UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACI(')N DE
LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA
INSTITUTO DE FISICA

“ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS COMPONENTES QUE
CONFORMAN LA UNION ESMALTE — DENTINA
EN DIENTES HUMANOS”.

TESIS
Que para obtener el Grado de:
MAESTRA EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS
Area:
BIOLOGIA BUCAL

Presenta:

GIL CHAVARRIA MARGARITA IVET

Director de Tesis: DR. JOSE REYES GASGA

2005

m. 35 14 28



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Direccion de Tesis:
Dr. José Reyes Gasga.

Revision y Aprobacion de Tesis:
Dr. Octavio Alvarez Fragoso (PRESIDENTE-Instituto de Investigaciones en Materiales).
Dr. José Reyes Gasga (VOCAL-Instituto de Fisica)
Dra. Elba Leyva Huerta (SECRETARIA-Posgrado de Odontologia).
Dr. Higinio Arzate (SUPLENTE-Posgrado de Odontologia).
Dr. Luis Felipe Jiménez (SUPLENTE-Facultad de Ciencias).

Asesoria durante la Investigacion:
Dr. Ramiro Garcia (Instituto de Fisica-UNAM)
Dr. Luis Felipe Jiménez (Facultad de Ciencias-UNAM)
Dr. Jorge Guevara (Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia)
Dr. Michael Picquart (UAM-Iztapalapa)

Asistencia técnica:
Pedro Mexia, (Laboratorio de Nuevos Materiales-IFUNAM)
Roberto Hernédndez, Carlos Magafia, Diego Quiterio, Cristina Zorrilla, Jacqueline Cafietas
(Laboratorio central de Microscopia-IFUNAM)
Manuel Aguilar (Rayos X-IFUNAM)
Samuel Tehuacanero (Digitalizacion-IFUNAM).
Carlos Flores del Instituto de Investigaciones en Materiales-UNAM.
Sr. Teo (Patologia Posgrado de Odontologia-UNAM).

Manuel Bricefio COMEX.

Apoyo financiero:
DGAPA-UNAM-IN 104902



Union Esmalte-Dentina Ivet Gil-Chavarria

INDICE
GENERAL

RESUMEN ..o e e es e v v s e e e s s eseeee st eees s e e s s seeeeeeesnesassseneens ]
ABSTRACT ..o e ee o ev s et et eres e s e s s saseseeseesees s s s e s sensenssanesenereneeenenen 2
INTRODUGCCION ..o eeeeeeeeseeeseses e ts e v s seseeseeesesesesesesssaseseseseseseseesesetesasasaes 3
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......oooveeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeees v eeeee s 7
OBIETIVOS oo e e e ee e s e e v s ae s ee e et e st e s e e s s et ee s s s s s e seneseannes 8
HIPOTESIS oo ee e e e 10
CAPITULOI

PROCESOS BIOLOGICOS QUE PARTICIPAN EN LA FORMACION

DE LA UNION ESMALTE-DENTINA. ....oovvieoeeieteveeeeeeeeeeereeee e esevesesseresesssenessens 11
UNION ESAMALTE-DENTINA ..o eeees e ee e en s 13
ORGANIZACION CELULAR ....ooeoeoeeeoeeeeeeeeeeeeeev e e eeves s reses oo rone 15
COMPONENTES DE LA MATRIZ ORGANICA ...ooveoeoeeeeeeeeeeeeeoeoeoeeeeeoeeeoeeseseeeenon 16
MINERALIZACION. ..ot eeeee oo et 19
DENTINOGENESIS ... oo e 2

AMELOGENESIS..... oo e e 24



Union Esmalte-Dentina Ivet Gil-Chavarria

CAPITULO II

TECNICAS DE OBSERVACION Y ANALISIS. ... 26
MICROSCOPIA FOTONICA ODE LUZ ....ooovviiereeeeeeerieeeeeeseeseesseseoss s sasssesnessnnns 27
FLUORESCENCIAL........coooeevvreeecsesseessioessesseesses s sssssssasssessasesssasssssssssssessssssnssnens 28
MICROSCOPIA ELECTRONICA ......oooovieeeeeeeeeees e seeeseessnssssas s s s 29
ESPECTROSCOPIA INFRA-ROJO ......ooorvvreereieerssesisesess s sessssesssessessssnssssssssasssanes 33
CAPITULO 111

METODOLOGIA EXPERIMENTAL .........ooovuuiviierineeeeeectessesseesseesse s ssesssesassenns 36
OBTENCION Y CRITERIOS DE SELECION DE MUESTRAS.......ceveeverreerererenenne 36
METODOLOGIA PARA MICROSCOPIA FOTONICA ........cooovveeeereeereeeieveeernnennne 37
METODOLOGIA PARA FLUORESCENCIA ......ooovvrircrierieiceeioeiseseee e senienseennee 39
METODOLOGIA PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA .......oovvvriieerieeireecrenns 40
IMPORTANCIA DE LA FIJACION CON GLUTARALDEHIDO .......cccooveveeerenreene 41
METODOLOGIA PARA RX Y ESPESCTROSCOPIA IR.......oocvrverereenrerreree e, 47
CAPITULO IV

RESULTADOS .......oooovmiviieoeeeeeeeeeeee s seesessssmeesses s sssesssesssssss s ssssessasesanssssnssess 49
CAPITULO V

DISCUSION ..ot ee st eeoss e s e ese s ensnneres 75
CONCLUSIONES .......coomvuioareeeeeeceeeenssissssssseseessssssssssssssssssssssssssssssssessssssesssssssens 80

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........coovviiieiinseeieeereeseeseeeseesssvesssessasssssneees 81



Union Esmalte-Dentina Ivet Gil-Chavarria

INDICE
DE FIGURAS

FIGURA Lttt et e 12
Imadgenes de MEB de los prismas, unidad estructural del esmalte.

FIGURA 2.ttt sttt st she e er e st ae e en b e enn e b s s eabennaness 12
Imdgenes de MEB de los tubulos dentinarios, en forma transversal y longitudinal.

FIGURA 3.ttt r e sb e st eetsetesas b sh s s b e sbs s beane e e e nbnens 14
Festoneado de la UED en MEB, Tomada de Chun P. (31)

FIGURA 4.ttt st b st ss e sn e ne s 15
Organizacion celular en la odontogénesis, Tomada de Sheila J. (3)

FIGURA 5.ttt s s eerraresnrnereeseeseeneennes 21
Imdgenes de MET de los cristales de esmalte y dentina.

FIGURA ...ttt e b s s aes 27
Microscopio Fotonico.

FIGURA 7.ttt ettt st nb et 29
Microscopio con camara de fluorescencia.

FIGURA 8.ttt s e st ssaes s aes 30
Microscopio Electronico de Transmision.

FIGURA Q.o s st b e st 31
Microscopio Electronico de Barrido.

FIGURA 10ttt b e e 32
Difractémetro de Rayos X.

FIGURA T1..oiiiiiii ettt ettt n s 35
Espectroscopio de radiacion Infra-Rojo.

FIGURA 12t e et e e e te e en e e e s eer e 37
Seleccion de dientes, molares y premolares con extraccion indicada, sin caries.

FIGURA 131ttt et 38
UED en MF. A. La UED con luz reflejaday B. La UED con luz transmitida.



Unién Esmalte-Dentina Ivet Gil-Chavarria

Corte histologico de diente, visto con cdmara de Fluorescencia.

FIGURA TS5ttt et sb e 40
Imdgenes de la UED por Microscopia Electrénica de Barrido.

FIGURA 16, ettt ettt e bas b e n s 42
UED en MEB después de fijar la muestra.

FIGURA 17ttt st sa s r e s ra s 43
Exposicion de la UED por separacion mecdnica, visto en MEB.

FIGURA 18ttt et eb s saa e s aa e e 44
Muestra desgastada con dcido nitrico, vista en MEB (eliminacion de la UED).

FIGURA 19.....veiiirrirennnns OO OGO 44
Desgaste del diente con dcido nitrico, a diferentes intervalos de tiempo para
el tercio oclusal, medio y cervical, visto en MEB.

FIGURA 20.....oiiiieiiiieciritite et ettt s bbb e et sn s s 45
Muestra desgastada con dcido fosforico, vista en MEB.

FIGURA 21ttt sttt e s sbn s 46
Muestra desgastada con dcido nitrico al 2.5% por siete dias, vista en MEB.

FIGURA 22ttt ettt st e b e e st e 50
UED procesada con dcido nitrico al 5% antes de ser fijada, vista en MEB.

FIGURA 231ttt ettt eaee et ettt s st n s s be e 51
Imdgenes de fluorescencia de la zona cercana a la UED.

FIGURA 24ttt s b et 52
Fluorescencia de la dentina, el esmalte y el borde de la UED.

FIGURA 25ttt sttt st st b e st be s 53
Imdgenes de fluorescencia de la UED.

FIGURA 26ttt st s 54
Imdgenes de MEB de la UED con un procesamiento de la muestra mediante dcido
nitrico y la fijacion previa con glutaraldehido.

FIGURA 27ttt bttt b s s esne 56
Imdgenes de MEB donde se aprecia la zona de contacto de parte de la dentina.

FIGURA 28ttt et e 57
Imagen de MEB de la UED por separacién mecdnica exponiendo la zona de contacto.

FIGURA 29ttt ettt en e 58
Imagen de MEB de la UED (el material orgdnico tiene dimensiones variables).



Unién Esmalte-Dentina Ivet Gil-Chavarria

FIGURA 30....ciiirtt ettt b s st ren 59
Imagen de MEB. Dimensiones de la estructura organica reticular de la UED.

FIGURA 31ttt ettt bt 60
Imagen de MEB de la superficie de contacto de la UED sobre la dentina.

FIGURA 32, ettt ettt s e s a e b seaennean 62
Imagen de MEB de la estructura orgdnica, su EDS con porcentaje atémico y en peso.
Recubierta con una pelicula delgada de oro (Au).

FIGURA 33ttt et et e s sbs st s eanenrees 63
Imagen de MEB de la estructura organica, su EDS con porcentaje atémico y en peso.
Sin recubrimiento de oro (Au).

FIGURA 34.....oviirenienne SRRSO 65
Mapeo quimico de los elementos registrados C, Ca, O, P, y K de la UED.

FIGURA 35ttt sttt e ettt sr e et ereeen s bt st sassnsssbesraneas 66
Mapeo quimico de los elementos registrados C, N, O, Ca, P, Nay Mg de la UED.

FIGURA 36, ittt ettt ett et eae e stvecbasessasassseessssenanassabaesassesenseesnneessaneeesaeeennns 68
Imagen de MEB de fibras observadas en la UED, su EDS con la concentracion en
porcentaje en peso y porcentaje atomico de los elementos.

FIGURA 37ttt ettt sttt s s be sttt n e ne st eb st 69
Imadgenes de MEB de la UED con un aspecto fibrilar (Tercio medio del diente).

FIGURA 8. .ottt a et ebea e e b et e b s e babeebassabansa s 70
Imagen de MEB de la estructura fibrilar, su EDS con porcentaje atémico y en peso.
Superficie recubierta con una pelicula delgada de oro (Au).

FIGURA 39ttt ettt sebaean 72
Imagenes de MEB de polvo de la UED, su EDS con porcentaje atémico y en peso.



Unién Esmalte-Dentina . Ivet Gil-Chavarria

INDICE
DE ESQUEMAS

ESQUEMA Tttt s 18
Niveles organizacionales de la coldgena, Tomada de Sheila J. (3)

ESQUEMA 2.ttt ettt s stes et se st eb s st sb et st et sbe s tonssassassssaesrasbsaas 34
Longitud de onda, frecuenciay energia del espectro electromagnético.

ESQUEMA 3. ettt ettt e sab ettt ab e s 75
Representacion de la organizacion de la UED.

ESQUEMA 4i .ottt sas s 76
~ Esquema de la estructura y organizacion de la UED entre los tejidos inorganicos.



Unién Esmalte-Dentina Ivet Gil-Chavarria

INDICE
DE ESPECTROS

ESPECTRO L.ttt sttt st e vt r et bn st e sas e snaebneas 47
Espectros de RX, esmalte (E) y dentina (D) tienen HAP como base inorgadnica.

ESPECTRO 2..c.oiiiiiiiiiee s ettt e 48
Imagen de espectros de absorbancia, obtenidos por IR de condilo y alveolo.

ESPECTRO 3.ttt ettt ettt et s ea e b e s st e b s e 62
Espectro EDS de la Figura 32. (Recubierta de Au).

ESPECTRO ..ottt s s bbb n s na s s 63
Espectro EDS de la Figura 33. (Sin recubrir de Au).

ESPECTRO 5.ttt ettt et ettt st e st s st sae s e s bt s ba s san b e sar e s e e s s aneas 68
Espectro EDS de la Figura 36. (Fibras en {a UED).

ESPECTRO 6...outtieire sttt et e aa s sa st sb s 68
Espectro EDS de la Figura 35. (Aspecto fibrilar).

ESPECTRO 7.ttt sttt st sa s assnaeas s 72
Espectro EDS de la Figura 394. (Polvo de la UED/material inorganico).

ESPECTRO ...ttt ettt sttt s 72
Espectro EDS de la Figura 39B. (Polvo de la UED/material organico).

ESPECTROS 9.ttt ettt e e sbe s snees 73
Espectros de transmitancia en IR del Esmalte, Dentina y UED.

ESPECTROS 10ttt ettt st s s 74
Espectros de absorbancia en IR de colagena y fosfato de calcio tribdsico.



Union Esmalte-Dentina “Ivet Gil-Chavarria

“ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS COMPONENTES QUE CONFORMAN LA
UNION ESMALTE - DENTINA EN DIENTES HUMANOS”.

RESUMEN

Este trabajo es un estudio descriptivo de la interfase conocida como Unién Esmalte-Dentina
(UED) en dientes humanos. Desde la odontogénesis ya se establecia una interaccion celular
epitelio-mesenquimatosa, entre ameloblastos y odontoblastos a través de las fibras de Von
Korff; y es ahi donde se inician los procesos bioldgicos; antecediendo la dentinogénesis a la
amelogénesis. La UED es resultado de la mineralizacion de las matrices organicas del
esmalte y la dentina. La UED permite el contacto de tejidos fisiolégica y estructuralmente
distintos, aunque con la misma base inorganica (Hidroxiapatita Ca;o(PO4)s(OH),). Por lo
tanto, el objetivo de ésta investigacion fue identificar los factores que conforman esa unidn,
composicion quimica y la organizacién estructural que presenta.

Las muestras fueron fijadas y preparadas inmediatamente después de la extraccion, usando
diferentes métodos y técnicas para una caracterizaciéon correcta de esta zona. Las
observaciones fueron por Microscopia Fotoénica, Fluorescencia y Microscopia Electronica
de Barrido, también se realizaron analisis EDS para identificar los elementos presentes en
la unién, mapeos quimicos para ver su distribuciéon y Espectroscopia Infra-Rojo para
obtener informacién molecular de la UED.

Los resultados obtenidos sugieren que el material de union tiene una organizacion reticular,
que consiste en extensiones organicas que emergen de la dentina y llegan hasta los espacios
interprismaticos del esmalte. Esa red presenta variabilidades estructurales dadas en razén de
la funcién, con apariencia fibrilar que brindan amortiguacion y soporte mecénico. Por EDS
se identificé que la UED es constituida por C, O y N principalmente y su distribucién en
los mapeos quimicos mostraron que estan presentes en las prolongaciones que forman la
red, y que las sefiales de Ca y P son porque el analisis fue sobre la superficie dentinaria.
Con los espectros de IR se concluy6 que el esmalte, la UED y la dentina tienen los mismos
componentes, pero en diferente concentracion con diferencias significativas en las bandas
de los OH, que corresponden a agua y proteina. Finalmente se integran los resultados en un
esquema del disefio biolégico que presenta la UED.
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“ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS COMPONENTES QUE CONFORMAN LA
UNION ESMALTE - DENTINA EN DIENTES HUMANOS”.

ABSTRACT

This work is a descriptive study of the interface Dentin-Enamel Junction (DEJ) in human
tooth. In the odontogenesis there was established an epitelial-mesenquimatosa cellular
interaction, between ameloblast and odontoblast through of the fibers Von Korff, there is
the start place of the biological processes, the dentinogenesis before that the
enamelogenesis. Although the DEJ is result of the full mineralization of the organic matrix
of dentin and enamel. The DEJ allows contact between two different tissues in the
physiological and structural aspects, even though with the same inorganic component
(Hydroxyapatite Ca;o(PO4)s(OH);). The mean objective of this investigation is to
characterize the elements presents in the junction, as well as the chemical composition and
structural organization.

The samples were fixed and prepared immediately after extraction, using different methods
for a correct characterization of its zone. The observations were made by Light
Microscopy, Fluorescent Microscopy and Scanning Electron Microscopy. Is very important
to note the differences of both tissues and understand how they are maintained together and
special role in this junction. The identification of elements were made by EDS and their
distribution by chemical maps. For molecular information of the DEJ we used Infra-Red
Spectroscopy of the samples.

The results obtained determine that the material of junction presents a reticular structure
showing an organic extensions from the dentin until the interprismatic spaces of enamel.
The network of reticular has variable structure determined by the function, of the fibrous
aspect for the support which provides absorption of the oclusal forces. By EDS we found
that the DEJ is constituted principally of C, N and O and the distribution of this elements in
the prolongation of network of the DEJ are presented. However the signal of Ca and P is
detected due to the analysis was made on surface of the dentin. By Spectroscopy IR we
concluded that the enamel, DEJ, and dentin have the same components but different
concentration in the bands OH of water and protein. Finally we unified the results in a
biological diagram of the design of the DEJ.
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INTRODUCCION

El estudio de los tejidos que conforman los seres vivos, en sus diferentes aspectos como es
la génesis, diferenciacion, crecimiento y funcion, es un proceso que inicid hace siglos pero
que a la fecha no deja de sorprendernos el sistema tan especifico que emplea la naturaleza

para construir organismos tan complejos.

La Unién Esmalte-Dentina (UED) no es la excepciéon debido a que cuenta con una
organizacidn estructural ideal y compleja para el trabajo que realiza el diente. Para entender
su conformacion hay que tener presente los elementos y los eventos que se llevan a cabo
para dar origen a la UED, zona que representa una gran importancia en la conformacién del

diente y su fisiologia.

El conocer mas acerca de la UED conduce a una linea de investigacién poco limitada. Es
decir, que por el simple hecho de ser un area de unidn es necesario responder a las
siguientes preguntas: ;qué es el esmalte?, ;qué es la dentina?, ;con qué y cdmo permanecen
unidos? Ademas tomando en cuenta referencias como la de Marshall (1), donde reporta que
“La UED es una estructura pobremente definida”, o la de Gallagher (2) en la que publica
que “La UED es una interfase critica de dos tejidos duros”, surgi6 el interés por conocer
mas acerca del tema. Asi es como se inici este proyecto en el que diferentes técnicas

microscOpicas y analiticas fueron los medios principales para llevar a cabo ésta

investigacion.

Es importante conocer las propiedades que caracterizan al esmalte y a la dentina. El esmalte
que es el tejido externo del diente y que también se ha definido como el tejido de mayor

dureza en el organismo presenta unidades estructurales conocidos como prismas, formados
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por los ameloblastos los cuales pierden actividad celular después de la mineralizacion del
esmalte. La dentina se conforma por tibulos dentinarios que en el interior alojan
prolongaciones de los odontoblastos (células formadoras de la dentina), presentan actividad
celular ain después de erupcionado el diente reaccionando a estimulos fisicos, quimicos y

bioldgicos.

La UED surge durante la formacién de la dentina y el esmalte, pero al decir que surge es
como si fuera a consecuencia de estos procesos; sin embargo, también es el sitio donde se
inician esa serie de eventos que tienen como finalidad la formacién de un 6rgano dentario.
Esto significa que desde antes de la formacion de los tejidos esmalte y dentina, “existe
interaccién celular, entre las epiteliales (ameloblastos) y las mesenquimatosas
(odontoblastos) por la presencia de las fibras de Von Korff”, como lo describe S. Jones (3).
Por lo tanto la UED es la superficie de iniciacion para la amelogénesis y dentinogénesis,

precediendo la formacién de la dentina a la del esmalte.

La mineralizacion es el proceso fundamental en la maduracién de los dos tejidos que estan
presentes en la UED. Para la formacion de cristales se requiere de un proceso denominado
Biogénesis Mineral, es decir, los modos en que se puede dar el depdsito del mineral. Veis
(4) describe dos formas: “La Mineralizacion Bioldgicamente Inducida, en el cual el cristal
puede asumir orientaciones al azar y una variedad de tamaifios; y la Mineralizacion Mediada
por Matriz (0 “matriz controlada™), donde se genera un cristal Gnico bien definido y
orientado”. Estas dos formas de mineralizacién, por las caracteristicas de los cristales

presentes en los tejidos ya maduros, corresponderian el primero a la dentina y el segundo al

esmalte.

Los dos tejidos involucrados en la UED a pesar de las diferencias ya mencionadas son
constituidos por la misma base inorgdnica (hidroxiapatita Ca;o(PO4)sOH,;), solo que en
diferente concentracion y organizacién. El esmalte se conforma en un 96 % de material
inorgénico caracterizado por cristales bien definidos y ordenados, el otro 4% es material
organico que se encuentra en los espacios interprismaticos. La dentina presenta un 70% de

material inorgdnico y sus cristales estan distribuidos al azar, el otro 30% es material
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organico. Asi entonces, ambos tejidos requieren una base orgédnica para la formacion de la
hidroxiapatita, la biologia celular la considera como una matriz extracelular organica que
junto con componentes de la expresion celular de los ameloblastos y odontoblastos,
permiten la formacién de material inorgnico. L.a matriz orgéanica del esmalte es constituida
por “60% de proteinas y 40% de lipidos, donde los lipidos se identificaron en los espacios
interprismaticos” segun Veerappan (5). Respecto a las proteinas de la matriz del esmalte, la
més abundante es la amelogenina, aunque también estd la enamelina y tuftelina; pero “no
hay colagena” segin Ragazzoni (6). En la dentina predomina la coldgena tipo I, la cual
provee el soporte fisico y el medio favorable para el depoésito mineral (7) y otras proteinas
no colagenas como la sialoprotein dentina y fosfoprotein dentina (8), ademds de otras

glicoproteinas y proteoglicanos (9).

La matriz organica inicia la mineralizacion, la cual Bordier (10) la describe de la siguiente
forma tanto para el esmalte como para la dentina: “Los primeros dos pasos incluyen los
procesos iniciales de nucleacion y la formacion de particulas de tamafio nanométrico, los
cuales daran lugar a la formacion del cristal. Estos procesos comprenden la nucleacion
heterogénea de fosfato de calcio inorginico y de una matriz organica extracelular,
controlados en ambos tejidos por esa matriz y bajo controles celulares”. Todos estos
procesos bioldgicos se centran en la relacion entre los cristales de esmalte y dentina y en la
funcién de las matrices organicas en la formacion de la UED, que en un inicio en la unién o
interaccién celular esta dada por las fibras de Von Korff (11). Por lo tanto, la composicién
y la organizacién estructural que presenta la UED es resultado de los procesos biolégicos
que se llevan a cabo para formacién del diente; su composicién estructural debe
corresponder a restos de la matriz organica que formé material inorganico y su

organizacion, asi la estructura de la UED est4 determinada por los tejidos inorganicos.

Estos antecedentes determinan de alguna manera qué es lo que contintia por estudiar dentro
de la misma linea de investigacién, ya que se ha descrito en muchas ocasiones tanto al
esmalte como a la dentina, y en algunas otras se ha hablado de la UED. Por lo tanto, esta
tesis representa la continuacién a estas investigaciones y también la vinculacién entre lo

que ya se conoce y lo que se ha obtenido recientemente. Es el estudio descriptivo de esta
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zona mediante un proceso experimental sustentado en una base tedrica; que ademas crea
nuevas expectativas para seguir conociendo acerca de este tema, el cual es parte importante

en el drea de materiales y fundamental en el area odontologica.

Tomando en cuenta todos esos elementos y procesos que participan en la formacion del
diente, y por ende en la formacién de la zona que une a los dos tejidos que conforman la
mayor parte del diente, es como se describe la composicion, organizacidn y variaciones que
tiene la UED, la cual ha sido descrita como una zona festoneada por diferentes autores,
tales como Doukoudakis (12). De esta forma con los resultados presentados en éste trabajo
de tesis se observa con mayor claridad que ese festoneo es una morfologia dada por las
proyecciones de material organico que emergen de la dentina, en forma de red, para
después organizarse en los espacios interprismaticos del esmalte, representando la
integracién de resultados de forma grafica el disefio biolégico con el que cuenta la UED..
Asi es como gracias a esa arquitectura que presenta la unién, con cada uno de los factores
que colaboran para su formacion, se permite llevar a cabo los mecanismos fisiolégicos

necesarios para el ser humano, como es la masticacion.
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PLANTEAMIENTO
DEL
PROBLEMA

La UED es la interfase de dos tejidos que presentan la misma base inorganica, la cual
constituye el mayor porcentaje del esmalte y la dentina. Sin embargo, presentan diferencias
importantes tales como sus caracteristicas estructurales, propiedades fisicas y composicion
quimica. A pesar de estos factores, se mantienen en contacto en condiciones normales
llevando a cabo su fisiologia. Estos antecedentes son los que conducen a conocer mas sobre
los factores que permiten ésta union, asi como su organizaciéon o disefio que conforman la

zona de union.

En este trabajo de tesis se ha plante6 un estudio descriptivo por el cual, mediante diferentes
técnicas de observacion y analisis, se resolverieron diferentes cuestionamientos, como son:
¢Coémo se mantienen unidos dos tejidos distintos?, ;Qué caracteristicas debe tener el
material de unién?, ;De qué manera interactia el material presente en la interfase con el
esmalte y la dentina?. De igual manera es relevante que en una zona de espesor tan pequefio
se involucren sistemas bioldgicos y que emplee principios de organizacién estructurales,

quimicos y fisicos complejos para dar origen a una arquitectura tal como la de la UED

dentro de los 6rganos dentales.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de ésta inveétigacién es la caracterizacion de los componentes de la
UED, determinando las propiedades del material que permite la unién y funcionalidad entre
éstos dos tejidos, esmalte y dentina; asi como determinar la composicién quimica y
organizacién estructural de la zona de union. Tomando en cuenta que la UED esta dada, por
sistemas bioldgicos y por una fluctuacion de sefiales que inician desde las interacciones
epitelio-mesenquimatosas al inducir la mineralizacién de dentina y esmalte, siendo factores
determinantes para la estructura y conformacion de dicha unién. Para cumplir con el

objetivo principal, se podrian desglosar una serie de objetivos especificos, que incluyen:

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Observar la Unién Esmalte-Dentina mediante Microscopia Foténica y Microscopia
Electronica de Barrido, caracterizando la morfologia festoneada descrita en la

literatura.

2. Determinar la presencia de material entre los dos tejidos que conforman la Unién
Esmalte-Dentina, ayudando a que permanezcan en contacto a pesar de llevar a cabo

trabajos mecanicos como la masticacion.
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3. Visualizar el material organico en Microscopia de Fluorescencia, detectando la

relacion que tiene entre ambos tejidos.

4. Conocer los elementos que constituyen el material presente en la Unién,
identificado si es material organico, a través de un detector de rayos X con analisis

EDS, asi como su distribucion mediante mapeos quimicos en MEB.

5. Obtener mediante Espectroscopia Infra-Rojo, informacién acerca de las variaciones

de material organico e inorganico en el Esmalte, Dentina y Unién Esmalte-Dentina.

6. Integrar los resultados y establecer un esquema del disefio bioldgico presente en la
union, caracterizando la forma en que se organizan e interactian tanto los tejidos
inorganicos como el material organico; que en conjunto constituyen una estructura

funcional.
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HIPOTESIS

1. El espacio que ocupa la UED es la interfase entre dos tejidos que contiene material

orgénico, causa por la cual podria considerarse como una zona débil.

2. La matriz organica de la UED presenta una organizacion de acuerdo a las caracteristicas
estructurales del esmalte y la dentina, determinada por tener la misma base inorganica. Esto
propicia la unificacién de éstos, o la adhesion del material de unién, evitando que se

separen.
3. La UED es una matriz orgénica extracelular que se caracteriza por tener una estructura a
base de prolongaciones de fibras colagenas, y que en general contribuyen a la estructura de

union de los dos tejidos.

4. Las prolongaciones orgénicas que emergen de la dentina se insertan en los espacios

interprismaticos del esmalte.
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CAPITULO1

PROCESOS BIOLOGICOS
QUE PARTICIPAN EN LA FORMACION DE
LA UNION ESMALTE-DENTINA.

El inicio de ésta investigacion tuvo como bases algunas de las aportaciones donde se han
reportado las caracteristicas estructurales del esmalte y la dentina individualmente. Gracias
a esto se establecieron las diferencias mas importantes entre ambos tejidos, por el cual uno
de los motivos principales fue el conocer cémo se genera esta union. Estos tejidos realizan
trabajos mecénicos fisioldgicos y se mantienen en contacto, aunque tengan variabilidades

estructurales y fisicas.

Para tener presente las caracteristicas principales del esmalte y la dentina, en éste capitulo

se describieron de forma breve algunas de ellas.

El esmalte es el tejido que cubre la corona del diente, presenta un grosor mayor en oclusal,
principalmente en las cispides y se adelgaza hacia cervical. Sus caracteristicas fisicas son
traslucidez y permeabilidad, ademas de que se le reconoce como el tejido con mayor dureza
del cuerpo humano. El esmalte es formado por los ameloblastos, células epiteliales las
cuales pierden su actividad después de mineralizado el tejido, conformandose en un 94% de
material inorgdnico y solo 4% de restos de la material organico y agua. Su unidad
estructural son los prismas, los cuales miden en promedio de 4 a 8 micrémetfos. En cortes
transversales se observan como escamas de pescado y en cortes longitudinales tienen una

trayectoria curva (Figura 1). En los espacios interprismaticos es donde se encuentra

distribuido el material orgénico.
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FIGURA 1
Imdgenes de MEB de los prismas, unidad estructural del esmalte.

La dentina es el tejido que se forma por accion de la mineralizacién de la matriz orgdnica
producida por los odontoblastos (células mesenquimatosas); éste hecho se sigue llevando a
cabo constantemente durante la vitalidad del érgano dentario. Se han descrito diferentes
tipos de dentina dependiendo de su ubicacién, la dentina coronaria que es la que esta
cercana a la UED, la radicular, la intertubular, la peritubular y la de reparacion. Pero de
forma general cuenta con un 70% de material inorgdnico y un 30% de sustancia organica y
agua. Su unidad estructural son los tubulos dentinarios, los cuales contienen procesos

odontoblasticos o remanentes de fluidos organicos. Ver la figura 2.

SE RIS

FIGURA 2
Imdgenes de MEB de los tibulos dentinarios, en la figura izquierda con una vista
transversal y del lado derecho en forma longitudinal.
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Por lo tanto para el estudio de las caracteristicas, elementos y mecanismos de organizacién
de la UED es fundamental la aplicacién de conceptos basicos ya conocidos de cada tejido
que la conforman, para asi entonces, integrar cada proceso que esté involucrado y que halla

contribuido a la formaciéon de la UED.

Estos principios confieren un enfoque conceptual de lo que es la UED que pertenece
propiamente a la interfase, entre lo que respecta de un lado el esmalte y del otro la dentina;
y aunque podria existir una imagen principal de lo que es la unién tal y como un tejido
aislado, se han encontrado una variabilidad de factores determinantes o que de algun modo
participan para la conformacién de la UED. Cada uno de estos elementos est4 participando
desde la formacion de la dentina (dentinogénesis) y del esmalte (amelogénesis) para ese
disefio biolégico en una zona tan pequefia pero muy representativa de la superorganizacion

que tienen, no solo los 6rganos dentales, sino también de todo organismo vivo.

En éste capitulo se hace referencia de las caracteristicas de los tejidos, de la serie de
eventos que se llevan a cabo para dar origen a la UED, y de los elementos que son parte de
la arquitectura de esta unién. Por esta razén se describen algunos conceptos basicos y que
en conjunto con esta informacién proyectaran una mayor claridad al momento de definir e
interpretar los resultados. Seria dificil cubrir todo lo que se ha reportado del esmalte v la
dentina, la intencién de éste capitulo es mostrar una visién general de los temas que
colaboraron para la conformacién de la UED, haciendo mencién de las aportaciones mas

relevantes y recientes que han contribuido al desarrollo de la misma.

UNION ESMALTE-DENTINA.

Existen estudios sobre la UED realizados con microscopia foténica donde se muestran
evidencias de su caracteristica festoneada (12) como se observa en la Figura 3. Esto ha sido
aceptado, aunque el plano especifico de la union esmalte-dentina, con estudios ya mas
recientes y de cardcter ultraestructural, han ido permitiendo conocer mas acerca de lo que

pareceria una superficie irregular.
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FIGURA 3
Zona de UED en MEB, donde se observa el caracteristico festoneado.
Tomada de Chun P. (31)

Esta relacién que establece la union indudablemente estd presente desde antes de la
dentinogénesis y la amelogénesis, porque existe un contacto celular entre los odontoblastos
que son de origen mesenquimatoso y los ameloblastos que son de origen epitelial. Esa
relacién estd dada por la presencia de las Fibras de Von Korff, las cuales establecen
interacciones epitelio-mesenquimatosas y son las que conformaran la UED después de la
maduracién. En esa zona es precisamente donde se inician los procesos biolégicos para la

formacidn de cada tejido.

Tanto la dentinogénesis como la amelogénesis requieren una matriz organica extracelular
mediante la cual se llevara a cabo la mineralizacién. De parte del esmalte la matriz organica
son proteinas amelogeninas, enamelinas y tuftelinas con un porcentaje de lipidos, y de parte
de la dentina son coldgena, sialoprotein dentina y fosfoprotein dentina ademas de algunos
proteoglicanos y glicoproteinas. Esto permite llevar a cabo la nucleacidn, el depdsito
mineral y el crecimiento del cristal en ambos casos. Alin a pesar de que ambos procesos no
son dependientes, es importante mencionar que la formacién de la dentina precede al
depodsito de la matriz del esmalte. Por lo tanto se introduce una descripcion de cémo se
encuentran organizadas las células antes de iniciarse los procesos biolégicos,
posteriormente se describe la matriz organica secretada por las células y las caracteristicas

de la mineralizacién que ocurre para concluir con la dentinogénesis y la amelogénesis.
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ORGANIZACION CELULAR

Primeramente hay que identificar Jas células que llevan a cabo estos procesos, los
odontoblastos (responsables de la odontogénesis) y los ameloblastos (responsables de la
amelogénesis). Los odontoblastos son células diferenciadas del ectomesénquima y se
encuentran adyacentes a las células epiteliales por la parte intema, estas células epiteliales
son los ameloblastos. Los elementos que separan éstas dos capas celulares son, lamina
basal, microfibras adherentes (conocidos como fibras de Von Korff) y un material amorfo
electrodenso esto serfa propiamente la UED, después de finalizar la mineralizacién de
tejidos (Figura 4). Por lo tanto éxisten interacciones epitelio-mesenquimatosas que estan
dadas por esas microfibras; de tal forma que la ldmina basal es penetrada por los
preameloblastos, formandose un contacto directo entre las proyecciones de los
preameloblastos y los procesos de los odontoblastos. Esa “unién” deja de ser interaccidn
epitelio-mesenquimatosa y se convierte en la UED cuando los tejidos estén totalmente

diferenciados (3).

Imagen que muestra la organizacion celular de odontoblastos y ameloblastos,
se observa la interaccion epitelio-mesenquimatosa mediante fibras.
OD=odontoblastos AM=ameloblastos
Tomada de Sheila J. (3)
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Los odontoblastos son células elongadas, con un reticulo endoplasmico alineado a lo largo
de toda la célula y con el nucleo del lado apical. Del otro extremo se encuentra el aparato
de Golgi, que es donde aparecen los granulos secretores. Los odontoblastos son las células
encargadas de secretar las proteinas y la matriz extracelular que posteriormente se
convertird en la base para la mineralizacion de la dentina. Estas células se caracterizan por
presentar prolongaciones, llamados también procesos odontoblésticos, los cuales contienen
microtibulos y filamentos finos o microfilamentos. Algunas de esas prolongaciones van a
permanecer aun después de la maduracién de la matriz orgéanica. Por este motivo es que
Sigal (13) y colaboradores identificaron en los procesos odontoblasticos proteinas del

citoesqueleto como, tubulina, actina y vimentina que se extienden hasta la UED.

Los ameloblastos son las células epiteliales que se encargan de la formacién del esmalte;
son células cuboidales que en la etapa de pre-secretorios tienen aproximadamente 60
micréometros de altura y de 2 a 3 micrometros de ancho. Los cristales de apatita son
nucleados en el estado secretorio y crecen rapidamente. Los ameloblastos dan origen a la
matriz orgénica y cada uno es responsable de la formacién de un prisma dental (14). La
importancia que presenta cada linea celular, consiste en los elementos que secreta para

conformar la matriz extracelular y proteica, que permiten llevar a cabo la mineralizacién.

COMPONENTES DE LA MATRIZ ORGANICA

Los constituyentes de la matriz organica que dan lugar a la mineralizacion, son diferentes
para la formacién de cada uno de los tejidos de inicio porque son producidas por lineas

celulares distintas.

MATRIZ ORGANICA DE LA DENTINA. Est4 constituida principalmente por proteinas,
en su mayoria colagena tipo [, también estan presentes otras proteinas no colédgenas (PNC),
algunas glicoproteinas y proteoglicanos. Las PNC'’s son capaces de influenciar los procesos

de mineralizacién fuertemente. Su importancia radica en que son de caricter
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predominantemente aniénico y son las que van a determinar los sitios o centros de
nucleacién por medio de la distribucién de cargas eléctricas. Ademas de presentar otros
grupos quimicos reactivos inicidndose en estos sitios el crecimiento del cristal mineral.
Muchas de éstas PNC's estan fosforiladas, por lo que se les llama fosfoproteinas. La mas
comun es la Dentin Fosfoproteina altamente fosforilada. Otra proteina de gran relevancia
presente durante la formacién de dentina es la Sialoprotein Dentin, que también se ve
involucrada en los procesos de mineralizacién y es del grupo de las proteinas no coldgenas

PNC'’s (9).

La colagena al igual que las otras también tiene una funcién importante en los mecanismos
de mineralizacién. La coldgena es una proteina fibrilar insoluble, esas fibras estan presentes
en todos los tejidos mineralizados (es en donde los cristales de apatita son depositados),
involucrando mecanismos bioquimicos especificos que determinan qué tejidos tendran que
ser mineralizados y cuales no (como la piel que aunque contiene coldgena no es
mineralizada). A nivel microscopico la colagena presenta un patrén de bandas con una
periodicidad de 68 nm. aproximadamente; pero cada fibra tiene dimensiones entre los 50 y
los 150 nm. La que estd presente en ésta matriz, es la colagena del tipo I, aunque se ha
reportado que “‘en dientes deciduos esta presente la colagena tipo III junto con la colagena
tipo I, y que ambas son derivadas de las fibras de Von Korff” (15). La coldgena dentro de

sus caracteristicas presenta diferentes niveles organizacionales:

A). La forma general de la secuencia de aminodcidos presenta glicina (Gly) cada tres
aminoacidos, representdndose (Gly-X-Y) en tripletes de hasta 338 a 342 amino4cidos. Sin
embargo, ésto no se presenta en los extremos amino (NH,) y carboxilo (COOH) terminal.
En la coldgena primaria hay muchos aminoacidos prolina e hidroxiprolina en las cadenas
alfa o, y estdn aproximadamente uno en cada cuatro aminoacidos en toda la cadena.

B). La cadena tiene una estructura de hélice, lo que se le conoce como hélice menor,
girdndose cada tres aminoécidos.

C). A cada tres cadenas alfa-polipeptidicas, se le identifica como una hélice mayor. Al
unirse esas 3 cadenas polipeptidicas conforman una molécula de colagena que tienen

aproximadamente 300 nm. de longitud.
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D). Un gran namero de esas fibras coldgenas se pueden ir agregando para formar fibras lo
suficientemente largas. Estas se han identificado por microscopia electronica como bandas
fibrilares que se repiten cada 68 nm. Las uniones intermoleculares son de tipo covalente.

E). Se organizan en los diferentes tejidos, creando sistemas de fibras estables en espacios

extracelulares dependiendo de las caracteristicas de cada tejido y de su funcion.

En el Esquema 1 se representan los niveles de organizacion de la colagena antes descritos,
haciendo énfasis en que las diferencias en las secuencias de aminoacidos da toda la
variedad de tipos de coldgena que se conocen. El ultimo nivel se adapta dependiendo del

tejido en el que esté y la funcidn que realice.
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ESQUEMA 1

Diferentes niveles organizacionales de la coldgena.
Tomada de Sheila J. (3)
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Como se menciond con anterioridad, los diferentes tipos de colagena estan dados por
cambios en la estructura primaria de la proteina, es decir, cambios en la secuencia de los
aminoécidos. Sin embargo, la coldgena de la dentina y la de la piel pareceria la misma; la
diferencia significativa esta dada porque dos de tres aminoacidos son hidroxilisina de forma
constante. En este caso la coldgena que esta presente en casi el 90% de la matriz orgénica

de la dentina, es la tipo L.

MATRIZ ORGANICA DEL ESMALTE. Ests conformada por proteinas especializadas,
principalmente amelogenina. Algunas investigaciones bioquimicas han reportado el 60% de
proteinas y 40% de lipidos; éstos ultimos, se ha encontrado que previenen la
desmineralizacién del esmalte, y que estan en la superficie segtin Veerappan (5). Dentro del
60% de las proteinas, estdn presentes otras ademas de la amelogenina que es la que
predomina en un 90%. El otro 10% restante corresponden a proteinas no-amelogeninas y
son la enamelina y tuftelina. En un estudio realizado por Diekwish (16) reporta que ademas
del esmalte de los vertebrados también se encuentran epitopes de tuftelina en otros tejidos y
que algunos vertebrados como larvas y anfibios tienen en lugar de esmalte un paquete
denso de matriz de coldgena, en la cual un grupo de cristales de calcio y apatita son

asoclados con las fibras lo que se le llama enameloide.

En otras especies con los estudios de Ichiro (17), Toshihiko y colaboradores (18)
determinaron la actividad de la fosfatasa alcalina en la produccion de tejidos duros,
especificamente en el esmalte, asociando la actividad de la fosfatasa alcalina y la hidrélisis
de pirofosfatos a la regulacién del crecimiento del cristal, transporte de calcio y provisién
de iones fosfato. Reportaron que la actividad de la enzima es intensa y localizada y que la

diferencia entre esmalte y enameloide quiza sea la distribucién de la fosfatasa alcalina.

MINERALIZACION

Las propiedades especificas que presentan los tejidos mineralizados son definidos por la

composicion de la matriz orgdnica proteica, tanto coldgena (en el caso de la dentina) como
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de otras proteinas no-coldgenas (en el caso del esmalte). Estas proteinas juegan un papel
importante en los procesos de la activacion de la mineralizacién, donde su expresion
temporal y espacial es definidamente regulada. Se han descrito dos mecanismos de dep6sito
para la biogénesis mineral: la Mineralizacion “biolégicamente inducida”, en el cual el
habitat del cristal es esencial ya que el cristal puede asumir por precipitacién de una
solucidn inorganica de los iones relevantes orientaciones al azar y una variedad de tamarios.
La “matriz-mediada” (o “matriz controlada™) de la mineralizacién, es donde la fase mineral
crea un cristal tinico de forma bien definida y orientado, con un tamafio estrecho y bien
distribuido (4). El primer modo podria corresponder a la mineralizacién de la dentina y la

segunda al esmalte.

Los procesos generales de la mineralizacién se pueden resumir en:
-Secrecion de la matriz orgéanica

-Nucleacion del cristal.

-Elongacion del cristal.

-Remocién de la matriz organica.

-Maduracién del cristal.

El proceso de mineralizacion de la dentina, como se menciond con anterioridad, antecede a
la amelogénesis, lo que implica un depdsito temprano mineral sobre la predentina (19). El
crecimiento y nucleacién de los cristales del esmalte son independientes de los procesos de
mineralizacién que ocurren en la dentina, a pesar de las interacciones celulares que existen.
Esto es debido a que los agregados supramoleculares o proteinas de la matriz organica son
derivados extracelulares de distinto origen: los de la dentina derivan del mesénquima y el

producto extracelular del esmalte es derivado ectodérmicamente de las células epiteliales
(20).

Los primeros cristales aparecen sobre la unién esmalte-dentina. La forma de crecimiento de
los patrones de estos cristales pueden ser interpretados como evidencia para una fase
precursora de fosfato octacdlcico. Un cristal de OCP desplaza sobre esta cara una superficie

que puede actuar como templete para la precipitacion de la hidroxiapatita (el OCP es menos
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estable que la hidroxiapatita). Durante el proceso de hidrolizacion, una unica celda de OCP
es convertida en dos celdas de hidroxiapatita (21). La base inorgénica tanto del esmalte
como de la dentina es la hidroxiapatita Cao,(POs)sOH,. La hidroxiapatita forma cristales
hexagonales que son m4s estables que la OCP. La proporcién calcio/fosforo es de 1.67 en

hidroxiapatita y 1.33 en el fosfato octacalcico. Ver la Figura 5.

FIGURA 5§

Imdgenes de MET. Lado Izquierdo: cristales de la dentina y su patrén de difraccion de
circulos que indica distribucion al azar. Del lado derecho: cristales del esmalte con una
distribucion ordenada y su patrén de difraccion de puntos. Ambos corresponden a
hidroxiapatita.

El crecimiento del cristal ocurre por tres estados: 1). Formacion de un germen (agrupacién
minima de iones dentro del cristal), 2). Crecimiento duo-dimensional del germen (crece a lo
largo y a lo ancho, como un cristal de OCP con una sola celda unitaria), y 3). Crecimiento
tridimensional, por precipitacién e hidrélisis, donde la celda unitaria del OCP hidroliza
dentro a dos celdas unitarias de hidroxiapatita (OHAp). La distancia entre los cristales es de
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aproximadamente 20 nandmetros. Los iones de fluor aceleran la hidrélisis de OCP a
apatita, mientras los iones magnesio la inhiben. La incorporacién de carbonato incrementa
la solubilidad alterando las propiedades fisicas tales como la forma y el tamafio del cristal,
los cuales son remplazados por iones hidroxilo cerca de la UED. Los iones Fluor pueden
unirse a proteinas del esmalte e incrementar su afinidad por el calcio. El Magnesio (Mg)
inhibe el crecimiento del cristal de hidroxiapatita, su contenido en dentina es mayor que en
el esmalte. En el esmalte hay 56 calcios por cada magnesio, y mientras el Mg disminuye
0.4% en el esmalte, en la UED disminuye solo el 0.1%, con estas generalidades de la
mineralizacién, es posible entender con mayor claridad, estos procesos biol6gicos de

manera individual.

DENTINOGENESIS.

Este proceso se puede resumir en que es una secuencia bifasica:

La primera fase es la que comprende los eventos que se suscitan desde el inicio de la
secrecién de la ldmina basal, en la que los preodontoblastos se caracterizan por tener
extensiones de procesos celulares hacia las células epiteliales. Estas fibras tienen
disposicién divergente o de abanico, conocidas como fibras de Von Korff con un didmetro
de 0.1 a 0.2 micrémetros, ademas de fibras coldgenas mas pequefias. Los preodontoblastos
se diferencian en odontoblastos terminando la division celular, completando totalmente sus
organelos e iniciando la secrecién de la matriz organica no calcificada llamada predentina.
Por esto es que los preodontoblastos son los responsables de la degradacién de la l4mina

basal por las secreciones enzimaticas a partir de los procesos celulares.

La segunda fase es de mineralizacidn, que no comienza si no hasta que se deposita una
banda amplia de predentina estando la matriz orgénica completa, es decir, coldgena y otras
proteinas no colédgenas como sialoprotein y fosfoprotein dentin (22), mantienendo un

grosor constante. La formacién y calcificacién de la dentina comienza en las cuspides o en
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Jos bordes incisivos avanzando hacia el interior por la aposicion ritmica de capas cénicas,
una dentro de la otra, hasta llegar a su fin en la dentina radicular. El avance de la
mineralizacién se acompafia de cambios en la sustancia fundamental de la matriz organica
ya que se depositan fosfoproteinas, proteoglicanos, glicoproteinas y la matriz colédgena. La
secuencia de ésta inicia con el depdsito de un cristal en las fibrillas el cual se hace en forma
de placas finas. Por esto es que se secreta primero Ja dentina intratubular, dejando procesos

odontoblasticos dentro de los tibulos dentinarios.

La mineralizacién de la matriz dentinaria ocurre extracelularmente. Los odontoblastos son
los que controlan la mineralizacién de la dentina mediante la produccién de matrices
vesiculares, que acumulan calcio y es el inicio de la mineralizaciéon (3). Esta
mineralizacién, para formar Ja dentina abarca factores fisicoquimicos que interactian para
inducir el depdsito de sustancia inorganica en matrices orgéanicas, puede ser estimulada o
inhibida por actividad celular, ademas hay algunos factores que afectan la estructura de la
mineralizaciéon de la matriz orgdnica, tales como la composicién bioquimica de esos

constituyentes y la organizacidn espacial de las moléculas.

La minperalizacién de la dentina ocurre extracelularmente; los cristales de apatita no han
sido demostrados en los odontoblastos; sin embargo, los odontoblastos no son el tinico
camino para regular el ingreso de calcio a la dentina, puede ocurrir una regulacién de la
acumulacién adecuada que pasa a través del espacio interodontobléstico. El manto de la
dentina que es lo primero que se forma, es una capa de grosor variable que se extiende no
mas de 100 micrémetros, después se mineraliza y cada capa es completada mediante la
organizacién de los odontoblastos. Otros elementos observados en la dentinogénesis son las
Matrices Vesiculares (MV), que son de origen celular aunque no tienen conexién directa
con la célula, éstas son los sitios de inicio para la mineralizacién porque acumulan caicio;
ademés de ser ricas en fosfatasa alcalina, presentes en el manto de la dentina, formando
cantidades variables de cristales, se conforman por una sustancia amorfa y son cubiertas por

una membrana, estando en contacto con fibras de colagena.
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AMELOGENESIS

Durante el desarrollo del esmalte, los cristales inician su formacién en la UED sobre la
dentina recientemente mineralizada y una matriz de proteinas dentales especificas. Los
ameloblastos son células columnares y son responsables de la secrecién durante el
desarrollo del esmalte. La porcién mas distal del ameloblasto provoca ciertas estructuras
durante la formacién del esmalte. Esas estructuras son llamadas procesos de Tomes, que
van hacia un lado (fase secretoria), debido a que las proteinas son secretadas a partir de Jos
ameloblastos dentro de la matriz del esmalte. La amelogénesis consiste en tres estados que
incluye el secretorio, el de transicion y el de maduracién. Cuando inicia la mineralizacion,
la hidroxiapatita tiene bajo porcentaje de carbonato, sodio y magnesio. La orientacién de
los cristales es variable durante el estado de transicion hasta llegar al estado de maduracién

en la cual decrece el material organico.

Los cristales llegan a formar una capa lo suficientemente densa, y se van degradando las
proteinas por las proteinazas. En el caso de la amelogenina, los productos de degradacion
tienen diferentes propiedades con respecto a la unién de los cristales y su solubilidad, los
cuales son potencialmente importantes dentro de las caracteristicas funcionales y son los
menos solubles. La interaccién proteina-cristal son aspectos importantes en la formacion
del cristal asi como las diferencias proteoliticas en la solubilidad de las proteinas y la
afinidad para la adsorcién de los cristales, todos estos factores probablemente influyan para

la maduracién del esmalte, segin Bartlett (23).

El depédsito del mineral ocurre durante la maduracién y crecimiento del esmalte, seguido
por la degradacién y remocién de la matriz. Es importante mencionar que los cristales del
esmalte tienen una proporcién Ca/P que indican fosfatos octacalcicos OCP vy tricélcicos
TCP independientes de la hidroxiapatita (HAP) de la dentina. En estados tardios aparece
HAP, esto sugiere que la nucleacion de los cristales del esmalte ocurre separadamente de la
presencia de dentina mineralizada, pero que si requiere un templete de dentina
mineralizada. Por lo tanto, la nucleacién de los cristales de] esmalte es independiente a la

formacién de cristales de la dentina. Esto se resume en tres procesos que controlan la
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formacién inicial del esmalte: 1) El establecimiento de un medio ambiente apropiado
asociado con la lamina basal y una secrecion electro densa, 2). La iniciacién de la
formacién del cristal de fosfato célcico con agregados electrodensos separados de la matriz
de la dentina y 3). La formacién del esmalte y cristales de HAP los cuales eventualmente se

extienden a la superficie de la dentina (20).

El mecanismo de crecimiento y orientacién de los cristales de apatita del esmalte fueron
estudiados por lijima (24), sobre las hipdtesis de que los cristales del esmalte crecen
inicialmente como fosfatos octacélcicos, como precursores de la apatita. La segunda
hipétesis es que, un ion de calcio (Ca**) unidireccional interviene en los ameloblastos en su
crecimiento y orientacion del cristal por lo que crecieron OCP en un modelo de formacién
del esmalte. Los cristales de OCP crecen a lo largo de las fibras coladgenas y orientados con
una elongacién perpendicular a la direccién del flujo iénico. El tamafio y crecimiento del

cristal es regulado por una difusién iénica.

Asi es como se llevan a cabo éstos procesos biologicos, fundamentales para la formacién
del érgano dental, con los principales aspectos que se involucran para la organizacion
estructural de la UED.
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CAPITULO II

TECNICAS DE OBSERVA,‘CI(')N
Y ANALISIS

Diferentes aspectos biologicos se han estudiado desde hace mucho tiempo y de diversas
formas. Sin embargo, no existe un conocimiento total y preciso de lo que sucede con todos
esos sistemas organizados que se regulan y conforman tejidos u organismos funcionales;
aunque dia a dia se ha ido complementado el conocimiento gracias al surgimiento de
nuevos instrumentos de observacion y analisis que han sido y son de gran utilidad para la
investigacion cientifica. Respecto al conocimiento de la estructura de la UED, ésta ha sido
analizada con técnicas microscopicas. En primera instancia se observd con Microscopia
Foténica (MF), pero los avances tecnoldgicos a mitad del siglo veinte, innovaron las

técnicas de observacion con la Microscopia Electronica (ME).

Para llevar a cabo este estudio, se emplearon técnicas multidisciplinarias, utilizando la
Microscopia Foténica y Microscopia Electrénica principalmente. Sin embargo, se recurrio a
otros métodos analiticos elegidos principalménte por las diferentes ventajas que presentan y
al tipo de informacién que se obtiene. Estas opciones se trabajaron de forma
complementaria para poder entender de forma mas completa la arquitectura de la UED ya

que con una sola técnica no podria ser resuelto.

Se considera importante mencionar que la manipulacién y manejo de cada método de
estudio se logra gracias al conocimiento basico de las ventajas que presenta cada uno, la
forma en que funciona y sus mecanismos. Por esta razén es que en éste capitulo se describe

acerca de las técnicas que permitieron concretar el disefio de la UED, involucrando un
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continuo analisis de los resultados obtenidos. Aunque una de las actividades especificas y
de mayor importancia es la Microscopia Electronica de Barrido, cada uno de los resultados
obtenidos por las diferentes técnicas utilizadas fueron de gran utilidad y en beneficio para el

desarrollo de la presente investigacion.

MICROSCOPIA FOTONICA.

La Microscopia Fotonica (MF) hasta el dia de hoy es la primera opcién en cuanto a técnicas
de observacion de materiales organicos e inorganicos (Figura 6). Este microscopio fue
inventado por Zacharias Janssen en 1590; para conocer lo que existe mds alla de una
observacion a simple vista, esto porque el ojo tiene una resolucién de 0.1mm. (Los objetos
separados por distancias menores a ésta, no los podemos distinguir con nuestra vision). El
microscopio foténico trabaja mediante fuentes de luz (fotones) o rayos luminosos. Se basa
en un sistema de lentes de vidrio. Los lentes que estan cerca de la muestra se llaman
objetivos, forman una imagen real, invertida y aumentada de ésta. Los lentes llamados
oculares van cerca del ojo del observador, son donde diverge cada punto de la imagen y

emergen paralelos, al mismo tiempo que aumenta la imagen formada por la lente

intermedia (25).

FIGURA 6
Microscopio Fotonico.
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Indudablemente, para este estudio la MF fue una de las técnicas mas importantes y de gran
utilidad, tanto para la obtencién de primeros resultados como para facilitarnos la
observacion en los diferentes procesamientos de las muestras para otras técnicas. Por lo
tanto, es parte fundamental del proceso de investigacion sin quedar en desuso a pesar de
que ahora se cuenta con mejores técnicas de caracterizacion, como lo es la microscopia

electrénica (ME).

FLUORESCENCIA

Esta técnica se caracteriza porque las moléculas de la muestra absorben la luz de una
determinada longitud de onda y emiten luz de otra longitud de onda mas larga. Si un
componente de este tipo es iluminado a su longitud de onda absorbente y visualizado a
través de un filtro que sélo permita pasar la luz de longitud de onda igual a la de la luz
emitida, el componente aparece brillante sobre un fondo oscuro. La intensidad y el color de

la luz es una propiedad caracteristica de la molécula utilizada.

Los colorantes para la tincion son detectados con ayuda del microscopio y en este caso de
la camara de fluorescencia (Figura 7), que es muy similar al microscopio confocal, a
excepcion de que en el confocal la luz incidente que procede de una potente fuente
atraviesa un primer filtro que selecciona la longitud de onda antes de incidir sobre la
muestra. La Juz emitida por la muestra atraviesa un segundo filtro que selecciona la
longitud de onda de emisién. La luz incide sobre la preparacion a través de las lentes del
objetivo. La observacion microscopica es posible cuando se dispone de objetos pequeiios o
de secciones finas del materialk a observar; dependiendo de las condiciones de la

observacion y del grosor de la muestra. Los mejores resultados son en cortes finos.
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FIGURA 7
Microscopio con camara de fluorescencia.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

La microscopia electrénica es una técnica muy util que surge con la invencién del
microscopio electrénico en el siglo XX (Figura 8). Esta técnica permite ver mas detalles,
texturas muy finas y hacer anélisis mas complejos de las muestras que se estan estudiando.
El microscopio electrénico es un aparato con los mismos principios fisicos que el

microscopio foténico, con la diferencia que utiliza electrones en lugar de fotones.

Cuenta con un cafién electrénico, que en realidad es la unica lente electrostatica del
microscopio, y consiste en un filamento con forma de “V” por donde fluye una corriente
eléctrica y por efecto de la emisidn termoidnica se provoca el desprendimiento de
electrones. La forma y material del filamento es determinante para la resolucién del
microscopio. Para la formacion de iméagenes, la columna del microscopio electrénico de
transmisién debe estar al alto vacio y los electrones son enfocados por medio de lentes
electromagnéticas (bobinas) que son los que forman y amplifican la imagen, hasta un

millén de aumentos. La imagen producida por la lente objetiva sirve como objeto para la
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lente intermedia, la cual producira una segunda imagen, que a su vez es amplificada por la

lente proyectora, siendo ésta la que se observa en la pantalla.

De los electrones que atraviesan la muestra algunos siguen una direccion incidente sin ser
desviados y se conocen como transmitidos. Los que se desvian son llamados difractados.
Estos electrones transmitidos y difractados son los utilizados por la lente objetiva
enfocando el plano-imagen para formar la primera imagen dando informacién acerca de las
caracteristicas estructurales del material; pero si se enfoca el plano focal se observan puntos
luminosos en un arreglo que se conoce como patrén de difraccidn; el arreglo geométrico
depende del arreglo atdmico de la muestra. Mediante el analisis del patron de difraccién se

analiza la estructura atomica del material (26).

Vi

FIGURA 8
Microscopio Electrénico de Transmision

Las imagenes que se pueden obtener entonces son campo claro, campo oscuro y patrones
de difraccién. Sin embargo, cuando los electrones interaccionan con la muestra produce
diferentes tipos de sefiales como son: los electrones retrodispersados, los secundarios,

absorbidos, Auger y rayos X. Los de Auger y los rayos X nos permiten hacer su anélisis de
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la composicién quimica. Los electrones secundarios y retrodispersados dan la

conformacion sobre la morfologia de la superficie de la muestra.

Estos fueron los antecedentes del microscopio electronico de barrido (Figura 9), que forma
imagenes con electrones retrodispersados, los cuales provienen de regiones a 0.5
micrometros por debajo de la superficie y los secundarios que solo penetran de 5 a 10 nm.
Fue construido por el fisico aleman Manfred Von Ardenne en 1938 y disefiado para
estudiar la superficie de los objetos al igual que el fotonico, con la diferencia que el de
barrido posee una resolucion y profundidad de foco mayores, lo que determina la calidad de

la imagen.

FIGURA 9
Microscopio Electronico de Barrido

Debido a la interaccién de los electrones con los sélidos permite obtener informacién mas
especifica acerca de la estructura. Ademas, a diferencia del foténico, da una impresion de
tridimensionalidad, siendo muy util para estudiar caracteristicas morfolégicas y
topograficas de la muestra, pudiendo también adaptarsele detectores para hacer uso de las

técnicas analiticas de rayos X.
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Los rayos X en microscopia electronica permiten realizar un analisis quimico del material.
Los electrones de los 4tomos de la muestra puede ser que sean sacados de una capa interna
por un electrén del haz incidente y que regrese a su estado base por dos caminos distintos:
que un electrén de la capa superior ocupe un nivel inferior emitiendo un fotén, o rayos X en
otro electrén de la capa superior. En el caso de la emision de rayos X, si el haz electronico
tiene la energia suficiente para excitar los electrones de otros niveles a la 6rbita K, el
resultado son los rayos X ”K”. Los rayos X ”L” resultan de la transicién de electrones de

otros niveles al nivel L y asi sucesivamente.

El microscopio electronico equipado con un detector de rayos X del tipo de analisis de la
distribucion de energia (EDS) permite hacer un microanalisis de la composicién quimica de
la muestra. Los “mapeos quimicos” detectan la distribucion superficial de los elementos
presentes en la muestra. Este modo de operacién del EDS es de mucha utilidad, debido a
que obtenemos esquemas de distribucion en diferentes regiones de lo que se esta

analizando, dependiendo de la cantidad del elemento presente.

En un equipo de difractometria de rayos X (Figura 10), por otro lado, nos permite obtener
informacion cristalogréafica del material en un espectro donde se grafica intensidad contra el

angulo 2 6. Esta informacion es complementaria a la obtenida por microscopia electronica.

alta tension

FIGURA 10
Difractémetro de Rayos X
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ESPECTROSCOPIA INFRA-ROJO

Esta técnica tiene su origen en 1800 cuando William Herschel, un astrénomo inglés de
origen aleman, colocd un termoémetro de mercurio en el espectro obtenido por un prisma de
cristal con el fin de medir el calor emitido por cada color: descubrié que el calor era més
fuerte al lado del color rojo del espectro, un lugar donde no habia luz (la regién del infra-
r0jo). John Herschel continué con los trabajos de su padre en el estudio de la estructura y
dindmica de las moléculas empleando como herramientas la absorcidén, emision y/o

dispersién de luz.

El andlisis por espectroscopia de Infra-Rojo estd basado en la deteccion de la energia que se
requiere para alterar los electrones del 4tomo. La eficacia de la espectroscopia se basa en
que cada compuesto tiene un comportamiento Unico frente a un haz de infra-rojo. La
informacion que se registra es a nivel molecular, los cuales se mantienen unidos mediante
energia vibra_cional y otra de tipo rotacional; ésta ultima es menor, asi que solo se registra la
primera. Esto es debido a que las moléculas se encuentran dentro de un campo eléctrico que
es direccional, de arriba hacia abajo en una direccionalidad vertical, y un campo magnético,
que es de izquierda a derecha en direccion horizontal. Si cualquiera de las dos se mueve a
una velocidad répida, presenta una longitud de onda corta (A=corta), pero si el movimiento
es lento tendrd una longitud de onda mayor (A=grande). Otro punto importante es que las

moléculas van a vibrar con una energia caracteristica siempre en la misma frecuencia (v).

El espectro de IR (Esquema 2) tiene una A de 3000 y una v de 10". Este espectro ocurre
Gnicamente para cada movimiento (vibraciones y rotaciones) y estan relacionadas en una
alteraciéon del momento dipolo de la molécula en cuestion, para cada molécula dipolo se
necesita un dipolo permanente. Las moléculas diatdmicas homonucleares, como O,, Hy y

N> son excluidas por no tener un dipolo eléctrico permanente.
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El espectro electromagnético
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Longitud de onda, frecuencia y energia del espectro electromagnético.

Con el anélisis IR se obtienen medidas de longitud de onda, la estructura molecular y el
analisis cuantitativo, mediante el estudio de moléculas diatomicas, separadas de las
poliatdbmicas (Teoria del Espectro Molecular); captando las alteraciones de energia en las
especies ét()micas o moleculares las cuales producen el espectro, esto es:

e Detecta los movimientos vibracionales de los componentes de un enlace quimico
que tiene frecuencias naturales dentro de un rango de frecuencias infrarrojo. Si
partimos del espectro electromagnético, los IR estan entre los 10 a los 14 000 cm™ y
se divide en IR lejano (de 10 a 650 cm™), el IR medio y el mas importante ( de 650
a 4000 cm'l) y el préximo (de 4000 a 12500 cm™).

e Las oscilaciones inducidas por ciertos modos vibracionales pueden provocar que
cuando un haz de radiacion infrarrojo incide sobre la materia, si las frecuencias
estan en resonancia, se produzca un intercambio de energia entre el haz y las
moléculas constituyentes.

e Los tipos atémicos, el entorno quimico y la concentracién de los enlaces presentes

tienen un comportamiento caracteristico (27).

Las posibilidades de captar rapidamente la energia por una molécula son:

e Laenergia del electron Ee
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o Laenergia de vibracion Ev

e Laenergia de rotacion Er

Practicamente todos los compuestos moleculares pueden manifestar una serie de bandas de
absorcién y cada una correspondera con un movimiento de vibracion de un enlace dentro de
una molécula, lo que constituye la huella dactilar del compuesto. Cada una es un estado de
energia y una alteracion en estas origina un espectro especifico. Debido a que estan en
distintas regiones, los cambios de energia se relacionan con la emisién o absorcién de la

radiacion.

En un andlisis de IR (Figura 11), se mide la Intensidad del haz antes de que interaccione
con la muestra (Ip) y después de que interacciond con la misma (I), expresandolo en funcién
de la frecuencia de la luz incidente. Los espectros los podemos obtener de dos formas; con
graficas del % de Transmitancia contra cm™ o graficas del % de Absorbancia contra cm’,
siendo una complementaria de la otra. Asi es como de esta forma se incide la luz IR sobre
la muestra, donde las moléculas captan la energia necesaria desde el menor nivel para pasar
al siguiente nivel ademés de que cada molécula requiere diferente energia y se han
identificado zonas tipicas en IR. Algunas constantes de energia son los O-H (3600), N-H
(3400), C-H (3000), C=N (2250), C=C (2150), C=0 (1715), C=C (1650), C-O (1100).

FIGURA 11
Espectroscopio de radiacion Infra-Rojo.
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CAPITULO III

METODOLOGIA
EXPERIMENTAL

Después de conocer las bases y caracteristicas de las técnicas a utilizar para el estudio
descriptivo de la UED, el siguiente paso es la preparacion de muestras. Hay que seleccionar
la metodologia y las condiciones adecuadas que optimicen los resultados en cada una de las
técnicas. En éste capitulo se describe el desarrollo experimental que se llevé a cabo en cada
analisis, las modificaciones que se hicieron durante el procesamiento de las muestras asi
como los equipos necesarios para cada uno de ellos. La obtencién de Jos dientes es el
mismo en todos los casos, por lo que éste paso es detallado antes de describir la
metodologia empleada (Microscopia Fotdnica [MF], Microscopia Electrénica [ME], Rayos
X [RX], Espectroscopia Infra-Rojo [IR] y Microscopia de Fluorescencia). Es importante
mencionar que en la seccion de Microscopia Electronica (ME) se hace referencia de
algunos antecedentes de MEB y MET que dieron la pauta para modificar la preparacion de
las muestras, haciendo énfasts en la importancia que tiene la fijacién para conservar la
matriz orgdnica. Este paso fue determinante para favorecer los resultados en ésta

investigacidn.

OBTENCION Y CRITERIOS DE SELECCION DE MUESTRAS.

Las piezas dentarias que se utilizaron para este estudio eran en su mayoria terceros molares

incluidos en maxila o mandibula extraidos mediante cirugia (Figura 12). Algunos otros
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fueron extracciones indicadas de premolares, tanto superiores como inferiores, para realizar
tratamientos de ortodoncia. También hubo algunos casos de dientes tanto anteriores como
posteriores que perdieron soporte por enfermedad periodontal y sin posibilidad de
tratamiento. Estas intervenciones se realizaron en la clinica de Cirugia Maxilofacial de la

Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién de la Facultad de Odontologia.

FIGURA 12
Seleccién de dientes, principalmente terceros molares y premolares con extraccion
indicada por tratamiento de ortodoncia, todos sin caries.

La seleccién de los dientes fue sencilla, solo se verificaba que no se presentaran ningun tipo
de caries y que preferentemente no tuvieran alguna fractura coronaria. Primeramente se
procedié a realizar la limpieza del diente con agua destilada, eliminando restos de sangre,

sarro, fibras periodontales y periostio mediante curetas o cepillos dentales.

METODOLOGIA PARA MICROSCOPIA FOTONICA.

Los cortes de los dientes se realizaron en una cortadora modélo “Jean Wirtz”, mediante un
disco de diamante, cuenta con un sistema de lubricacidn y enfriamiento. El espesor del
corte es controlado mediante un tornillo micrométrico, los cuales previamente se incluyeron
en acrilico para facilitar su control al momento de manipularlos. De los cortes obtenidos, se
utilizaron solamente los que tenian presente la UED (Figura 13), ya sea en la region

oclusal, medio o cervical, tanto en sentido longitudinal como en sentido transversal.
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Posteriormente las muestras fueron pulidas a espejo y después grabadas con 4cido fosforico
al 40% vy otras con 4cido nitrico al 5% durante un minuto, para una mejor exposicion de las

estructuras, al final se lavaron con aguna destilada.

FIGURA 13
Imagen de la UED en Microscopia Foténica.
A. La UED con luz reflejada y B. La UED con luz transmitida.

El equipo usado fue un Microscopio Foténico “Zeiss” modelo Axiotech que cuenta con un
sistema fotografico integrado y objetivos de 5, 10, 20, 50 y 100x También se usé un
Microscopio Invertido “Zeiss” modelo Axiovert 25, con objetivos de 10, 20, 50 y 100x con
sistema fotografico (IFUNAM).
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METODOLOGIA PARA FLUORESCENCIA.

Para poder observar la muestra mediante la lampara de fluorescencia, los cortes fueron
histoldgicos, es decir, descalcificaron con 4cido férmico, se fijaron y se incluyeron en cera,
para después obtener cortes micromeétricos y tefiirlos. Se obtuvieron algunas imagenes
(Figura 14) sin embargo, debido al 4cido férmico usado diluyd casi todo el esmalte y por lo

tanto la UED. Esta técuica no proporciono resultados relevantes de la UED.

FIGURA 14
Imagen de un corte histolégico de diente, visto con camara de
Fluorescencia.

Para las preparaciones histologicas se utilizé un Microtomo (Div. de Bstudios de Posgrado
e Investigacién de la Facultad de Odontologia, Depto: Patologia Experimental) y el
Microscopio Optico Leica de MLS con Lampara de Fluorescencia adaptada, obteniendo
imagenes mediante un software Leica IM100V1.20 (Instituto Nacional de Neurologia y

Neurocirugia).
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METODOLOGIA PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Las condiciones que requiere la muestra para estudiarla mediante microscopia electronica
son mas elaboradas. Los dientes también se incluyeron en resina-acrilica, se hicieron los
cortes y fueron pulidos a espejo mediante lijas de diferente grosor de grano (desde 320
hasta 4000) y pafios, Posteriormente se montaron en portamuestras para barrido con plata
liquida, y finalmente se grabaron con 4cido fosférico y recubiertos de carbén para al final
observatlos en Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), como se observa en la Figura
[5.

FIGURA 15
Imdgenes de la UED por Microscopia Electrénica de Barrido
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Los equipos usados fueron: una Cortadora modelo “Jean Wirtz”, con sistema de
enfriamiento, un microtomo para obtener cortes de dimensiones exactas y el disco de
diamante que garantiza un corte fino de la muestra, una Plancha térmica “Thermolyne”, una
Pulidora “Buehler”, modelo Minimer, una Cémara de vacio “Sputter” o Evaporadora y el

Microscopio Electrénico de Barrido Jeol 5200 con resolucién de 3 nm. JFUNAM).

Debido a que por el procesamiento de la muestra se eliminaba el material organico, éste se
modificé de tal forma que empleando la fijacién de la muestra se permitiera conservar el
material orgénico presente en la UED. Por ésta razon, se buscaron métodos para la fijacién

del material, optando por una fijaciéon quimica mediante glutaraldehido.

IMPORTANCIA DE LA FIJACION CON GLUTARALDEHIDO.

Este procedimiento era fundamental en todos los dientes ya que sin la fijacion de la
estructura no se lograba observar esta zona. La fijacién tiene por objetivo estabilizar la
estructura del tejido y alterar lo menos posible su composicién. La fijaciéon puede ser
quimica, mediante aldehidos, o fisica, que se basa principalmente en el congelamiento de la
muestra. En este estudio se llevd a cabo la fijacién quimica basado en que la literatura
reporta que “La fijacion Quimica es el método mas adecuado y el que generalmente se
emplea para la conservacion del material bioldgico, implica el uso de glutaraldehido y/o de
formaldehido, seguidos a veces por un tratamiento de tetraéxido de osmio, llamado
postfijacion ” (28). Las muestras fueron fijadas con glutaraldehido, al 2.5% disuelto en una
solucién acuosa amortiguadora a base de fosfatos, en PBS (Phosphate Buffer Saline) a un
pH que variaba entre 7.3 y 7.4. Este proceso se llevé a cabo en una campana de extraccion.
En si la acci6n de la fijacion estd dada en parte por ¢l aldehido y en parte por el solvente. El
aldehido es el que reacciona con grupos quimicos de los amino4cidos y se une en forma
covalente con las protefnas (la mayoria de las cuales se desnaturalizan y pierden parcial o
totalmente sus funciones). Por lo tanto se anulan las actividades hidroliticas de las

enzimaticas endégenas que podrian alterar las estructuras después de la detencién de los
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procesos vitales. En el caso del diente, al ser extraidos pierden la irrigacién vascular, por
esto es que la fijacién tiene que ser lo mas inmediatamente posible después de la extraccion
y de la limpieza que se le hace al diente. Una ventaja del glutaraldehido es que fija casi al

instante.

Al usar glutaraldehido, como las uniones son covalentes, no se da tan facil la hidrolizacién
como ocurriria con el formaldehido (utilizado para hibridacion in situ de 4cidos nucleicos).
La razoén es que el glutaraldehido es un dialdehido, es decir, tiene dos funciones carbonilo y
por lo tanto se puede combinar con dos lugares de la misma proteina (su cadena es de cinco
atomos de carbono por esta razén es capaz de polimerizarse, permitiendo que los carboxilos
de sus dos extremos reaccionen con aminodcidos situados a diferentes distancias,
produciéndose entonces una gran cantidad de uniones covalentes, mejorando la
conservacion de la estructura, a diferencia del formaldehido que tiene un solo atomo de
carbono, con una sola funcién carbonilo). Una vez estabilizado el material organico a
estudiar, la muestra podia ser ya procesada, para después observar la UED. Después de fijar
la muestra, encapsularla en acrilico, realizar el corte, ¢l pulido y el montado de la muestra,
se hizo un ataque con acido nitrico a diferentes intervalos de tiempo: 2, 5, 10, 15 y 25
minutos. Ademds como se requiere en microscopia electronica, la muestra no debe emitir
vapores y tiene que ser conductora por lo que se evapora una pelicula delgada de algun

material conductor. En este caso se recubri6 con una capa fina de oro (Figura 16).

R

= AN
FIGURA 16
Union Esmalte-Dentina en MEB después de fijar la muestra.
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Tomando como base la metodologia antes descrita, se llevaron a cabo algunas variantes o
modificaciones en la técnica de procesamiento de muestras, las cuales se describen a

continuacidn:

-En un tercer molar se realizaron cortes pequeiios en la superficie del esmalte, y con pinzas
se separd mecanicamente el esmalte tratando de dejar la dentina expuesta. Asi se observo la

UED, con una zona de esmalte como referencia de los tejidos (Figura 17).

Exposicién de la UED por separacion mecdnica del esmalte dejando una referencia del
mismo, visto en MEB.

-Para obtener visible la zona de la UED, otra metodologia fue desgastar el esmalte con
acido nitrico al 5%. Para determinar éste proceso se tuvieron que hacer diferentes pruebas
con intervalos de tiempo diferentes. El tiempo méximo fue de 48 horas observando casi la
destruccion total del 6rgano dentario. A 36 horas habia eliminacién del esmalte pero al

observarlo en el microscopio la zona de la unién también habfa desaparecido, solo quedaba

la dentina (Figura 18).
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FIGURA 18
Imagen del desgaste por dcido nitrico en MEB, donde se observa iambién la
eliminacién de la UED. Solo queda dentina.

-El tiempo en que se logro ver la zona de la UED fue entre 24 y 30 horas (Figura 19). Asi
es como se procesaron diferentes muestras dejando los dientes en acido nitrico, después de
las 24 horas se elevaba el diente aproximadamente 1.5mm. del nivel a donde llegaba el
acido, por lo que el tercio cervical ya no se seguiria desgastando. El ataque continuaba en el
tercio medio y oclusal por otras 3 horas y se volvia a elevar el diente 1.5mm. Esto dejaba

también libre el tercio medio. El desgaste por 30 horas solo se observé en la zona oclusal.

FIGURA 19
Desgaste del diente con dcido nitrico, a diferentes intervalos de tiempo para
el tercio oclusal, medio y cervical; visto en MEB
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-Otro método que se probo para remover el esmalte fue hacer un corte en el esmalte hasta la
UED vy dejar los dientes durante siete dias en 4cido fosforico al 40% y en &cido nitrico a
una concentracién menor a la que se habia utilizado regularmente, es decir de 2.5%. Al
observarlos en MEB, el diente atacado con acido fosférico habia removido mucho tejido
(Figura 20), eliminando la UED y dejando expuestos los tibulos dentinarios. El diente en

acido nitrico formé cristales sobre la superficie que se habia ranurado como referencia.

(Figura 21).

Spu B3B3

FIGURA 20
Muestra desgastada con dcido fosférico, vista en M. Electrénica de Barrido.
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FIGURA 21
Imdgenes de la muestra desgastada con dcido nitrico al 2.5% por siete dias, vista en MEB.

Al observar las muestras proccéadas, como resultado de la metodologia antes mencionada,
no se obtuvo informacion acerca de la UED. Esto es porque el diente se dejé por mucho
tiempo en los acidos (nitrico y fosférico) que, aunque se decrecid la concentracién de los
mismos, desmineralizaron el esmalte y eliminaron el material orgénico de la UED. Esta
metodologia no fue wtil, para el objetivo perseguido, por lo que no forma parte de los

resultados, sino exclusivamente de las metodologias que se experimentaron.

La Microscopia Electronica de Barrido proporciona muchas ventajas ya que ademas de las
iméagenes, se obtiene el apdlisis por EDS. Esto permite conocer los elementos que se
encuentran presentes y la distribucién de los mismos en la muestra por medio de los

mapeos quimicos.
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METODOLOGIA PARA RX Y ESPECTROSCOPIA IR.

Para utilizar éstas dos técnicas las muestras se prepararon de la misma forma. Era necesario
obtener polvo de la zona de la UED, por lo que primero se tenfan que hacer pequefias
ranuras gufas sobre la corona del diente, abarcando unicamente el esmalte, y después
separarlos mecanicamente, con el objetivo de que quedara expuesta la zona de la UED y
rasparla de la superficie de ambos tejidos. Esta fue una técnica que no en todos los casos
resultd, por la dificultad de que se separaran exactamente en la unién. Después de obtener
el polvo en cantidad considerable de dientes, era tamizado. Para tener puntos de

comparacidn se realizd lo mismo con dentina y del esmalte por separado (Espectro 1y 2).
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ESPECTRO 1
Espectros de rayos X donde se identifican que tanto el esmalte (E) como la
dentina (D) tienen hidroxiapatita como base inorgdnica
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ESPECTRO 2
Imagen de espectros de absorbancia, obtenidos por Infra-Rojo de
tejidos como condilo y alveolo, solo como referencia.

El Equipo de Rayos X utilizado de marca Bruler IFUNAM) y el equipo de Espectroscopia
Infra-Rojo que se empled es modelo Nicolet FT-IR 710 (COMEX).
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CAPITULO 1V
RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados que proporcionan los elementos para resolver
el objetivo de esta investigacién. Se muestran, entonces, un conjunto de resultados que
permiten integrar nuevos elementos para completar més argumentos sobre la UED y la
estructura altamente organizada que presenta. Como se reporté anteriormente, en la
preparacién de la muestra se puso gran atencién en conservar el material organico que

conforma ésta unién.

Uno de los primeros resultados se muestra en la Figura 22. En éste caso la preparacion de
la muestra no fue la ideal, la fijacion del material no se observé uniforme y también esta
alterado por la disolucidn del material inorganico que se realizé con 4cido nitrico antes de
fijarlo. Sin embargo, esto representd un buen principio porque si se observd la UED
(Figura 22A), solo que se mostré de forma irregular. Ademas se aprecié del lado de la
dentina una zona rugosa que marca los tibulos dentinarios y del lado del esmalte se
identifican los prismas. En la Figura 22B (amplificacién de la figura anterior) se observo
mas detallada la UED; mientras que en la 22C se alcanzan a identificar algunos cristales
del esmalte, que se observan como contraste de la superficie y que son los cristales que
conforman los prismas. Aqui se ilustra también lo que se ha reportado como festoneado
en la “unién”, dado por proyecciones que emergen de la dentina hacia el esmalte. Esto
fue una observacion general, en todas las muestras de la UED. Finalmente en la Figura
22D se mostré con mayor amplificacion el contacto que tiene el esmalte con la dentina,
mediante otro material. Porque no es un contacto directo, sino que estd dado por la
presencia de prolongaciones organicas, y que se indica con una flecha. Todo esto nos
indic6 la necesidad de modificar la técnica para obtener mas informacién sobre la

estructura de la UED en las siguientes muestras.
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FIGURA 22

Imagen de MEB de la UED con una muestra procesada con dcido nitrico al 5% antes de

ser fijada. En A, se observa la caracteristica festoneada de la UED. En B y C se ven con

detalle algunas zonas de la UED (ver texto). En D se muestra una prolongacion que une
a los dos tejidos, aunque entre ellos no exista contacto directo.

Se trabajaron simultaineamente preparaciones histoldgicas. Los resultados obtenidos de
esas muestras para ser vistas en un microscopio fotonico con lampara de fluorescencia se
presentan en la Figura 23. En estas primeras iméagenes se observa la superficie de la
dentina. Sin embargo, en la Figura 23A no hay presencia del esmalte debido a que el
diente es desmineralizado con acido féormico. Como se muestra en la Figura 23B también
hay ausencia total de la UED. Lo que si es posible determinar es el perfil de la superficie,

que es irregular y el recorrido que llevan los tibulos dentinarios.

En la Figura 24 ademas de observar la dentina y su unidad estructural que, son los
tabulos dentinarios, se evit6 la desmineralizacion total del esmalte y se logra observar la
presencia del esmalte, tanto en la Figura 24A como en la 24B. La UED se observa

festoneada como ha sido reportada en diferentes ocasiones en la literatura.
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FIGURA 23
Imdgenes de fluorescencia de la zona cercana a la UED. Debido al procesamiento de la
muestra (corte histologico), en éste caso solo se observan los tubulos dentinarios. El
esmalte y la UED fueron disueltos por completo.

Las ultimas imagenes obtenidos mediante ésta técnica se presentan en la Figura 25A, en
las que finalmente se logré observar el espesor de la UED, y con mas claridad en la
Figura 25B determinando presencia de material en la zona de unién y contacto con el

esmalte. Sin embargo, es necesario mencionar que éstos resultados tienen ciertas
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limitaciones debido a que aunque si es posible observar la UED no se obtiene
informacién mayor acerca de la estructura de la UED, como en el caso de la Microscopia
Electrénica de Barrido. Por lo tanto, para continuar con el trabajo de tesis se utilizo

principalmente MEB.

FIGURA 24
Imagenes de fluorescencia de la UED. En este caso se observa la dentina (trayectoria

tubular), se aprecia el esmalte y el borde de la UED proximo a la dentina.
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FIGURA 25
Imagenes de fluorescencia de la UED. Ahora si se observan los dos tejidos. Sin embargo.,
no contienen informacion que permita comentar algo sobre la estructura.

El interés por observar con mas detalles la zona de contacto tanto de la dentina y sus
unidades estructurales, que son los tibulos dentinarios, como del esmalte y los

caracteristicos prismas, resultd de la Figura 26. En esa muestra se puso especial atencion
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en la estructura del esmalte con el fin de identificar de forma m4s clara el como se
insertan cada una de esas proyecciones que emergen de la dentina (Ver también Figura
24) y se incrustan en la zona del esmalte. Aqui se observaron también las dimensiones de
los prismas respecto a las escalas obtenidas en el MEB, y se pueden comparar con las
dimensiones que tiene cada una de las concavidades que dan lugar a la forma festoneada
de la UED. Es facil determinar que las dimensiones entre las terminaciones que emerge
de la dentina no coinciden con los extremos de esa concavidad y con el espacio
interprismatico de cada prisma, sino que abarca varios de €stos. Esto es posible
observarlo en la Figura 26A y 26B. En ésta ultima, la barra de la escala representa 10 um.
En la Figura 26C y 26D se aprecia que parte del material inorgénico ha sido diluido,

exponiendo la forma de ojo de cerradura de los prismas. Ademas de que la vaina, que es

la parte que cubre los prismas, aparece como una protuberancia, como se sefiala en la

26D con una flecha.

My DB

FIGURA 26
Imdgenes de MEB de la UED con un procesamiento de la muestra mediante dcido nitrico
¥ la fijacién previa con glutaraldehido. Obsérvese el ataque preferencial que se ha dado
a los prismas del esmalte y que dio como resultado la eliminacion de material inorganico
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Este resultado indica que el procesamiento experimental de la preparacién de la muestra
va siendo cada vez mas favorable porque los componentes orgénicos estan visibles en

¢sta muestra mientras que parte del componente inorgédnico ha sido diluido.

Una vez que se observd el esmalte, lo que corresponde ahora es ver la superficie de
contacto de la dentina, que al parecer es la que determina en mayor parte la estructura que
tiene la UED. Ahora la muestra, a la que se le hizo un corte en la superficie del esmalte,
estuvo sumergida por unas horas en 4cido nitrico, logrando que se separara una pequefia
porcion del esmalte, y permitiendo visualizar lo que es la zona de contacto entre los dos
tejidos. Esto se observa en la Figura 27. En 27A solo se muestra la zona en donde se hizo
el corte, y en la 27B ya se aprecia la porcién de esmalte que se desprendié. Entonces en la
Figura 27C se muestra una amplificacién y estd presente lo que seria la UED,
caracterizada por protuberancias o extensiones de material organico. Una mayor
amplificacion se muestra en la Figura 27D. Esto se puede traducir en que la UED es mas
visible sobre la superficie de la dentina que en el esmalte debido a que esas extensiones
que estan presentes son de origen orgénico. Por lo contrario, si su base estuviera en el
esmalte (que tiene mayor contenido de material inorgéanico), al momento de separarse los
tejidos, permanecerian del lado de éste. Pero la zona de contacto del esmalte sélo se
aprecia rugosa. Una vez obtenido éste resultado, ahora es necesario saber si ésta red de
material organico se presenta en toda la superficie del diente, porque las observaciones

anteriores solo fueron en la zona oclusal.

Con esta aportacion acerca de la conformacion de la UED, observada en la superficie
oclusal, el siguiente paso es identificar si esa misma estructura organica estd presente en
toda la interfase esmalte-dentina. Por lo tanto se prepar6 la siguiente muestra con un
método que permitiera la separacion ya no solo de una porcion del esmalte, sino de toda
la corona. Asi, después de la fijacién de la muestra se realizaron cortes guias en el
esmalte hasta la UED y se desprendié mecanicamente con unas pinzas dejando solo una
pequefia porcién de esmalte para tenerlo como referencia de los tejidos a observar. Las
iméagenes se presentan en la Figura 28, en donde ciertamente es la superficie de la dentina
con una textura que aparenta una red. En la Figura 28 A se muestra parte del diente sin
esmalte y otra en la que se dejo el esmalte. En ¢l incluso se alcanza a ver el contraste
dado por los prismas y también se observa la exposicion de la dentina que contacta con el
esmalte, unidos por medio de esa red de UED que de alguna manera los mantiene unidos,

abarcando toda la corona del diente. Para conocer més acerca de la estructura de esta red
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en la Figura 28B se presenta una amplificacion de la misma zona (cerca de la region
cervical). Sin embargo no se alcanza a distinguir si ésta red presenta las extensiones que
sobresalfan de la superficie dentinaria como se mostraba en la figura anterior. Esto
explica que esas prolongaciones tienen mayor altura en ta superficie oclusal que en la
cervical; lo que se traduce que estan dadas por la fisiologia natural del diente, es decir,
que en la superficie oclusal que es la zona donde las fuerzas de masticaciéon son muy
fuertes, también es la zona que requiere més estabilidad. Ademas esas “concavidades”
parecen ser de mayor area entre cada reticula. Esto también se ve influido por el grosor
del esmalte, que en la region cervical es mas delgado que en cualquier otra zona de la

corona del diente.

Imagen de MEB donde se aprecia la zona de contacto de parte de la dentina (B). Se
observan aqui protuberancias o extensiones que presenta el material orgdnico.
En (D) se muestra una mayor amplificacion de (C).
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FIGURA 28
Imagen de MEB de la UED en la zona de contacto con la dentina. En este caso la
muestra fue procesada después de la fijacion mediante cortes en la superficie del esmalte
hasta la UED y separado mecdnicamente dejando una porcion de esmalte.
Obsérvese el arreglo reticular del material organico.

Con la preparacion de las muestras siguiendo la misma metodologia que se llev6 a cabo
en los resultados de la Figura 28, se obtienen los resultados que se muestran en la Figura
294, pero en ésta ocasion se observo la superficie oclusal con la finalidad de corroborar
si en ésta zona, que serfa la zona de trabajo principalmente, las terminaciones que
emergen de la dentina son extensiones mas significativas que las que se observaron en

cervical. En la Figura 29A se observa el mismo arreglo reticular que en la Figura 28, pero
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a mayor amplificacion en el caso de las Figuras 29B y 29C. Se puede apreciar aqui que el
entrecruzado reticular es més pequefio. Ademas, las extensiones de material orgénico o
prolongaciones presentan una altura considerablemente mayor que las vistas en la region
cervical. Estas prolongaciones que emergen de la dentina, conforman la UED y se
organizan de tal forma que se introducen en ciertas zonas interprismaticas del esmalte. La
estructura reticular, se observa en oclusal de mayor altura y mds estrecha, esto se debe a
que el diente requiere estabilidad y el soporte en el drea donde se lleva a cabo la
masticacién sin que los tejidos se separen o se dafien. Aunque la unidén pareceria ser
uniforme en toda la corona del diente, en el tercio cervical existe la unidén pero con

variaciones morfolégicas dependientes de la funcion.
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FIGURA 29
Imagen de MEB de la UED viendo la superficie de la dentina que contacta con el esmalte
en la zona oclusal. El arreglo reticular del material orgdnico y las dimensiones varian
con respeclo a la zona cervical (ver la figura anterior).

Continuando con el estudio de la estructura orgdnica de la UED, las imagenes mostradas
en la Figura 30 presentan con mayor detalle la forma y dimensiones de la estructura que
asemeja una red. En este caso, ademas de ver la forma en que se organizan esas

€xtensiones que emergen de la dentina, se hicieron mediciones de la altura que tienen en
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oclusal, y estas corresponden al rango de los 10 y 17 um. Esta estructura reticular es,
entonces, lo que esté produciendo la unién del esmalte y la dentina, y se ha organizado de
acuerdo a las caracteristicas fisicas que tiene cada tejido, adaptandose a las estructuras de

tal forma que no se separen.

==
S R

FIGURA 30
Imagen de MEB de la estructura orgdnica reticular de la UED. Obsérvese en este caso
las dimensiones de la red orgdnica que se presenta.

En la Figura 31 se muestra y demuestra que ciertamente esas extensiones de material

organico son propiamente la UED y que su conformacién es la ideal para mantener la

unién de dos tejidos distintos. Esto implica que también las caracteristicas de las

59



Unién Esmalte-Dentina Ivet Gil-Chavarria

superficies de contacto tanto del esmalte como de la dentina tienen gran funcionalidad.
Esto es, las prolongaciones que se han descrito, forman un arreglo reticular y en el centro
de cada una de las reticulas existen areas en las que pareceria que ahi no hay ningin
material de unidn. Sin embargo, como se muestra en la Figura 31B, en la que se hace un
acercamiento del centro de la concavidad de la red, se observa ausencia del material que
hasta ahora se ha identificado. Pero las caracteristicas de ésta superficie de alguna manera
también contribuyen y son parte importante en ésta union. Esto se deduce de la rugosidad
que presenta ésta superficie. Lo mismo se observa del lado del esmalte. Si éstas fueran
superficies lisas, entonces no existiria un mecanismo completo de unién que se registra

en ésta zona.

Imagen de MEB de la superficie de contacto de la UED sobre la dentina.
Nétese la rugosidad de la zona.
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Una vez que se tiene conocimiento de la estructura orgénica de la UED, el siguiente paso
es conocer su composicion quimica. Para esto fueron analizadas las zonas de contacto de
la UED por microanalisis de rayos X caracteristicos (EDS) en MEB vy los resultados se
presentan en la Figura 32. El andlisis de EDS se hizo del area que se muestra en la Figura
32A, y los resultados se exponen en el espectro de la Figura 32B (Esquema 3). La
composicién quimica corresponde principalmente a carbono (C), oxigeno (O) y nitrégeno
(N), ademas de calcio (Ca) y un pico de oro (Au). Este tltimo elemento esté presente por
el recubrimiento que se le realiz6 a la muestra, como ya se describio en la metodologia,
con el objetivo de que sea conductora. El porcentaje de la composicién quimica, tanto en
peso atdmico como en peso molecular, se presenta en la tabla de la Figura 32C. Aqui se
observa que el porcentaje mayor corresponde a carbén en un 41.36%, el oxigeno en un
30.13%, y el nitrégeno en un 16.23%. Estos son los componentes principales de
materiales organicos. Por lo tanto, éstos resultados confirman que esas protuberancias
que se han estado observando en las imé4genes anteriores si corresponden a material
organico, que permanece entre dos tejidos inorganicos con la finalidad de mantenerlos en

contacto. Esto es lo que conforma a la UED principalmente.

En la Figura 33 se presenta igual que en los resultados de la Figura 32, un andlisis EDS
del drea de la UED. La diferencia en este caso radica en que en esta muestra no se hizo el
recubrimiento de oro con la finalidad de observar si es que la pelicula conductora
estuviera interfiriendo con algin elemento y modificara los resultados del estudio
quimico. Esto fue visto en un MEB de Bajo Vacio, que mediante electrones
retrodispersados permite la observacion de muestras sin recubrimiento. El resto del
proceso de la preparacién de la muestra fue el mismo y se hizo el analisis quimico del
area que se muestra en la Figura 33A. El espectro de EDS resultante es el que esta en la
Figura 33B (Esquema 4). Los resultados que se obtuvieron son similares al anterior. Se
observaron picos de los elementos carbono (C), oxigeno (O) y nitrégeno (N); ademas de
sodio (Na), magnesio (Mg), aluminio (Al), silicio (Si), fosforo (P), cloro (Cl) y calcio
(Ca). El calcio y el fésforo estan presentes porque, como ya se menciond durante las
caracteristicas de la dentina, éste tejido presenta una base inorganica que corresponde a
hidroxiapatita. Al observar el porcentaje atémico de la Figura 33C es importante destacar
que principalmente se registran las concentraciones de carbono (C) y oxigeno (O). Una
vez mas, son los que tienen mayor concentracién en esta zona ya que son los

caracteristicos del material orgénico.
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ESPECTRO 3

Element k-ratio ZAF Atom X Element
{calc,) Wt % C

C-K 0,0926 3,212 41,36 16.88
0 -K 0,0296 5,937 30,13 16.39
Al-K 0,0024 1,604 0.43 0,39
Si-K 0,0075 1,310 1.03 0.88
K -K 0,0015 1,374 0.15 0.21
Ca-K 0,0284 1,260 2,63 3.58
Au-L 0,4007 1,344 8,04 53,85
N -K 0,0133 5,817 16,23 7,73
Total 100,00 100,00

FIGURA 32
Andlisis de EDS (B) del area mostrada en la imagen de MEB de la estructura orgdnica
en (A). El porcentaje de cada elemento en el espectro se presenta en la tabla (C) tanto
en porcentaje atémico, como en porcentaje en peso. Superficie recubierta con una
pelicula delgada de oro (Au) para su observacion por MEB.
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ESPECTRO 4
Element k-ratio ZRF Atom % Element
{calc,) Wt 2

C-K 01870 2,116 47,61 38,57 c
0 -K 0.0777 5,730 40,21 44,52
Na-K 0,0000 2,954 0.00 0,01
Hg-K 0,0028 2,080 0,34 0,58
R1~-K 0,0043 1,693 0.39 0,73
Si-K 0,0033 1,420 0,24 0,47
CI1-K 0,0043 1,219 0,21 0,52
Ca-K 0.0242 1,143 1,00 2,76
R -K 0,0121 7,715 9,67 9,47
P -K 0,0000 1,321 0,00 0,00
Total 100,00 100,00

FIGURA 33
Analisis de EDS (B) del drea mostrada en la imagen de MEB de la estructura organica
en (4). El porcentaje de cada elemento mostrado en (B) se presenta en la tabla (C), tanto
en porcentaje atémico como en peso. Esta superficie no presenta cubierta de Au como en
el caso de la Figura 32.
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Para corroborar los resultados de EDS obtenidos se hizo un mapeo quimico mediante el
cual se va a identificar la distribucion de cada elemento sobre ia superficie de la zona de
contacto de la UED. Esto se muestra en la Figura 34, en donde se identifican las areas en
las que estdn presentes el carbono (C), oxigeno (O), nitrégeno (N), calcio (Ca), fosforo
(P) y potasio (K). En caso del carbono, éste proviene principalmente de las zonas que

conforman la red, lo mismo ocurre con el oxigeno.

Se ha sefialado con una flecha una de las zonas donde estdn algunas de las extensiones
de la estructura organica y se observan asi de una forma mas clara los elementos que la
conforman. El fésforo y calcio estdn sobre la superficie dentinaria, mientras que el
potasio se observa con una distribucién uniforme aunque es muy pobre la seiial, por lo

que no seria una contribucién importante.

Un detalle que se muestra en la imagen de electrones secundarios es que se puede
observar restos de esmalte, que pudieron haberse quedado unidas durante la separacion
del esmalte ya que se hizo mecénicamente. Estos restos de polvo muestran mayor
concentracion de calcio (Ca), fésforo (P) y oxigeno (O). El polvo se ha marcado también
con una flecha. Esto confirma una vez mas que el material de unidn es principalmente

orgénico a diferencia del esmalte y la dentina.

Se realizaron otros mapeos de diferentes zonas de la UED y de otros dientes. Como se
muestra en la Figura 35, de la misma forma que los resultados anteriores, se corrobora la
presencia del carbono (C), oxigeno (O) y nitrégeno (N), componentes del material
organico que constituye la union entre esmalte y dentina. También en éste caso se
identificé sodio (Na) y magnesio (Mg), en la cual se observan las extensiones que
emergen de la dentina y que los elementos que estan presentes en estas estructuras
constituyen una matriz organica, aunque el sodio (Na) y el magnesio (Mg) presentan
siempre una distribucion uniforme. También esta el calcio (Ca), que a diferencia del
sodio y el magnesio, se concentra en algunas zonas facilmente localizables debido a la

presencia de las particulas de esmalte que permanecieron en la muestra.
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FIGURA 34

Mapeo quimico de los elementos registrados en los andlisis mostrados en las Figuras 32

y 33. Ademas de mostrar la imagen de MEB de electrones secundarios. se muestran los

mapeos para C, Ca, O, P, y K de la zona. Nétese la presencia de particulas de polvo de
esmallte.
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FIGURA 35

Mapeo quimico por EDS de los elementos C, N, O, Ca, P, Na y Mg de la estructura de la
zona de contacto mostrada en la imagen de MEB. Notese el polvo de esmalte en éstas
imagenes (claramente identificado en el mapeo del Ca).
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Continuando con el analisis estructural y quimico de la UED, en la Figura 36 se muestran
imagenes de las prolongaciones que constituyen dicha unién y el espectro del analisis
quimico que se le hizo a ésta zona. Su composicién principal fue carbono (C), oxigeno
(0) y nitrégeno (N), y como en ésta ocasion la muestra también fue recubierta para poder

analizarla en MEB, se observa entonces la sefial del oro.

Esa red de material orgdnico que se observa en la UED es la que permite que se
mantengan unidos el esmalte y la dentina, esto gracias a las propiedades quimicas y
estructurales que ya se identificaron. Sin embargo, esa unién también se da por la forma
en que se organiza, de tal forma que también las prolongaciones, con origen en la dentina,
sean prolongaciones odontoblasticas y lleguen hasta incrustarse en los espacios
interprismaticos del esmalte. Asi que también funcionan como una retencién, o anclaje
mecdnico adicional que le da la estabilidad que se requiere al ejercer fuerzas
masticatorias. Si no tuviera esta arquitectura en la cual participaron todos estos elementos
de la red del material orgénico y Jos dos tejidos entre los que estd presente, se separarian

facilmente.

Otfro punto importante es que esa matriz orglnica, también presenta fibras que le
confieren un mayor soporte mecdnico entre esmalte y dentina completando de mejor
manera la estructura de la UED. La red orgénica que conforma toda la zona de la UED

presenta dimensiones variables, es decir, la estructura esta dada respecto a la funcion.

Observandose en resultados previos que las prolongaciones de la red organica son mas
altas y la reticula es més estrecha en oclusal que en cervical. Lo mismo sucede con las
fibras presentes. Esto es porque ademas de la retencion, tienen la funcién de amortiguar
las fuerzas, lo que da un efecto biomecénico que consiste en dispersar las cargas
oclusales, para evitar la fractura del esmalte y, sobre todo, que pasen las cargas
directamente a la dentina. Para poder observar dichas fibras, se prepararon también
muestras de polvo de la zona de la UED, que l6gicamente contenfan cristales del esmalte

y dentina, pero también habia fibras.
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ESPECTRO 5

Element k-ratio ZAF  Atom Z Element

(cale,? Wt %
C-K 0.2367 1.B83 52,25 44.12 c
0-K 0.0747 5,924 33.37 44,28
Ca-k  0,0372 1.143 1,51 4,25
Si-k  0.0013 1.375 0,03 0,18
S-K 0,003 1,198 0,18 0,41
P-K 0,0038 1,29 0,23 0.43
N-k 0,0072 B,67%6 6,28 6.28
Total 100,00 100,00

FIGURA 36
Imagen de MEB de fibras observadas en la UED en la zona oclusal de un premolar (4).
El andlisis de EDS indica que estan formados por material orgdnico (B). La tabla en(C)
de la concentracion en porcentaje en peso, como en porcentaje atdomico de los elementos.
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En la Figura 37 se puede observar la red de aspecto fibrilar en la zona de contacto sobre
la superficie dentinaria. En éste caso, la muestra se desgastd con acido nitrico a diferentes
intervalos de tiempo desmineralizando ligeramente el esmalte en cervical, determinando
asi un desgaste gradual y el tiempo en que veriamos la zona de la UED. Las
observaciones de la zona de contacto fueron del tercio medio. En el tercio oclusal se
desmineralizé todo el esmalte e incluso parte de la dentina. También se hizo el analisis

quimico y nuevamente se obtuvieron resultados que indicaban que se trata de material

organico.

.‘-—'-. f

FIGURA 37
Imagenes de MEB de la red orgénica estructural de la UED, se observa un aspecto
Jibrilar. Estas imdgenes corresponden al tercio medio del diente.

La Figura 38, es una imagen de MEB de la UED (38A) y su correspondiente espectro
EDS de la zona (38B o Espectro 6). Ademas del porcentaje atdmico mostrado en la tabla
de composicién quimica 38C, una vez mas se demuestra que los principales
contribuyentes son el C, O y N. Estos resultados (al igual que en todos los casos

anteriores) se corroboré que la UED estructural y quimicamente es material organico.

69



Union Esmalte-Dentina Ivet Gil-Chavarria

HKZ. BE6e 180w |

w000 Ay

TFSEGA

x ta

ESPECTRO 6

Element k-ratio ZAF  Atom ¥ Element
{cale,) Wt % c

C -K 0.0436 3,291 43,35 14,34
0 -K 0.0161 5,508 20,15 8.88
Al-K 0.0015 1,571 0.31 0.23
Si-K 0,0022 1,277 0,37 0.28
K -K 0.0000 1,394 0,00 0.00
Ca-K 0,0153 1,269 1,75 1.94
Au-L 0,923 1,297 12,14 65.B7
N -K 0,0154 5,511 21,93 8.46
Total 100,00 100,00

FIGURA 38
Andlisis quimico por EDS de la red que se observa en la Figura 384. Esta muestra fue
recubierta con oro para su observacién por EDS, de ahi la presencia del pico de Au en el
espectro. Las concentraciones de C y O muestran que se trata de material organico.

En la Figura 39 se muestran imagenes de MEB del polvo obtenido de la UED. Las
particulas de polvo son los granos que se observan de forma irregular, esto es porque la
muestra no fue tamizada. En las imdgenes de mayor amplificacion se alcanzan a observar

una especie de fibras. Se realiz6 el analisis quimico y se muestran sus espectros de EDS
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en la Figura 39. En ésta figura se presenta el anélisis por EDS del polvo y de lo que
parece ser material fibrilar que podria ser material de la UED, con fines comparativos.
Los resultados del EDS del polvo corresponde a calcio (Ca) y fésforo (P) principalmente.
Esto es 16gico porque la base inorganica del esmalte y la dentina es hidroxiapatita. Los
picos pequefios de carbon (C) y oxigeno (O) resultan porque el anélisis EDS incluye
residuos cristalinos de parte del esmalte y la dentina. En el espectro de EDS de la figura
B, ademés de Ca y P, predominan otros elementos como C y O, lo que indica que es

material orgénico conformando la UED.

Con la idea de obtener una mayor informacion sobre el material se obtuvieron espectros
de Infra-Rojo. Mediante el andlisis de polvo del esmalte, la UED y la dentina. Estos se

muestran de forma conjunta en los Espectros 9.

Asi mediante espectroscopia infra-roja se estudiaron los dos tejidos que se involucran
en la UED, asi como la UED propiamente. Al comparar los resultados que se muestran
en los Espectros 9 con el de coldgena pura y fosfato de calcio que se muestran en la

imagen de los Espectros 10, se pueden establecer caracteristicas comunes.

La aparicién de bandas en 1090, 1052, 963, 602 y 572 cm™ son tipicos del radical
fosfato. Asimismo se observan las bandas de OH estructural a 3571 y 572 cm™. Es
cierto que los resultados mostrados en el Espectro 10 fueron obtenidos por absorbancia
mientras que los del Espectro 9 se obtuvieron por transmitancia. Las sefiales son las
mismas pero invertidas, por lo tanto se pueden comparar. El resultado es que ambas
seflales coinciden. Las bandas entre 1400 y 1500 cm™ son provenientes de los
carbonatos. En el caso del intervalo comprendido entre 1700 y 3000 cm ' los
materiales organicos presentan la contribucion dominante de la col4gena. Esto establece
efectos en sus miltiples propiedades. Por lo tanto, los tres tejidos presentan los mismos
componentes, pero en diferente concentracion. Los tres presentan las bandas que
corresponden a la base inorganica (hidroxiapatita). Respecto a la banda de los OH que
pueden ser de agua y de la proteina coldgena es mayor en dentina, estd presente

también en la UED y muy pequefia en el esmalte tal y como se esperaba.
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s 7 A \dnsd U
ESPECTRO 7 ESPECTRO 8
Element k-ratio ZAF  Atom ¥ Element
Element k-ratio  ZAF  Atom Z Element (cale.) We £
(calc.) Wt % Al-k  0,0063 1,459 1,38 1,01
C -K 0,0272 4,406 22,20 12,00 5i-K 0.0058 1,218 0,93 0.71
a-kK 0,0384 8,213 43,85 31,58 P-K 0,217 1.154 30,06 25,15
Mg-K  0,0021 2,003 0,38 0.41 K-K 0,003 1,002 0,32 0,34
P =K 0.1265 1,228 11,15 15,54 Ca-K 0.6774 1,066 66.67 72.18
Ca-K  0,3670 1,103 22,43 40,46 Cl-K  0.0051 1,203 0.64 0.1
Total 100,00 100,00 Total 100,00 100,00
FIGURA 39

Andlisis de EDS del polvo de la UED en general (4) y de una de las fibras observadas
(B). Los picos de Py Ca provienen del esmalte y la dentina, mientras que Cy O en su
mayoria provienen del material orgénico que constituye a la fibra.
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ESPECTROS 9

Espectros de transmitancia en Infra-Rojo del Esmalte, Dentina y UED demostrando que
tienen los mismos componentes, pero en diferentes concentraciones.
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ESPECTROS 10

Espectros de absorbancia en Infra-

Rojo de la coldgena y del fosfato de calcio

tribdsico, que de forma invertida corresponden a espectros de transmitancia. Con la
finalidad de identificar si se encuentran presentes en la composicién de la UED.

Finalmente con

los resultados obtenidos mediante

las diferentes técnicas de

observacion y analisis, podemos identificar la estructura que tiene la UED, las

caracteristicas no solo fisicas, sino ta

mbién su composicion quimica, que de forma

conjunta le confieren propiedades especificas y adecuadas para llevar a cabo la

fisiologia del diente.
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Todos los datos obtenidos nos permiten esquematizar la forma en que se organiza el

material orgnico de la UED con los tejidos inorganicos que est4 uniendo UED:

off 2z

Odonichlastos

Extenciones
oGamicas

Superficie de comacto deming enfa VED

del esmalte conla
VED

o ‘IH.

Matenial inorganico L, Material
oganico

ESQUEMA 3

Esquema que representa la organizacion de la UED.

1) La UED caracterizada con una linea festoneada entre esmalte y dentina. 2) Esquema
de cortes transversales del esmalte, en donde se observan los prismas y los espacios
interprismaticos y de la dentina que se forma por tubulos dentinarios que dentro alojan
las prolongaciones odontobldsticas. 3) Superficies de contacto de los dos tejidos. 4)
Arreglo de las prolongaciones que forman la red y se insertan en espacios
interprismdticos de un conjunto de prismas.
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La UED, es resultado de la mineralizacién del esmalte y la dentina; por lo tanto es un
material organico que contiene algunos residuos proteicos, como coldgena. Se organiza
sobre la superficie de la dentina y llega hasta los espacios interprismaticos, abarcando

un bloque de prismas, tal y como se muestra en el esquema 4.

v Stio de aghesion
\J del esmate
_._—_\-.\
b -

2 Bosquefp de un dloque de 12 =
esnuCing organica (e

adhiere & esmatte en la VED /)7;

(] At
b

-
YTy

£} material organico
que fo forma son fbras
coagencs 10 ¢

oy

Esteciura de la VED

ESQUEMA 4

Esquema de la estructura y organizacion de la UED entre los tejidos inorganicos.
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CAPITULO V
DISCUSION

El estudio de la UED, como se ha mencionado anteriormente, involucra procesos
biolégicos y el funcionamiento coordinado de una serie de eventos que permiten el
desarrollo del esmalte y dentina. Desde el inicio de la odontogénesis, los ameloblastos y los
odontoblastos presentan interacciones celulares epitelio-mesenquimatosas estableciendo
una relacién estrecha mediante elementos fibrilares que, al finalizar la mineralizacion

generan y dan lugar a la unién entre esmalte y dentina.

La UED inicia su formacién mediante las fibras de Von Korff, en esa etapa es una unién
amelodentinaria, porque une a los ameloblastos con los odontoblastos que forman la
predentina en un inicio. Las células forman una matriz organica extracelular para que se
lleve a cabo el depésito mineral mediante los procesos biologicos ya descritos,
antecediendo la dentinogénesis a la amelogénesis. La matriz organica extracelular esta dada
por componentes de la expresion celular de los ameloblastos y odontoblastos; con una

composicién proteica y organizacion diferente dependiendo del tejido que se formara.

La matriz organica del esmalte esta constituida mayormente por amelogenina, aunque
también estd presente la enamelina, tuftelina y lipidos; mientras que de parte de la dentina
es la colagena tipo I, la cual provee el soporte fisico y el medio favorable para el depdsito
mineral y otras proteinas no coldgenas (PNC’s) como son fosofoprotein dentina y
sialoprotein dentina. La funcidn proteica se centra en la regulacion y mineralizacion de
cada tejido y va a participar en la conformacién del material orgénico, reconocido como

UED. El dep6sito mineral para la formacién de la dentina es previo al depésito mineral para
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la formacion del esmalte; aunque son procesos independientes, parecen llevar un orden
secuencial. A pesar de que no hay relaciones entre los cristales de un tejido y otro, el
esmalte necesita una plataforma dentinaria debido a que la organizaciéon de la matriz del
esmalte se ve influenciada por la estructura de superficie de la dentina. Segun Bordier (2),

la orientacién de las proteinas del esmalte estd dada por los cristales de la dentina.

El desarrollo de los cristales determina también la organizacion del material organico.
Desde los procesos iniciales de nucleacion y la formacién de particulas de tamafio
nanométrico, seguido por la formacién de cristales, se da una nucleacién heterogénea de
fosfato de calcio inorgénico o una matriz organica extracelular, controlados en ambos

tejidos por la matriz orgénica y bajo controles celulares.

De ésta forma se va dando una organizacion del material orgdnico en base al material
inorganico por parte del esmalte y de la dentina, conservando cada uno su estructura sin
tener alguna relacidn cristalina. Sin embargo, Yoshihiko (29), en 1992 reportd que existe en
algunas zonas de la UED una conexion directa de los cristales, revelado mediante una
franja enrejada de los cristales de dentina penetrando y contactando directamente con los
cristales del esmalte. En los resultados reportados en el presente trabajo de tesis, no se
encontrd relacion cristalina, corroborando las observaciones de lo que fue reportado por P.

Anderson y colaboradores (30).

La mineralizacion de la matriz organica dara como resultado la formacién de los tejidos del
esmalte y la dentina; los cuales, presentan unidades estructurales distintas. En el caso de la
dentina, ademas de ser mineralizada en un 70% y tener 30% de material orgdnico y agua,
presenta actividad celular mientras el diente presente vitalidad pulpar. Su unidad
estructural, son los tubulos dentinarios. Respecto al esmalte dental, esta mineralizado eh un
98%, y su unidad estructural son los prismas, y, a diferencia de la dentina, no tiene

actividad celular después de finalizar la mineralizacion del esmalte.

Los dos tejidos presentan, por lo tanto, estructuras diferentes que se conservan ain en zonas

cercanas a la UED. La similitud que tienen es que la base inorganica es la misma
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(hidroxiapatita Cajo(PO4)sOH;). Sin embargo, la organizacién de los cristales es distinta
debido a que la biogénesis mineral se lleva a cabo mediante las matrices orgénicas, las
cuales, a consecuencia légica de ser originadas por lineas celulares diferentes, no tienen los
mismos componentes proteicos. En estudios previos, se encontré6 que la organizacion
cristalina del esmalte es de forma organizada, es decir, el tamafio de los cristales esta bien
definido y orientado. La organizacién de la dentina esta dada por cristales con orientaciones

al azar y con una variedad de tamafios.

Es importante conocer la estructura de los tejidos debido a que son las que van a determinar
la organizacion y estructura del material organico que conforma la UED. Podemos entonces
decir que la Unién Esmalte-Dentina est4 constituida por material organico principalmente.
Esto se basa en los resultados de EDS y sus mapeos quimicos, los cuales muestran
principalmente: carbono (C), oxigeno (O) y nitr6geno (N), elementos caracteristicos de
tejidos organicos. Dicho material organico seguramente son residuos de las matrices
organicas extracelulares producidas por los ameloblastos y odontoblastos. Por lo tanto, la
UED debe contener restos proteicos, como amelogenina y enamelamina, de parte del

esmalte y coldgena, sialoprotein y fosfoprotein dentin, de parte de la dentina.

La presencia de fibras las cuales se organizan insertdndose directamente dentro del mineral
del esmalte, en el espacio interprismatico conforman la interfase del sistema fibrilar de la
UED y pueden tener su base en la dentina. Por lo tanto se podria comentar a manera de
nueva hipétesis que la proteina que mas abunda en la UED es la coldgena, esto estd

apoyado por algunos estudios reportados en la literatura (31).

Es necesario comentar aqui que esas proyecciones emergen de la dentina y llegan hasta el
esmalte, algunos autores mencionan que no se extienden hasta el esmalte (6,32).-Sin
embargo, hay otras referencias de que si son prolongaciones odontoblasticas las que
emergen de los tibulos y llegan hasta el esmalte (33, 34, 35). Los resultados obtenidos en
ésta investigacién apoyan la hip6tesis de que si hay extensiones organicas desde la dentina
y llegan hasta el esmalte. Esas prolongaciones tienen forma de red, como se observo en los

resultados, pero no llegan a todos los espacios inteprisméticos porque cada concavidad, y
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por ende cada reticula de esa red, abarca varios prismas. Lo 16gico es que se organicen en
los espacios interprismaticos porque los cristales no pueden ser penetrados. Asi esas
posiciones que adoptan para alojar al material organico en los espacios interprismaticos es
lo que se conocen como Estrias de Retzius que estan dadas por las parazonas y diazonas
(36).

Las protuberancias de la red formada difieren en altura dependiendo de la zona en que se
observe: la red organica es mas estrecha y mas alta en regiones oclusales o incisales en el
caso de los dientes anteriores y esa red parece ser mas abierta y de menor altura en las
regiones cervicales, demostrando con esto que ésta arquitectura estd dado en base a las
funciones del diente. Esto explica el por qué en oclusal (que es la zona que recibe las
fuerzas de masticacion) se requiere mayor soporte mecanico y amortiguacion, evitando la
fractura del esmalte, la separacién de los tejidos y la exposicién de la dentina. Todo esto
estd demostrando la interaccién entre los tejidos y las fuerzas dentales (37) y que la

estructura esta conformada de acuerdo a la funcién del tejido.

Asi entonces, se describié la organizacion que tiene la UED la cual corresponde a una red
organica, que consiste en proyecciones que emergen de la dentina y que llegan hasta el
esmalte, abarcando varios prismas incrustindose en las zonas interprismaticas. Esta
estructura organica es el resultado de los procesos bioldgicos necesarios para mineralizar el
diente y que la UED es el inicio pero también el resultado de estos eventos. La UED est4
constituida por elementos organicos, como restos proteicos, principalmente colagena que se

organizan de tal forma que ayudan a la resistencia mecanica y de amortiguacion.

El arreglo reticular tiene dimensiones que dependen directamente de la funcién que realizan
las diferentes partes del diente, produciendo las variabilidades en las dimensiones de esa
red, porque como se mostré en la parte de los resultados, no se observa de forma regular en
toda la superficie de contacto de la UED. Sin embargo, esta estructura reticular de material

organico est4 organizada de tal forma que tiene la capacidad de mantener unidos a estos dos

tejidos.
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Podemos resumir que la estructura de la UED esta conformada por un arreglo reticular de
material orgénico disefiado de tal forma que mantiene unido a los tejidos del esmalte y la
dentina. Esta red no coincide uno a uno, es decir una prolongacién con un espacio
interprismatico, sino que ancla a un conjunto de prismas. La forma en que se une es por
medio de las extensiones de la red que se incrustan en el esmalte, siendo en algunas zonas
mayores y reforzadas por fibras, principalmente en oclusal e incisal. Esta estructura que se
observa con concavidades entre cada reticula, es lo que da origen al festoneado con el que

se ha caracterizado la UED.
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CONCLUSIONES

1. Se identifico la presencia de material organico que constituye la UED con
estructura reticular y que confiere la capacidad de mantener unidos a dos tejidos
estructuralmente distintos. Por lo tanto no es precisamente una zona débil,
aunque si vulnerable al momento de procesar la muestra, ademas de ser una zona
muy pequefia pero de gran importancia para que el diente pueda realizar sus
funciones.

2. El sistema reticular, conforma una arquitectura con base en la dentina que
consiste en proyecciones o protuberancias orgénicas que emergen de los tibulos
dentinarios (por lo que también las prolongaciones odontoblasticas forman parte
de ésta estructura) y se anclan en las zonas interprismaticas del esmalte. Esta red
es el origen del festoneado de la UED.

3. La estructura reticular de la UED tiene dimensiones variables, dependiendo de la
zona. En oclusal e incisal la altura es mayor y estin mas proximas cada una de
las reticulas que la red que se observa en cervical. Su estructura estd dada de
acuerdo a su funcion, porque presenta mayor resistencia mecanica en las zonas
donde se llevan a cabo las fuerzas de masticacion.

4. Los resultados de composicién quimica por EDS e IR mostraron que la reticula
es material orgénico, con estructuras fibrilares que podrian corresponder a
colagena, sin embargo no fue posible identificarla como tal. Esto explica que
quedan restos de la matriz proteica necesaria para el dep6sito mineral requerido
en la formacion de dentina y que se necesita un estudio de analisis mas
profundo.

5. El esmalte y la dentina conservan su estructura individual en la zona de contacto.
Su unién es una consecuencia directa de los procesos bioldgicos formadores de
esmalte (amelogénesis) y dentina (dentinogénesis) que se llevan a cabo de forma
independiente. Esto crea un sistema de unién que se establece entre el material

orgénico y los tejidos mineralizados.
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