyen el estudio de la ultraestructura de los metales y los materiales

cristalinos.

Fig. Il.1 Microscopio electrénico de transmision.
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1.l Interaccién haz muestra

Cuando el haz de electrones interacciona con la muestra se producen
varios tipos de sefales, las cuales nos permiten hacer la
caracterizacion estructural y quimica de esta. Estas sefiales son:
electrones retrodispersados, secundarios, absorbidos, Auger,
transmitidos y Rayos X caracteristicos. La figura [l.2 muestra
esquematicamente la interaccion haz electronico-muestra y las
imagenes que se originan. Los electrones retrodispersados vy
secundarios nos dan informaciéon sobre la superficie de la muestra,
permitiéndonos de este modo obtener una imagen topografica de ella.
Estos electrones son la fuente de informacién para la microscopia
electronica de barrido. Los electrones absorbidos, con el detector
adecuado, nos dan informacién sobre la resistividad de la muestra.
Los electrones Auger y los rayos X caracteristicos dependen de la
composicion quimica de la muestra, permitiéndonos hacer, por lo
tanto, un analisis quimico de ella. Los electrones que atraviezan la
muestra los podemos clasificar en dos tipos: transmitidos, es decir
aquellos que pasan la muestra sin ser desviados de su direccidon
incidente; y difractados, que son aquellos que si son desviados de su
direccidon de incidencia. Los haces transmitidos v difractados son los

que usa la lente objetiva para formar la imagen de la muestra en un
MET. 2



Haz Incidente

Electrones Auger Electrones retrodispersados

Il i
Llectrones secundnarios

. Electrones Transmitidos
Electrones Difractados - smitidos

Microscopia electronica
de barrido (MEB) vy
analitica (EDS).

Microscopia electronica
de transmision (MET) y
perdida de energia
(EELS).

Fig. 11.2. Procesos generales por la interaccion del haz-electron con la materia

(izquierda) y algunas técnicas para su deteccion (derecha).
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1.1 MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION

El MET vy el MO funcionan con principios similares; sin embargo en
vez de un haz de luz el microscopio electrénico utiliza un haz de
electrones que se hace incidir sobre una muestra muy delgada. La
fuente de emision de electrones es un cafién que los acelera con un
potencial que oscila entre los 40 y 200 kilovoltios. El haz de electrones
presenta una longitud de onda uniforme y el potencial de aceieracién
también debe ser uniforme. Como los electrones pueden ser frenados
por el aire, ia columna del microscopio electronico debe de
mantenerse en un vacio del orden de 10“ Torr 0 mayor. Sus lentes
(condensadora, objetiva, intermedia y proyectora) estan conformadas
por campos magneticos o electrostaticos. La lente condensadora
enfoca a los electrones sobre la muestra; las lentes objetiva,
intermedia y proyectora producen la imagen que se observa en la

pantalla fluorescente (figura 11.3).
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1. Filamento 6. Apertura Objetiva

2. Condensadora 7. Intermedia
3. Objetiva 8. Proyectora
4, Ocular 9. Pantalla

5. Ojo 10. Muestra

1
Imagen de un Imagen de un Patran de difraccion
microscopio éptico microscopio electronico de electrones

Fig. 1.3 Comparacién de los componentes de los microscopios optico, y
electrénico de trasmision. En el caso del microscopio electrénico se muestra la
formacién de |a imagen y el patréon de difraccidn.
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El desarrollo del MET se basé en el trabajo de Louis De Broglie, quien
demostré que los electrones acelerados se encontraban asociados
con longitudes de onda inversamente proporcionales a sus momentos.
En 1926 se demostrd que los campos magnéticos pueden funcionar
como las lentes haciendo que los haces electrénicos converjan en un
punto.

Asi pues, tenemos que la fuente generadora de electrones se
encuenira en el llamado cafidén electrénico, que consiste de un
filamento de tungsteno o LaB, el cual emite una nube de electrones
debido al efecto termoidnico . Estos electrones son atraidos por una
placa que presenta un orificio en el centro y con un potencial positivo.
Los electrones son atraidos hacia esta placa, pasan por el orificio
central y son enviados a los diversos lentes que componen al
microscopio, es decir, la lente condensadora enfoca el haz e ilumina la
muestra, la lente objetiva forma la primera imagen de la muestra y la
enfoca, y por ultimo la lente intermedia y proyectora amplifican y
proyectan la imagen en la pantalla. La figura 1.3 muestra una

comparacion de los componentes de los microscopios Opticos y de

transmision.

El MET se puede operar para formar imagenes de campo claro y
campo obscuro (figura il.4) . Para formar patrones de difracciéon se
usan aperturas de area selecta y se enfocan las lentes intermedias
sobre el patrén de difracciéon formado detras del plano focal de las

lentes objetivas.
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Ii.HI Difraccion de electrones.

Supongamos que un haz de electrones incide perpendicularmente
sobre la superficie de ia muestra y que ésta es un sdlido
perfectamente cristalino. Podemos visualizar el haz como ondas
planas, cuyo frente de ondas es paralelo a la superficie de la muestra
que se mueve con velocidad de fase constante: el haz se difractara en
el cristal, de la misma forma que lo hace la luz monocromatica cuando

pasa por una rejilla. (figura 11.5)

/ (100)
f 010)

(001)

Fig. 11.5. Interaccion del haz electronico con la muestra en observacion. Solo
aquellos planos cuyo eje de zona es practicamente colineal con el haz incidente,
satisfacen la condicién de Bragg.
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Figura 11.4 Campo obscuro

a) Los haces difractados se
diseriminan para formar la
imagen de campo claro.

b) Desviando el haz (canon) un angulo de 2 g
en el sentido indicado, el punto de difraceion
(hkD) queda en el eje dptico para formar una
imagen de campo oscuro de alta resolucion,

() Es la misma situacion que en a solo que
ahora se desplaza el diafragma fuera del eje
Hptico seleccionando solo el haz difractado
(HKIL). Con ¢l se forma tambien una imagen
de campo ohscuro. .



Los patrones de difracciéon, que constan de un arreglo de puntos
luminosos son tipicos de monocristales (figura 11.6). Esto significa que
s6lo un cristal difracta el haz. Si el haz electrénico es bastante ancho o
la muestra esta formada por varios cristales pequefos orientados
aleatoriamente estamos hablando de una muestra policristalina, en
este caso el patron estara formado por anillos concéntricos, cuyos
diametros corresponden al espaciado existente entre los planos

atémicos del cristal.

Un patrén de difraccion contiene basicamente dos tipos de

informacioén:

1. El arreglo espacial, definido en funcién de la simetria que presenta
el patron, de los valores de las distancias que existan entre los puntos
de difraccion y el punto central, y los angulos que se forman entre las

lineas que van del centro a cada uno de los puntos.

2. La cristalografia a partir de un conjunto de patrones de difraccién,
obtenidos en diferentes orientaciones de la muestra, y las intensidades
de los puntos en dichos patrones. Asi, al hacer una comparacion entre
las intensidades de los diferentes puntos difractados, y los diferentes
patrones de difraccion, es posible obtener el tipo de la celda unitaria

que presenta el cristal en estudio.
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IMAGENES DE DIFRACCIGN
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Fig. 11.6. Influencia de la estructura y dimensién de la muestra en la forma de la
imagen de difraccién. El patrén de difraccién es la huella digital del arreglo
cristalino que presenta la muestra en observacién.
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Fig. 11.6. Influencia de la estructura y dimension de la muestra en la forma de la
imagen de difraccién. El patrén de difraccion es la huella digital del arreglo

cristalino que presenta la muestra en observacién.

39



Una ecuacion muy importante en difraccién es conocida como la ley
de Bragg. Esta nos da la condicion para que exista interferencia
constructiva de la radiacion incidente, después que ha interaccionado

con la muestra ( figura I.7 ), esta ley dice:

2d Senb = nA
Haz Haz
Incidente difractado

- Planos atémicos

Fig. 11.7 Arreglo geométrico para demostrar la ley de Bragg.
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donde d es la distancia entre los planos de la red en la direccion de
incidencia y 6 es el angulo entre el haz incidente y la superficie del
cristal. Esta ecuacidén nos indica que la interferencia constructiva entre
los rayos AC y DF, se da cuando la diferencia de caminos opticos de
la radiacion dispersada por planos sucesivos, es multipio entero n de
la longitud de onda, esto es, el rayo DF recorre una distancia mayor
por GE + EH que el rayo AC, y por lo tanto |a diferencia de distancias
recorridas es 2d senf. La reflexidn de Bragg sélo ocurre para
longitudes de onda tales que A < d. Puesto que en los sélidos
cristalinos d es del orden de amstrongs, esto indica la razén del

porque la luz visible no presenta difraccion en estos.

Indexacion de Patrones

La indexacion consiste en asignar los indices de Miller (H K,L) a los

puntos o a los anillos de un patron de difraccion.
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Fig. 1.8 Indices de Miller y representacién en el sistema cartesiano de!l planoc en un
cubo.
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En la figura !1.9, se muestra la obtencién de un patrén de difraccion en
un microscopio electrénico en primera aproximacion. En donde R es la

distancia entre en haz mas intensc del patrén, es decir, el haz

transmitido, y un punto de difraccion.

l

Haz incidente

Fig. 1.9 Esquema de la formacion de
una imagen de difraccién en el MET
por simplicidad se ha omitido el
L enfoque hacia los haces.

Lente

Esfera de
Ewald

+ Pantalla o negativo

R

La ecuacidn Rd =AL relaciona las distancias interplanares d en el
cristal con distancia R en el patrén de difraccion. AL es llamada
constante de camara la cual es facil de calcular puesto que L es
generalmente dada por el instrumento, al conocer el voltaje de
aceleracion A gueda fija. Por lo tanto, podemos obtener una lista de
distancias interplanares del cristal y comparar sus valores con tablas
de distancias para diferentes cristales (aquellas obtenidas a partir de
analisis de rayos X e identificar los cristales que se analizan.(figura
[1.10)
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Il. IV Microscopio electréonico de barrido

El MEB se enfoca sobre un area pequena de la muestra y barre la
superficie de la misma moviendo el haz y detectando en cada zona
una intensidad promedio de los electrones secundarios, dando

informacién topografica de la muestra. (figura 11.11)
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En este tipo de microscopios, el haz de electrones es producido y
enfocado sobre un punto de la muestra por dos lentes condensadoras.
La seccidon transversal del haz barre la muestra por una serie de
bobinas. Detectando los electrones secundarios y amplificando las

sefiales por medio de un tubo de rayos catédicos.

El MEB es capaz de utilizar gran parte de las sefiales provenientes
de la interaccion de los electrones con los sélidos, y esto nos permite
tener mayor informacién acerca de la orientacidn cristalina, la
composicién quimica, la estructura magnética o el potencial eléctrico
del material en observacién, si se adaptan los detectores adecuados,
de igual forma pueden adaptarse otras técnicas analiticas tales como

la deteccion de rayos X caracteristicos.
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\ Detector de

clectrones

Fig. I1.11 Modo de formacién de imagen en un microscopio electrénico de barrido.

Il. V RAYOS X CARACTERISTICOS.

Los rayos X, son una radiacién electromagnética cuyo espectro

electromagnetico esta entre 0.05 y 125 KeV y se producen por el

bombardec de electrones a ia muestra. El atomo esta formado por

electrones que se mueven en diferentes niveles energéticos

a los

cuales se les asignan las letra K, L., M, N, O. L.a energia de los niveles

energéticos decrece conforme aumenta la distancia entre el nivel y el

nucleo.
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Como vimos anteriormente al hacer incidir el haz de electrones con la
muestra se generan una serie de sefiales entre las que se cuentan los
rayos X. Estos se generan debido a que los electrones del haz
incidente chocan contra los electrones ubicados en los orbitales de los
atomos de la muestra y los expulsan de su érbita creando un espacio
vacio. Los rayos X resultan de la transicidn de electrones de otros
niveles a un nivel mas interno. Estos rayos X son Unicos de cada
elemento, por lo que nos da una informaciéon de la composicion

quimica de la muestra.

Asimismo, sabemos que existen subniveles de energia dentro de los
niveles K, L, M, etc., debido a ligeras diferencias de energia entre sus
electrones: el nivel L tiene 3 subniveles, el nivel M tiene cinco y el
niven N tiene siete. Ya que cada subnivel tiene diferente energia, los
rayos X relacionados con electrones de estos subniveles varian
ligeramente. Estas variaciones son tomadas en cuenta y por ejemplo,
los rayos X K son subclasificados en Ko, KB vy Ky.; los rayos X “L" son

subdivididos en Lo, LB, Ly y LA.( figura I1.12)
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Fig. 11.12 Niveles de energia

Microanalisis

Hasta el momento existen cuatro técnicas para realizar el analisis
quimico en el rango de micras de la muestra en estudio, tanto
cuantitativo como cualitativo, de un rango grande de elementos:

La microsonda electrénica.

Espectrometria de electrones Auger.

Espectroscopia de emision ionica.

Microsonda laser.

La microsonda electrénica mide la intensidad y la longitud de onda de
la radiacion caracteristica de un elemento, al ser exitado por un haz de
electrones. La espectroscopia de electrones Auger recoge y cuenta
electrones Auger emitidos dentro de cierta banda de energia

caracteristicas de los atomos del solido. La espectroscopia de emision
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ionica mide por medio de un espectrometro de masa la razén carga-
masa de los iones secundarios emitidos por el sélido al ser exitados
por un haz de iones; usuaimente son iones de O" y O, . La microsonda
laser analiza la emision en la banda visible de atomos volatizados de

la muestra por un rayo iaser.
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CAPITULO IlI
DESARROLLO EXPERIMENTAL

El proceso experimental utilizado para la preparacién de muestras del
esmalte es el mismo que se utiliza para la preparacion de muestras
ceramicas que han de ser observadas en el MET.” En esta seccidn

describiremos los pasos a seguir para su obtencién.
lll. ] Obtencién de las muestras a estudiar.

Todos los organos dentarios fueron obtenidos en la clinica de
Exodoncia de la Facultad de Odontologia. Estos dientes fueron
guardados en recipientes con agua destilada para evitar que se

deshidrataran.

Para este estudio se utilizaron dientes de nifio, aduito y anciano, en
ninos se utilizaron los molares temporales, en adultos se utilizaron
premolares y en ancianos se utilizaron molares. Se procuré que estos

dientes estuvieran libres de caries.

lIl.H Muestras para Microscopia Electronica de Barrido
Se cortaron los dientes en forma sagital con una cortadora de

diamante (Jean Wirtz), para poder llevar a efecto este paso el diente

debe de ser adherido al porta muestras por medio de un material
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termoplastico. Una vez que el diente esta adherido este sera cortado
por un disco de diamante, a fin de obtener un segmento de diente con
un grosor aproximado de 4 mm.. Una vez obtenido el corte este se
lija en una pulidora para obtener una superficie lisa que posteriormente
sera grabada con acido fosférico y finalmente recubierta con carbén en
la evaporadora. Se utilizaron los microscopios electronicos de barrido
JEOL-6400 y JEOL-5400 para su observacién. El microscopio JEOL-
6400 tiene adaptado un detector EDS de la marca NORAN que

permite detectar todos los elementos por arriba del carbon.
II.1Il Muestras para Microscopia Electrénica de Transmision

Para la preparacion de estas muestras se realizaron cortes con el
disco de diamante hasta obtener bloques de 0.3 x 0.3 x 0.1 cm, ya con
este bloque se inicia el procesoc de adelgazamiento (con el fin de
reducir el espesor de la muestra), para el cual se utiliza una pulidora
cuya funcion es lijar la muestra y asi desgastarla hasta reducirla a un
grosor de 60 micras. Una vez obtenida |la muestra de 3x 3 x 60 micras
de grosor esta debera desgastarse aun mas pero Unicamente en su
centro, creando una concavidad en forma esférica en cuyo centro
tendremos un grosor de aproximad'amente 6 micras (Dimpler 200, E.A.
Fishione). Ya con la muestra en estas condiciones se procede a
introduciria en el lon mill (Dual ion Mill. Mod. 600. Gatan) para crear
por medio de un ataque iénico una pequefia perforacion en el centro

de la muestra que permita el paso de electrones.
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Para el anéalisis de estas muestras por MET, microscopio JEOL-
100CX, completamente analitico que cuenta con un detector EDS, de
la marca KEVEX que permite detectar elementos por arriba del Na (
nos permite analizar carbon). La microscopia electrénica de alta
resolucién fue hecha con un microscopio JEOL-4000 ex.

La microscopia optica de todas las muestras durante su preparacion,
fue realizada en un microscopio de la marca Zeiss, que cuenta con los
aditamentos para realizar observaciones por contraste de campo claro,
campo obscuro y contraste diferencial, y nos permite obtener un
exacto seguimiento del adelgazamiento de la muestra con mediciones

de + 2 micras de resolucion.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

Este capitulo presenta los resultados obtenidos en el estudio del
esmalte dental, de acuerdo con el procedimiento experimental descrito

en el capitulo 1ll.
IV. | MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Es bien sabido que ta MEB nos permite analizar la superficie del
esmalte, la cual ésta conformada por prismas, que a su vez estan
formados por pequefios cristales de tamano nanomeétrico, de los
cuales su principal constituyente es la hidroxiapatita (capitulo ). Si
analizamos estos cristales con una resolucién aun mayor, veremos el
arreglo atdmico de este material. Por lo tanto la MEB nos permite ver
que el esmalte esta conformado por prismas que corren desde la
unidn amelodentinaria hasta la superficie. En la figura V.1
observamos como estos prismas, ademas de ir desde la union
amelodentinaria hacia la superficie, siguen un arreglo ondulado. En la
figura IV.1A, se aprecia una vista general del esmaite dental. Asi
mismo, se han colocado dos pequefios recuadros sefialados por las
letras by ¢ mismos que corresponden a |os incisos 8 y C de la figura.
En el inciso B se muestran los prismas en forma longitudinal, mientras
que en el inciso C se muestran los prismas desde una vista

transversal. En esta figura también observamos que los prismas
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Esmalte dental humano tal y como se observa con el MEB. A) Vista
general donde se cbservan los prismas que conforman el esmalte. B)
Amplificacién del recuadro “b" mostrado en (A). C) Amplificacién del
recuadro “¢” mostrado en (A).
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tienen una seccion transversal aproximada de 3 o 4 micras. Si
amplificamos aun mas obtenemos el recuadro C, donde observamos
que estos pequerios prismas estan conformados de cristales aun mas
pequefios, los cuales, en seccion longitudinal, estan alargados vy
siguen la direccion de los prismas. En el inciso D se muestra que
los cristales tienen una seccidn transversal de aproximadamente S0

nandémetros.
IV. Il MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET)

En la figura IV.2 los incisos Ay B corresponden a imagenes obtenidas
con el MEB, mientras que los incisos C y D corresponden al MET. Esto
nos permite hablar del tipo de contraste que observamos en ambos
tipos de microscopios electrénicos. En el inciso A y B observamos la
topologia del esmalte dental; las imagenes A y D fueron tomadas con
electrones secundarios. En el inciso C observamos los cristales que
conforman los prismas, en una muestra que permite que el haz
electronico la atraviese. Aqui estamos observando el llamado
contraste por amplitud; éste se forma utilizando uno de los haces del
patron de difraccién. Si utilizamos Unicamente el haz transmitido,
eliminando los demas haces, a esto se le denomina campo claro; en
caso que utilicemos uno de los haces difractados y despreciemos los
demas, obtendremos la imagen de campo obscuro. Las imagenes
mostradas en los incisos C y D son imagenes de campo claro. En el
inciso D tenemos lo que se conoce como contraste por amplitud: Los

cristales que estan difractando se muestran en obscuro, mientras que
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Fig. IV. 2. Imagenes de MEB (incisos Ay B ) y de MET (incisos C y D) del esmalte
dental humano. En (B) se muestra una amplificacién del recuadro "b"
mostrado en (A), en (C) se muestra una amplificacién del recuadro "¢”
mostrado en (B), en (D) se muestra la amplificacién del recuadro
mostrado en (C). Estas imagenes corresponden a la observacion del
esmalte en seccidn longitudinal.
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el contraste de los cristales que difractan débilmente se muestran en
claro. Lo contrario es lo que observariamos en una fotografia de
campo obscuro. Obsérvese que si analizamos el contraste mostrado
por un cristal en el inciso D de la figura 2, es decir, un cristal elongado,
este cambia: en unas zonas se muestra claro y en otras obscuro; es
decir este cristal presenta regiones que difractan fuertemente y
regiones que difractan débilmente, ésta diferencia sera analizada

posteriormente con mayor profundidad.

IV. lll MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE ALTA
RESOLUCION

La figura IV.3 nos permite ver a mayor amplificaciéon los cristalés del
esmalte dental en seccion longitudinal. En el inciso A vemos una
imagen de MEB en la que nuevamente observamos los prismas en
seccién longitudinal, pero ademas de esto vemos en esta figura que
los prismas estan formados por pequefios filamentos, que asemejan
una madeja de hilos. En el inciso B vemos que estos pequefios hilos,

no son mas que los cristales que nos. interesa analizar. Esta imagen

corresponde al campo obscuro en MET.

De igual manera que en anteriores figuras, en la figura IV.3A y B
hemos marcado los recuadros b y ¢ que corresponden a los

incisos B y C. En laimagen V.38 vemos los cristales alargados;
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Fig IV.3. Imagenes del esmalte dental humano al ser observado por MEB (inciso
A), MET (inciso B) y MET de alta resolucién (inciso C). En (B) se
muestra una amplificacién del recuadro “b" mostrado en (A), y en (C)
se muestra una amplificacion del recuadro “c” mostrado en (B). Las

lineas que se perciben en (C) corresponden a las distancias atémicas
de la hidroxiapatita (2.8A°).
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notese que en la seccion media de los cristales se presenta una linea
obscura y que se ha marcado con una flecha. Esta linea pasa
aproximadamente por el centro del cristal del esmalte y es muy
importante en la caracterizacion del esmaite en el nivel estructural, se
conoce con el nombre de linea obscura, de la cual hablaremos mas
adelante. En el inciso C observamos la imagen con caracteristicas a
nivel nanométrico; es decir, se tomo uno de los cristales que se
observan en el inciso B y se aumentd a una resolucion casi atomica.
La importancia de esta imagen radica en que se muestra la
periodicidad de los atomos dentro de los cristales, es decir tenemos
un arreglo cristalino que va de un punto a otro sin perder periodicidad,
salvo un defecto que se observa en el centro mismo, y el cual se
identifica facilmente ya que representa un cambio en el contraste de
la imagen.

Por lo tanto podemos decir que el prisma dental esta formado por
cristales de hidroxiapatita (capitulo 1) que en seccién transversal son
altamente irregulares y estan ordenados al azar, mientras que en
seccidn longitudinal se muestran alargados siguiendo la direccion del
prisma en una forma muy ordenada, es decir, tenemos un arreglo tal
que los pequenos cristales siguen una direccién que, en una burda
analogia, pareceria la corriente de un rioc. Resumiendo, cuando el
esmalte dental se observa por MET nos percatamos dgf que los
prismas estan formados por muchos cristales que se “muestran
elongados en secciones longitudinales y completamente irregular sin

presententar un arreglo hexagonal en secciones transversales. (figura
V.4)
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Fig IV.4. Imagenes del esmalte dental humano al ser observade en seccién
transversal por MEB (inciso A) y por MET (inciso B). En (C) se presenta
al patrén de difraccion  de la imagen mostrada en (B). Observese que
este patrén de difraccion consiste de anillos concéntricos producidos
por el arreglo policristalino que presenta (B). La imagen en (B)
corresponde a sélo una parte de uno de los granos mostrados en (A).

60



IV. IV DIFRACCION ELECTRONICA

La figura IV.4 muestra a los prismas en secciones transversales; el
inciso A corresponde al MEB y observamos nuevamente que los
prismas estan conformados por pequefios “hilos”. Si preparamos una
muestra de esmalte dental para MET observamos que estas
estructuras -que parecen algodon-, se muestran altamente granulados
tal como se observa en la figura IV.4. Por lo tanto, los granos que se
observan en la imagen iV. 44  estan conformados por cristales, lo
cual se confirma por el patrén de difraccion que se muestra en la figura
IV.4C. Indexando la figura IV.4C se observa que el anillo mas intenso
corresponde al plano que difracta mas fuertemente y el cual identifica
al plano (211) de la estructura de la hidroxiapatita (capitulo |1). Nétese
también la regularidad que presentan los anillos en el patrén de
difraccion: son anillos totalmente conceéntricos. Esto indica que el
esmalte de esta figura es completamente aleatorio y policristalino .
Aqui se observa que el anillo (211) esta acompafiado por los anillos
(102), (110), (310), (112), entre otros. Es importante resaltar aqui que
si se toma un patrén de difraccion en la seccién transversal
obtendremos anillos concéntricos muy bien definidos tal como se

muestra en la imagen IV.4C.

La indexacion de los anillos de este patron de difraccion se muestra en
la Tabla Il. Ahi se muestra la columna de las distancias (a) asi como
sus respectivos indices de Miller (h,k,I).

En la figura IV.5 se observa una amplificacién de la figura IV.4b. En
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ésta observamos que el esmailte es irregular, y, al momento de
amplificar mas el recuadro b se presenta el contraste observado en el
inciso B. En esta imagen, hemos colocado de igual manera el
recuadro ¢ que muestra un arreglo de lineas con una periodicidad de
8 amstrongs. A medida que amplificamos el recuadro ¢ mostrado en la
imagen B obtenemos la imagen del inciso ¢ la cual muestra
pequefias bolitas blancas que representan las posiciones atémicas en
el esmalte dental. Obsérvese la periodicidad y la regularidad de los

cristales formados principaimente por hidroxiapatita (capitulo Il).

R (cm) d (Amstrongs) | (hkl)

2.2 2.814 211

1.95 3.17 102

1.45 4.269 110

2.425 255 310

2.33 270 112
Tabla Il

Indexacion del patron de difraccion mostrado en la figura IV .4c. “R” es la distancia
medida del patrén , “d” en su correspondiente distancia interplanar, y (hkl) sus
respectivos indices de Miller.
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Fig. IV.5. Imagenes de MET (inciso A) y de MET de alta resolucién (incisos B y C)
del esmalte dental humano y que corresponde a mayores
ampilificaciones de la timagen mostrada en la figura V.4 B . En (B) se
observa una amplificacién del recuadro “b" mostrado en (A) y en (C)
una amplificacidn del recuadro “¢" mostrada en (B). Obsérvese en (B) la
presentacion de una linea (marcada con los cédigos de flecha) que
cruza al cristal por la parte central (ver texto).
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V.V LINEA OBSCURA

La linea obscura observada en’la figura [V.58 (marcada con las
flechas) corresponde a un contraste de fase; es decir es un contraste
que depende del foco: cuando se observa la estructura en foco esta
linea desaparece, por eso la imagen IV.58 se observa borrosa . Por lo
tanto, para poder observar esta linea tenemos que desenfocar y es
entonces cuando se observara obscura. Contrariamente, si
sobreenfocamos esta linea se vera blanca; de aqui que esta linea
obscura bien pudiera nombrarse como blanca u obscura dependiendo
del foco. Esta linea desemperia un papel muy importante en el esmalte
dental. Algunos autores se han dado a la tarea de encontrar su funcién

sin resultado agn 21232425

Si tomamos un proceso de disoluciéon, como el que se presenta en la
caries dental, observamos que este se inicia precisamente a lo largo
de la linea obscura, pero también se ha demostrado que la linea
obscura no es un signo de que el esmalte muestre un proceso
carioso.®® Esta linea se ha observado en fetos, y no sdlo en el
esmalte dental humano, sino que también se encuentra presente en el
esmalte dental de serpientes, cerdos, tiburones y ratones. ¥ El
significado de esta linea alin es desconocido, sin embargo se cree que
pueda corresponder a un material distinto a la hidroxiapatita que se
presenta durante el proceso de nucleacién del esmalte . Esto quiere

decir que la hidroxiapatita comienza su nucleacién alrededor de esta

linea dandole cuerpo al esmalte dental.?*3%3'
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En la figura IV. 6 se ha marcado con flechas la presencia de la linea
obscura en varios cristales. El inciso B muestra a los cristales en
seccién longitudinal, y la linea obscura corre por el centro de los
mismos; por lo tanto, podemos deducir, que la linea obscura no es una
linea sino que, en realidad, corresponde a un plano ya que se observa
en secciones tanto transversales como longitudinales, ademas debe
tener caracteristicas muy especiales para que se desarrolie el esmalte

dental.
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Fig. IV.6. Imagenes de MET del esmalte dental humano al ser observado en
seccidn transversal (inciso A) y en seccién longitudinal (inciso B).
Notese que en ambas imagenes existe una linea que cruza a la
mayoria de los cristales por su parte central. Esta es la llamada “linea
obscura” y que corresponde en realidad a un plano (ver texto).
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IV. VI MICROSCOPIA ELECTRONICA DEL ESMALTE EN SECCION
LONGITUDINAL

En la figura IV.7 observamos una imagen de MET en seccion
longitudinal. Aqui podemos observar que los cristales estan
elongados, ademéas de presentar contraste de tipo Moiré. Hay que
recordar que los contrastes de Moiré se producen cuando dos
cristales se sobreponen y uno esta girado sobre el otro o presentan
diferentes distancias interplanares. Estos contrastes son muy
importantes en la microscopia electronica ya que se presentan
diferentes tipos de imagenes y es una forma de analizar materiales
con aparatos que no cuentan con una resolucion en el nivel atdomico.
En esta imagen podemos decir que se sobreponen uno o mas cristales
y si pudiéramos hacer una imagen de alta resolucion observariamos
que los cristales estarian ondulados ya que el patréon de Moiré se
presenta ondulado o se presentan algunos defectos como se indica
con la flecha. Otra caraqteristica observable en las muestras de
esmalte dental en seccién longitudinal es que el patrén de difraccion
ya no presenta patrones concéntricos, sino que ahora es un patrén
formado por arcos tal y como se muestra en el recuadro de la figura
IV.7. De aqui podriamos definir dos tipos de direcciones: uno que
seria paralelo direcion Pp en la figura V.10 y otro que es
perpendicular direccion Pt en la figura V.10 a los arcos
mostrados. También podemos ver gue los arcos no tienen la misma
distancia en una direccion que en la otra. Esto es muy importante

para estudiar la estructura. Este tipo de patrones de difraccion
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Fig. IV.7 Cristales de! esmalte dental humanc observados en seccién [ongitudinal
por MET. E! recuadro presenta su correspondiente patron de
difraccion. Obsérvese la presencia del contraste “Moire” en varias
partes de la imagen.
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corresponde a muestras altamente texturizadas formadas por
agregados policristalinos con una orientacién preferencial. Es claro
pensar que en el esmalte dental hay una direccion preferencial, ya
que los cristales crecen en la direccién definida por la union
amelodentinaria hacia la superficie del diente. En espacio reciproco
(el espacio del patrén de difraccion ), los arcos son producidos cuando
la esfera de Ewald corta la red reciproca, no es un sélo plano, sino
que corta mas de uno en una direccion determinada. L.os arcos
coinciden con los anillos concéntricos del patrén de difraccion original
mostrado en secciones transversales. Como existe un eje preferencial
en el esmalte dental humano siempre vamos a observar este tipo de
arcos; es decir, los arcos son el producto del arreglo prismatico del
esmalte dental. Por lo tanto tenemos un material altamente

texturizado en la direccion longitudinal del esmalte dental humano.

En la figura IV.8 se muestra un tipo particular de difracciéon electronica.
Si comparamos el patréon de difraccidon de la figura 1V.8 que proviene
de la zona marcada en el recuadro b, obtenemos un patrén de puntos
que estan muy bien definidos; en este caso el patron de difraccion ya
no proviene de muchos cristales como el mostrado en el recuadro de
la figura IV.7, sino de uno sélo y nos muestra la direccion [100] del
esmalte dental. Por io tanto el esmalte puede ser analizado por
patrones de difraccion monocristalinos o policristalinos. En este trabajo
observaremos los patrones policristalinos ya que nos permiten
estudiar de un modo mas general la organizacién de los cristales en

los prismas del esmalte. Esto no seria posible si Unicamente
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tomaramos patrones monocristalinos ya que tendriamos direcciones
muy bien definidas que no nos darian informacién acerca de la

relacién existente entre este cristal y los cristales circunvecinos.
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Fig. IV.8 Imagenes de MET de los cristales del esmalte dental humano en seccién
longitudinal. El recuadro muestra el patrén de difraccion de un solo
cristal: aquel mostrado en el recuadro "b" de la imagen. Nétese la
diferencia entre este tipo de patron de difraccion y aquel mostrado de
figura V.7 (ver texto).
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La figura V.9 muestra una imagen de campo claro en su inciso A y
una imagen campo obscuro en el inciso 8. En el inciso A observamos
cristales alargados y secciones en las que se presentan patrones de
Moiré: en el inciso B observamos la imagen de campo obscuro, vy
vemos que un cristal que en el inciso A se ve alargado en el 8 aungue
se muestra también alargado, en vez de tener un contraste
completamente iluminado, Unicamente se ven secciones iluminadas vy
secciones que no io estan. Este contraste es importante en la
interpretacion de la estructura en seccién longitudinal. Por lo tanto
comparando imagenes en campo claro y obscuro es importante
recalcar que aquellos cristales que se muestran elongados en campo
claro no se observan igual en campo obscuro, sino que estan formado
por varios “subgranos” tal como se observa en la figura V.9 B. A
partir de estas irﬁégenes se pueden obtener ciertas medidas; el
esmalte dental de nifio presenta, en una imagen de campo claro, un
tamano de grano en su diametro transversal de aproximadamente
29.7 nm, mientras que en seccidn longitudinal presenta un tamafo
promedio de 300 nm, en el caso del adulto tenemos un diametro en
seccién transversal de 51.4 nm, mientras que en seccién longitudinal
presenta 600 nm. En ancianos tenemos un diametro en seccion
transversal de 58.4 nm, mientras que en seccién longitudinal tenemos
una distancia de 800 nm.
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Fig. IV.9 Imagenes de MET del esmalte dental humano en campo claro (inciso A)
y en campo obscuro (inciso B} en direccion longitudinal. Nétese que en
el inciso (B) los cristales no se iluminan completamente sino por partes
(ver texto).
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La figura IV.10 presenta el patron de difraccién de area selecta del
esmalte dental de nifio en su inciso A, el esmalte dental de adulto en el
inciso B y el esmalte dental de anciano en el inciso C; esta figura
corresponde a una seccion longitudinal, mientras que los patrones de
la figura 1V.11 fueron tomados en seccion transversal. En seccion
transversal el patrén de difraccién consiste de anillos concéntricos.

La figura IV.11 muestra el patron de difraccién de area selecta del
esmalte dental en seccion transversal, €l cual ésta formado de anillos
concéntricos. El inciso A corresponde a una apertura de area selecta
mas grande que la usada en el inciso B. Aqui podemos observar que
en el inciso B el numero de anillos ha disminuido considerablemente,
pero sin embargo siguen siendo los mismos que se observan en el
inciso A. La importancia de tomar la imagen con una apertura mas
pequefia es gque nos permite estudiar distancias interplanares gue se
esconden facilmente por la intensidad del haz transmitido como se
observa en el inciso A. En este caso sbdlo se muestra una sola figura,
pues las muestras del esmalte dental en |a seccion transversal del
nifio, adulto o anciano, no presentan ninguna diferencia y por o tanto
s6lo mostraremos la figura IV.11. Si se indexa este patron no
tendremos ningun problema en encontrar los anillos que pertenecen al
plano (211), gue es el mas intenso. En la tabla lll se muestra la

indexacion de éste y los demas patrones de difraccion analizados en
este capitulo.
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Fig. IV.10

Patrones de difraccion del esmalte dental humano en seccién
longitudinal correspondiente a: A) nifio, B) adulto, C) anciano. Nétese
que estos patrones presentan arcos, caracteristicos de estructuras
texturizados, y no anillos, concéntricos, caracteristicos de estructuras
equiaxiales (ver texto, secciéon IV.VI). Nétese ademas la diferencia
entre (A) con (B) y (C).
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Fig. IV.11. Patrones de difraccién del esmalte dental humano en seccion

transversal. A) sin apertura de area selecta y B) con apertura de area

selecta. Obsérvese la difraccion de éstos con los mostrados en la
figura IV.10




Cuadro indexacidn del patron de la figura IV.11a

TABLA I

R (cm) d (A) (hkI)
3.125 2.814 211
1.1 7.99 100
1.625 5.41 101
2.125 4.138 200
2.55 3.45 002
2.85 3.085 210
3.25 2.71 112
3.875 2.27 212

Cuadro Indexacion del patrén de la figura IV.11b

R (cm) d (A) (hkl)
0.825 8.17 100
1.45 4.65 110
1.675 4.02 200
2.2 3.06 210
2.5 2.696 300
3.0 2.25 310

La figura IV. 10 es interesante porque los cambios entre los 3 tipos

de esmalte son mas claros. En el inciso A se aprecia que el patron de
difraccion del  esmalte de nifio presenta un arreglo mucho mas
pronunciado que en los otros dos casos, por eso es que se ven puntos

alargados; de hecho se puede decir que existe una “periodicidad” a io
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largo de la linea perpendicular de 7 A. Como se deduce de este
resultado, tenemos que el esmalte del nifio es mas ordenado que para
el adulto y anciano. Nuevamente vemos en los 3 casos los arcos
caracteristicos de estructuras texturizadas que se deben a los
cristales elongados en la seccion longitudinal (véase la seccion IV.VI).
Aqui se observan “anillos” que debido a los arcos se produce un
efecto de elipsidad. En el caso del esmalte aduito, tenemos que el
patron de difraccidén presenta arcos bien definidos, y en el del anciano
no se ven tan claramente definidos. Por lo tanto tenemos una
estructura texturizada con mayor definicion, en el caso de adulto que

en el del anciano.

En estas imagenes se pueden definir dos direcciones completamente
arbitrarias, de acuerdo a ia “elipsidad”: una "Pp” paralela, y otra “Pt’
transversal. En los cuadros del | al IV de la Tabla IV se muestra ia
indexacidn de estos patrones de acuerdo a estas direcciones. En
conclusion, el esmalte dental de nifio en seccién longitudinal es
altamente ordenado, y cuando llega a adulto se tiene un esmalte
menos ordenado , altamente texturizado y con variaciones en la
direccién de crecimiento. En el de anciano se puede hablar de una

indefinicion en la direccion de elongacion.
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TABLA IV. indexaciones de los patrones de difraccion de la
figura 1V.10.

Cuadro lil. indexacion de la direccién Pp de la figura. IV.10A

R (cm) d(A) (hki)
2.35 2.814 211
2.05 322 102
1.55 4.266 200
2.825 2.34 212
3.4 1.945 222
3.6 1.837 213
4.1 1613 313

Cuadro 1. Indexacién de la direccion Pt de Ja figura IV10A.

R (cm) d (A) (hkl)
0.95 6.96 (] S
1.875 3.527 201 gg
2.325 2.84 211 ]
Q ey

2.9 2.28 212 =9
3.75 1.76 402 23

=

- =

[

o
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Cuadro lll. Indexacién de la direccién Pp de ia figura IV.10B

R (cm) d (A) (hkl)
2.425 2.814 211
1.275 5.35 101
2.125 3.21 102
2.575 2.65 202
3.675 1.86 312

Cuadro IV. Indexacidn de la direccion Pt de la figura IV.10B.

R (cm) d (A) (hkl)
0.825 8.27 100
1.65 413 200
2.175 3.137 102
2.475 2.757 112
2.975 2.29 212
3.775 1.81 321

Cuadro V .Indexacidn de la direccion Pp de la figura 1V.10C.

R (cm) d (A) (hkl)
2.3 2.814 211

1.45 4.46 110
1.65 3.92 111
1.85 3.498 201
2.075 3.12 102
2.85 2.27 310
3.0 2.157 311

3.325 1.946 222
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Cuadro VI. Indexacion de la direccion Pt de la figura 1V.10C.

R (cm) d (A) (hkl)
1.6 4.045 200
2.1 3.08 210
2.4 2.696 300
2.85 2.27 310
3.6 1.797 321

IV.VIi. Constraste de los cristales del EDH.
Un haillazgo interesante de la figuras en seccion longitudinal,
observado tanto en campo claro como obscuro es la presencia de

diferente contraste a lo largo del cristal de hidroxiapatita.

En todas las figuras (por ejemplo, véase la figura IV.9) se ha
observado que los cristales en seccién longitudinal observados en
campo claro y campo obscuro se presentan diferentes contrastes.
Algunos autores han interpretado el contraste del campo obscuro
suponiendo que cada cristal esta formado por el apilamiento de
cristalitos. Es decir, se dice que el esmalte en direccién longitudinal,
esta formado por un cristalito al gue se le pega otro cristalito y asi
sucesivamente, y esta seria la razdén de que se observe un cristal
claro,'uno obscuro, uno claro, etc. De acuerdo con nuestros

resultados, esto no es asi, y lo podemos comprobar con una serie de
imagenes de alta resolucion.
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En la figura IV.12 observamos una imagen de microscopia electronica
de alta resolucion de un cristal elongado, en la que el cristalito
muestra regiones en donde el contraste cambia. Como ya se comentd
anteriormente, esta imagen muestra posiciones atémicas. Si vemos
con detenimiento la figura 1V.12, vemos zonas en las gque se ve un
contraste, luego cambia a otro y asi sucesivamente. Si solo
analizamos el contraste podriamos decir que los autores antes
mencionados estaban en lo correcto, y que el esmalte en seccion
longitudinal esté formado por varios “subgranos” que van rotando a lo

largo del cristal, pues vemos un tipo de contraste y luego otro.

Para comprobar esto, tomamos patrones de difraccidén: colocamos
la imagen en un banco optico, donde el laser es la fuente de
lluminacién. Asi, tomando la figura IV.12 como rejilla de difraccidon y
registramos los patrones de difraccion producidos en cada seccion
marcada tal y como se muestra en la figura IV.13. Con el area
marcada con el numero 1, obtendremos el patrén de difraccion que
se observa con el numero 1, luego el 2 en otra regién y asi
sucesivamente. Esta imagen muestra que a lo largo de todo el cristal
no tenemos un cristal que se pega a otro, sino sélo un cristal con
variaciones de intensidad en los patrones de difraccion; es decir,
tenemos solo el patrén de difraccién electrénico a lo largo del eje
(021], (el cual se muestra arriba a la derecha) y vemos su forma.
Aqui se ve el hexagono formado por los puntos intensos. Si lo

comparamos con los demas veremos que todos tienen casi el mismo
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arreglo geométrico del patréon de difraccion original, concluyendo asi
que el cristal en seccién longitudinal no esta formado por varios
cristales sino por uno sélo, que ésta en una direccion y se producen
diferentes intensidades porque esta curvado. Si tomamos un cristal
curvado tendremos secciones que se iluminan y secciones que no, tal
y como se obtienen en las imagenes de campo obscuro del esmalte

dental humano en seccién longitudinal. (figura IV.9).

83



i
Aaraeiany
.).:.2.3@ ek

iy

T

Fig. IV.12 Imagen de MET de alta resolucién de un solo cristal de esmalte dental
humango en seccion longitudinal. Notese el cambio de contraste que se
presenta en diferentes areas de este cristal (ver texto).
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Fig. IV.13 Patrones de difraccion “opticos “ de diferentes areas del cristal
elongado de !a figura IV.12. Nétese como estos patrones cambian en
intensidad aunque siempre muestran el mismo tipo de arreglo
geométrico. El recuadro mas grande muestra el patrén de difraccion
electrénico tomado en este cristal (ver texto).
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CAPITULO V
DISCUSION

Los resultados que se reportan en el capitulo anterior pueden ser
catalogados como excelentes. Durante el estudio pudimos observar el
esmalte dental de nifios, adultos y ancianos, esto nos ha permitido
analizar la evolucidén a través del tiempo en las variaciones

encontradas en los patrones de difraccion.

V.l El esmalte dental humano de nifo, adulto y anciano.

El andlisis del esmalte se llevdé a cabo en secciones transversales y
longitudinales, utilizando MEB, MET y analisis quimico, conjuntando
asi una serie de datos interesantes. Dentro de éstos podemos recalcar
que las observaciones en seccién transversal por medio de MET se
comportan exactamente igual en los tres grupos de edad; es decir,
presentan un patrén de difraccion en forma de aniilos concéntricos, 1o
cual quiere decir que en seccion transversal el esmalte no presenta
ningun cambio en funcién del tiempo. A partir de esta observacion es
que podemos darle una mayor importancia a la seccion longitudinal.
Asi, en seccidn longitudinal encontramos que el patron de difraccion
no muestra anillos completamente concéntricos, sino que presenta
arcos, es decir, los patrones estan altamente texturizados y se
asemejan a curvas, elipticas. Por lo tanto, en seccién longitudinal el
esmalte presenta granos alargados, es decir, es una estructura
texturizada, mientras que en seccion transversal los granos del

esmalte se presentan equiaxiales.
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El esmalte de nifio en seccion longitudinal presenta un mayor
ordenamiento que los otros grupos. La estructura atdmica de los tres
grupos , esta compuesta por HA en el nivel nanometrico y los patrones
de difraccion estan arreglados de acuerdo con la edad del esmalte. De
esta forma, hemos observado que el esmalte de nifio presenta un
mayor ordenamiento en seccién longitudinal que los de aduito vy
anciano, de los cuales este Uitimo presenta un mayor desorden. La
comprobacion de lo anterior requerira de un mayor estudio, con
analisis mas exactos: en investigaciones posteriores tendriamos que
comprobar que el esmalte dental del anciano ha perdido su orden en
muestras a lo largo de la seccion longitudinal sin gque presente

cambios en la seccién transversal.

V.l El contraste del esmalte dental humano en seccion

longitudinal.

Uno de los resultados importantes que se obtuvieron en este trabajo
de tesis, es que e/ cristal del esmalte dental humano, que se observa
elongado en seccion fongitudinal y completamente al azar en seccidén
transversal, no esta formado por una secuencia de cristales en la
direccion ¢. Se ha demostrado, a partir de una serie de patrones de
difraccion, que estos cristales elongados, son un solo cristal que se
encuentra curvado tridimensionalmente enrollado a semejanza de un
liston “enrollado” sobre si mismo, siguiendo un eje longitudinal. Si se
realiza una serie de analisis por medio de MET en campo claro u

obscuro se obtienen secciones claras u obscuras, debido a la
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curvatura del cristal, y producen un contraste como si se tratara de
diferentes cristales en diferentes direcciones. Haciendo un analisis de
la curvatura, se demuestra que es una serie de granos apilades en un
solo cristal, pero curvado. Otros autores han mencionado cambiando
su orientacion a lo largo de su longitud, pero nosotros hemos
demostrado que es un solo cristal que se encuentra curvado a
semejanza de un listén enrollado sobre si mismo, siguiendo su eje

longitudinal.
V.l La linea Obscura

La observacion del esmalte en seccidn transversal y longitudinal nos
ha permitido determinar otro tipo de comportamientos, tal como el que
presenta la linea obscura. Se ha demostrado que esta linea se
presenta, tanto en secciones fransversales como longitudinales, lo que
nos indica que se trata de un plano que cruza los cristales y no de una
linea. El hecho de que se trate de un plano nos permite abrir nuevas
lineas de investigacion, pues surgen nuevas incognitas. Si es un
plano, y en el sistema hexagonal se tienen tres planos que son
completamente equivalentes, la pregunta es: ¢, por que solo uno de los
tres es escogido para que pase por ahi la linea obscura?, iqué es lo

que hace a este plano tan especial?. La respuesta tiene que ser dada
en futuras investigaciones.

Se han dado algunos parametros acerca de la linea obscura, pero aun

quedan muchas incégnitas. Vargas Ulloa " en su tesis observd que
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hay ciertas diferencias en el contenido guimico de la linea obscura y
en el de los cristales del esmalte. La linea obscura es una de las
zonas mas vulnerables del esmalte, lo cual no quiere decir que sea la
zona de inicio del proceso carioso, sin embargo, al ser un defecto, es
una zona muy s&sceptible de ser atacada por éste. Todo |o anterior
demuestra que la linea obscura requiere de mayores estudios, pero
los dificulta el hecho de que sélo se observa bajo ciertas condiciones
de foco, por lo que tenemos que buscar diferentes metodos de
preparacién de muestras. Se han realizado intentos por mejorar el
contraste de la linea obscura utilizando diferentes métodos quimicos
La preparacion de muestras biolégicas, parece estar dando buenos
resultados, es decir posiblemente se tenga que tefir el material, o
introducir algun metal pesado para hacerlo detectable, o cual

significaria un gran avance en su estudio.
V.IV. La aportacion del presente trabajo

Finalmente, se debe comentar que esta tesis representa la
continuacion del proyecto entre el Instituto del Fisica y la Facultad de
Odontologia, ambas de la UNAM. La importancia del presente trabajo,
es que ha dejado muy claro que si queremos obtener mayor
informaciéon del esmalte dental, los estudios deben enfocarse a la
seccion longitudinal de éste. Por lo tanto, tenemos que hacer varios
analisis en seccion longitudinal y tratar, en estudios futuros de aclarar
puntos tales como: jque sucede con la unién amelodentinaria?. Esta

es una unidn muy importante, pues se unen dos materiales
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completamente diferentes, lo que la convierte en una zona crucial.
También se han encontrado cambios en la composicion gquimica del
esmalte, es decir, no son iguales en la uniébn que cerca de la
superficie. Hay que considerar en futuros estudios, el proceso que
sufre el esmalte del anciano, porque aun cuando no hay muchas
diferencias en las secciones transversales y longitudinal, hay que
establecer si las diferencias son estructurales o quimicas. Otro punto
que queda en el aire, es el tipo de ordenamiento: ; que hace
diferentes a los esmaltes de nifio, adulto y anciano ?, 4, de qué tipo de
orden estamos hablando?, ; habra diferencias en la estructura
quimica?, ¢se tendran diferentes estructuras conforme va
evolucionando el diente?. Este trabajo nos ha permitido hacer estas

interrogantes y de aqui en aportacion e importancia.
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CONCLUSIONES Y PROPUESTAS DE INVESTIGACION

Resumiendo los resultados presentados en el capitulo anterior

podemos enumerar las siguientes conclusiones:

1.- Se ha observado que el esmaite del nifio es mas ordenado en
seccion longitudinal que el del adulto y anciano. Sin embargo, aunque
hay un cierto desorden entre el esmalte del adulto y anciano, este

ultimo es mas desordenado.

2.- En seccion longitudinal tenemos anillos que no son completamente
concéntricos sino que presentan arcos, lo cual les da un aspecto de
elipsidad. En seccion transversal todos los anillos son concéntricos.
Por lo tanto los granos del esmalte dental presentan texturizacién,
siendo elongados en seccién longitudinal y equiaxiales en seccién
transversal. El esmalte dental del nific en seccién longitudinal aun
presenta muchas caracteristicas que deben ser analizados en mayor

profundidad.

3.- Se ha observado que los cristales estan elongados en seccidon
longitudinal y al azar en seccién transversal. Se ha demostrado que la
linea obscura se presenta en secciones transversales y longitudinales

lo que nos indica que es un plano que cruza a los cristales.
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4- Los cristales elongados que se observan en secciones
. longitudinales del esmalte no estan formados por muchos cristales
sino que es el mismo cristal pero curvado a semejanza de un liston

enrollado.

Propuestas

~ Si analizamos el esmalte dental en seccién transversal y longitudinal
por medio de difraccién electronica encontramos que en seccion
transversal los patrones son casi iguales, sin embargo en seccion
longitudinal no lo son. El esmalte dental humano por lo tanto debe ser

estudiado en seccion longitudinal para obtener una mayor informacion

acerca de éste.

En un futuro muy cercano, y como resultado del presente trabajo de
tesis, debe de realizarse un estudio detallado sobre las propiedades
estructurales del esmalte infantil. Debemos analizar las diferencias que
presentan tanto los dientes desiduos como los permanentes de los
nifios y adultos jovenes. Solo de esta forma se aclararé ei porqué de

las diferencias que se presentaron entre los patrones de difraccion de

nifo, adolescente y anciano.
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