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RESUMEN

La dentina es un material compuesto heterogéneo que contiene tubulos de didmetro
micrométrico rodeados por dentina peritubular altamente mineralizada y embebida
en una matriz de colagena parcialmente mineralizada. El componente inorganico
corresponde a la hidroxiapatita y el componente organico a colagena Tipo I. En este
trabajo se analizaron cortes de predentina, dentina y union amelodentinaria, con
FTIR, MEB, EDS y MET. El MEB revel6 que los tabulos dentinarios contienen un
sistema de ramificaciones internas por medio de las cuales se unen y comunican entre
si. Los odontoblastos se encuentran alineados en nimero de cuatro y presentan un
intrincado sistema de union a través de finas ramificaciones. Mediante andlisis EDS se
determinaron las concentraciones de Ca y P en la predentina, la dentina y la unién
amelodentinaria, encontrdndose que la concentracion de P aumenta en los tejidos mas
mineralizados, en tanto que la concentracion de Ca disminuye. Los resultados de los
analisis con FTIR indican que la dentina es una apatita carbonatada. Se observaron
picos del dominio POs entre 1145 y 1090 cm™. El dominio COs se observa entre 1550 y
1400 cm™. Se encontraron bandas de amida I y III tipicas de coldgena. El analisis de la
dentina cercana a pulpa muestra que la amida I vibra entre 1670 y 1680 cm’, en tanto
que el dominio de amida III muestra bandas con frecuencias de 1420 cm! Estas
vibraciones son dificiles de determinar en la unién amelodentinaria y desaparecen en
las muestras de esmalte. El MET revela que la dentina es un biomaterial de caracter
policristalino. Se observaron granos nanométricos de hidroxiapatita dentro de una
matriz de material organico.
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ABSTRACT

Dentin is a heterogenic compound material which contains tubules of micrometric
diameter surrounded by peritubular dentin highly mineralized, embedded in a
collagen matrix partially mineralized. The inorganic component corresponds to
hidroxiapatite, the organic component is collagen type 1. In this study dentin slices
were analyzed, predentin and enamel-dentin joint with FTIR, MEB, EDS, and MET.
MEB showed that dental tubules contain an internal ramifications system by which
they are jointed and communicated among each other. Odontoblasts are alienated in
number of four and they show a complicated union system of thin ramifications. EDS
analysis determined the Ca and P concentrations in predentin, dentin and enamel-
dentin joint, showing that P concentration increases in more mineralized tissues,
while Ca concentrations decrease. Results of the FTIR analysis indicate that dentin is
a carbonated apatite. Ranges of the domain POs were observed between 1145 and
1090 cm™. The COs domain was observed between 1550 and 1400 cm™. Amide I and
III bands, typical of the collagen, were observed. Analysis of dentin next to the pulp
shows that Amide I vibrates between 1670 and 1680 cm™, while domain Amide III
shows bands with frequencies of 1420 cm™. These vibrations are difficult to determine
in the enamel-dentin junction and disappear in the enamel cuts. MET reveals that
dentin is a biomaterial with polycrystalline characteristics. Nanometric grains of
hidroxiapatite were founded inside a matrix of organic material.
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INTRODUCCION

La dentina es un tejido conectivo mineralizado, que forma el eje estructural del
diente!?, proveyéndolo de la forma y rigidez necesaria para funcionar efectivamente
durante la masticacion,! por ende es una parte primordial del mismo. Facilita con su
grado de elasticidad que el esmalte quede protegido de los distintos impactos
masticatorios.>®* Ademads, la estructura tubular de la dentina provee conductos para el
paso de solutos y solventes a través de la misma. Sin embargo, pese a su importancia,
son pocos los estudios que versen sobre la nanoestructura de los cristales de la
dentina humana; la mayoria de los estudios al respecto se han realizado en dientes de
animales y por lo mismo son pocos los conocimientos que se tienen sobre los cristales
de hidroxiapatita de la dentina humana.

Los estudios de los tejidos calcificados tales como hueso y diente son importantes en
el desarrollo de biomateriales. Los fosfatos de calcio (Ca-P) son de interés especial en
biologia y medicina oral debido a: (a) su ocurrencia en condiciones normales
(esmalte, dentina, cemento, hueso) y patoldgicas (Ej. cdlculo dental, calculos
salivales); (b) a su asociacion con la formacién, progresion y arresto de la caries en
esmalte y dentina, y (c) a su uso en odontologia preventiva y restaurativa.

Alrededor de 1926, usando difraccion de rayos X y andlisis quimicos, la fase mineral
del esmalte, dentina y hueso fue identificada como un fosfato de calcio con una
estructura de apatita, idealizada como Cai0(POs)s(OH)2, HA. Existen investigaciones y
varios puntos de vista sobre la estoiquiometria y la asociacion de numerosos
elementos traza y menores con las apatitas biologicas.* Después de décadas de
estudios, la composicidn y estructura de estos minerales bioldgicos permanecen poco
caracterizadas a nivel molecular. La principal dificultad es que el desorden
estructural es comunmente encontrado en tejidos biologicos duros y por consiguiente
la utilidad de las técnicas de difraccién es muy limitada.’
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ANTECEDENTES

ESTRUCTURA DE LA DENTINA HUMANA

La dentina forma el eje estructural del diente, en la corona esta cubierta por el esmalte
y en la raiz por el cemento, en el centro se encuentra la camara pulpar, la cual
contiene al drgano pulpar (Figura 1).!2¢ Dentina y pulpa se originan de la papila
dental y son consideradas como un unico desarrollo y unidad funcional, llamada
complejo pulpodentinal3¢7 (Esquema 1).

Esmalte

Dentina

Pulpa

Cemento

Figura 1. Corte longitudinal del diente Esquema 1. Complejo pulpo — dentinario.?

PROPIEDADES DE LA DENTINA

La dentina es resilente o ligeramente elastica,® es mas compresiva y tiene mas
esfuerzo de tension que el esmalte.?®

Heargraves, después de una amplia revision bibliografica, publica en 2002 las
propiedades mecdnicas de la dentina en el siguiente cuadro,? debido a que la dentina
no es homogénea, por la variacion en la estructura microscopica, los valores estan
dados en rangos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Propiedades mecanicas de la dentina®

Propiedades mecénicas _Dentlr_la -
Dentina peritubular Dentina Intertubular

Esfuerzo de compresion (MPa) 217 — 300 - -

Mddulo de Young (GPa) 11-19.9 29.8-30 16 - 21
Fuerza de ruptura (MPa) 45-132 - -

Esfuerzo de tension 31-106 - -
Microdureza (Kg/mm-2) 40-70 - -
Nanodureza (GPa) - 22-25 0.12 -0.52

Sin embargo, Balooch cita a Craig y Powers quienes reportan un esfuerzo de
compresion de 20.8 MPa. En este contexto, Balooch et al. reportan una nueva técnica
usando un microscopio de fuerza atomica y un transductor de desplazamiento de
fuerza para estudiar simultdaneamente la superficie topografica y mapear las
propiedades topograficas de las uniones (esmalte-dentina, dentina peritubular-
intertubular) y tejidos duros adyacentes. Posteriormente comparo sus resultados con
otras técnicas. (Cuadro 2)

Cuadro 2. Comparacién de propiedades nanomecanicas usando varias pruebas’
Médulo de | Mddulo de
= Anchura Médulo de elasticidad | - elasticidad Anchura

. Tamafio del L de la de la

Tipo de prueba Carga - de la elasticidad del - - de P1J
intervalo DEJ esmalte (GPa) dentina dentina (um)
peritubular | intertubular H
(GPa) (GPa)
Microidentacion
Vickers 147 mN 50 pm 27-100
Nanoindentacion
Berkovich 1mN >2pm 15-25

Nanoindentacion

Cube Corner 500 uN 1-2pum 10-13 72.7-875 28-32 17.7-21.1
Espectroscoplo 1um 6-8

micro-raman

Nanorayado esférico 300 pN 40 nm 1-3
AFM - transductor
de desplazamiento de 25 UN 30 nm 2-3 60-70 40 -50 17-23 05-0.38
fuerza

La disminucion del moédulo de Young de la dentina intertubular, comparada con
esmalte y dentina peritubular, es debida a la alta concentracion de fibras coldgenas en
la matriz dentinaria; como resultado la dentina intertubular es mds viscoelastica que
el esmalte y la dentina peritubular. La disminucion del mdédulo hace a la dentina
menos propensa a la fractura.’

Las propiedades elasticas son anisotrdpicas (no es la misma en todas direcciones); los
métodos sonicos detectan una anisotropia hexagonal, aunque esta magnitud parece
ser pequena. La dentina tiene un limite de fatiga para la tension normal de
masticacion, ~ 30 MPa, una dentina libre de fisuras aparentemente no falla. Sin
embargo, una aproximacion basada en el rango de desarrollo de fracturas indica que
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si hay una fisura de tamano suficiente (~ 0.3 — 1.0 mm), puede resultar catastrofico en
proporcion con cargas ciclicas con tension menor a 30 MPa.10-12

Maev et al. (2002) estudiaron las propiedades fisico-mecanicas de los tejidos dentarios
humanos con microscopio actistico, y observaron que la dentina no es uniforme; la
dentina del manto y la peripulpar tienen menor impedancia comparada con la
mayoria de la dentina (Cuadros 3 y 4).

Cuadro 3. Velocidades de sonido longitudinal en esmalte y dentina, normales y cariados, obtenidos con un microscopio
acUstico de escaneo de campo amplio™

Tipo de tejido Total de muestras medidas C.m/s
Esmalte normal 7 5900 + 300
Puntos blancos en esmalte 3 4900 + 200
Esmalte en el area de cavidad cariosa 3 5500 + 700
Dentina normal 7 3900 + 200
Dentina translicida 5 4500 + 400
Dentina destruida en el area de cavidad cariosa 3 3600 + 200

Cuadro 4. Velocidad de sonido longitudinal en diferentes capas de dentina, obtenidas en modo de transmisién con USD-

KBlS
C.m/s
M Dentina del manto cercana . Dentina cerca de la camara
uestra Dentina
a esmalte pulpar
N° 1 premolar 3490 + 250 (33) 3770 + 210 (56) 3240 + 230 (41)
N° 2 premolar 3450 + 190 (32) 3550 + 160 (23) 2980 + 210 (10)
N° 3 premolar 3240 +£130 (11) 3870 + 240 (19) 3260 + 260 (9)
N° 4 molar 3950 + 320 (10) 4270 + 210 (32) 3650 + 200 (21)
Valor medio 3530 + 300 3870 + 300 3200 + 290

El nimero entre paréntesis indica cuantas mediciones fueron hechas en la misma zona

Maev cita a Lees, quien reporta que la impedancia acustica y la velocidad de sonido
se incrementan proporcionalmente con el desarrollo de la concentracion de un
componente inorganico en tejidos duros simulados.

Asimismo, Maev et al. (2002), concluyen que las imagenes acusticas de la superficie
reflejan propiedades fisicomecanicas de los tejidos en concordancia con la
distribucion de los valores locales de velocidad de sonido y pueden ser usadas para
evaluacion cualitativa preliminar. La velocidad de sonido longitudinal también
proporciona un dato importante en las propiedades fisicomecanicas de diferentes
estructuras de los dientes, las cuales pueden ser de una importancia significante como
un criterio de evaluacion no destructiva de la condicion de los tejidos mineralizados.!®

Senawongse et al. (2006), no identificaron el efecto de la edad en la dureza y modulo
de elasticidad de la dentina primaria, sin embargo, demostraron los efectos de estas
propiedades en tipos especificos de dentina. En la dentina del manto, la dureza y
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modulo de elasticidad de la dentina madura son mayores que en la dentina joven. La
dentina reaccionaria en el diente maduro y la dentina secundaria recientemente
desarrollada en los dientes jovenes demostraron menor mddulo de elasticidad y
dureza que la dentina circumpulpar. Mdédulo de elasticidad y dureza relativamente
bajos se observaron en la zona entre dentina secundaria y reaccionaria.'* Tesch y
Kinney, en sus respectivos trabajos reportaron que la dureza y mddulo de elasticidad
se incrementan con el contenido mineral existiendo una correlacion no lineal entre el
contenido mineral y la microdureza'>*¢ (Cuadro 5).

Cuadro 5. Media y desviacion estandar de dentina en espesor de pm y edades de los dientes™
Dentina Diente joven Diente maduro

Dentina del manto 196 + 32 144 + 38
Dentina globular 126 + 121 72175
Dentina primaria y secundaria 2148 + 411 3056 + 602
Dentina reaccionaria 0 548 + 284
Espesor de dentina total 2470 + 409 3820 + 852
Edad 2227 61 +£6.0

Piezoelectricidad de la dentina

Los tejidos mineralizados exhiben piezoelectricidad. Inicialmente se pensaba que el
mineral hidroxiapatita causaba el fendmeno, sin embargo, ahora se sabe que la
estructura no-centrosimétrica de la molécula de coldgena es responsable de la
conducta de piezoelectricidad. Habelitz et al. encontraron piezoelectricidad en la
matriz de la dentina intertubular, mientras que la dentina peritubular permaneci6 sin
respuesta. La piezorespuesta de las fibras coldgenas depende de la orientacion de las
mismas; el desplazamiento de iones adyacentes en direcciones opuestas causa la
generacion de un campo eléctrico."”

Composicion quimica de la dentina

La dentina estd compuesta de alrededor del 70 % de material inorganico, 20 % de
material orgdnico y 10 % de agua.®®
hidroxiapatita, en cuyos cristales se puede encontrar fluoruro o carbonato® (Cuadro
6).

El principal componente inorganico es la

Cuadro 6. Composicién quimica de la dentina
Mineral | Organico Agua
Peso % Peso % Peso %
(vol %) (vol %) (vol %)
LeGeros 70 (47) 20 (30) 10 (21)
Kinney et al. 60 (45) 35 (48) -(7)
Frank et al. 70 (47) 20 (32) 10 (21)
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Como se observa en la figura dos, la dentina es
un material compuesto heterogéneo que
contiene tubulos de didmetro micrométrico
rodeados por dentina peritubular altamente
mineralizada (95 % de la fase mineral)
embebida en una matriz de colagena
parcialmente mineralizada (dentina
intertubular - 30 % de la fase mineral),’26%18

Figura 2. Tubulos dentinarios cortados transversalmente®

El componente organico de la dentina es coldgena Tipo I (comprendiendo 90 % de la
matriz), con proteoglicanos entre las fibras. También se encuentran proteinas no
colagenas. Con excepcion de las proteinas plasmaticas, las proteinas se encuentran
ausentes en la predentina no calcificada de la superficie pulpar. Los lipidos
comprenden aproximadamente 1.7 % de la matriz organica dentinaria.?

Las fibras colagenas tienen alrededor de 50 a 100 nm de didmetro, estan orientadas en
un plano perpendicular a la direccion de la formacion de la dentina'® dentro del plano
del frente de mineralizacion y perpendicular a los tubulos,? formando bloques de
fibras coldgenas ordenadas a lo largo de los tabulos.?? El mineral ocupa dos sitios
entre la malla de coldgena: intrafibrilar (en las zonas espaciadas en la fibra coldgena)
y extrafibrilar (entre las fibras). Entre el 70 y 75 % del mineral puede ser extrafibrilar.

En la dentina primaria el didmetro de la dentina peritubular es mayor cerca de la
unién con la dentina secundaria, o de la cavidad pulpar que con el esmalte. El mayor
desarrollo de la dentina peritubular es mas localizado cerca de la unién con pulpa, en
tanto que la dentina intertubular es poco notable entre las &reas de dentina
peritubular. La matriz peritubular es menos abundante que la intertubular, pero
también estd compuesta de colagena, la cual es mas hidratada® (Figura 3). Fibras de
colagena se distribuyen entre las paredes de los tibulos dentinarios formando una
malla fibrilar de coldgena con pequefios cristales de hidroxiapatita ricos en carbonato
y deficientes en calcio.?®

Dentina
intratubular

Dentina
intertubular

Figura 3. Dentina intratubular o
peritubular y dentina intertubular.?
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Odontoblastos

Los odontoblastos son células altamente diferenciadas que
forman la matriz dentinaria tubular, producen los
precursores de la colagena Tipo I y las glucoproteinas que
forman la dentina;'® después de que la dentina primaria ha
sido formada, continian formandola durante toda la vida
del diente,'*8 en consecuencia forman la dentina y la
mantienen.'® (Figura 4)

Figura 4. Odontoblastos vistos con microscopio de luz®

Los cuerpos celulares de los odontoblastos permanecen en

la cdmara pulpar, en tanto las extensiones protoplasmicas
(procesos odontoblasticos) se encuentran en la predentina
y la matriz mineralizada, de esta forma cada tubulo
dentinario estd ocupado por un proceso odontoblastico,
éstos son extremadamente largos comparados con el
tamano del cuerpo celular y estdan rodeados por una
membrana celular.'3%8 Los procesos alcanzan varios
milimetros de largo, pero tienen aproximadamente un
micrémetro de didmetro.”” En la dentina calcificada se
observan los procesos odontobldsticos que contienen
microtubulos, microfilamentos, y vesiculas responsables
del transporte y descarga de materiales en el espacio
periodontoblastico'® (Esquema 2).

Esquema 2. Odontoblasto %

Los tubulos dentinarios tienen multiples ramificaciones principalmente en la union
pulpodentinaria.'®* Los procesos odontobldsticos estan embebidos en la matriz
extracelular y permanecen en ella durante y después de la mineralizacion, creando
los caracteristicos tibulos en la dentina.” Las variaciones morfologicas en la luz de
los ttibulos dentinarios, debido a la obliteracion gradual de la luz tubular, influyen en
los cambios de presion en el interior de los mismos.>3

Si la capa de odontoblastos es retirada, los procesos odontoblasticos son removidos
de los tabulos no mineralizados de predentina, la matriz dentinaria no se mineraliza;
se observan aberturas de 3 um de didmetro cuando la matriz de la dentina
peritubular no ha sido formada y pozos de fibras coldgenas de aproximadamente 100
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nm de didmetro. Cuando la predentina es removida se observa la matriz dentinaria
mineralizada subyacente en forma de calcosferitas. ?

El fluido dentinario se encuentra en el espacio periodontoblastico (espacio entre la
pared del tibulo y el proceso odontoblastico). Este fluido proviene de la sustancia
intercelular de la pulpa dental, contiene un producto con iones de fosfato y calcio y
diversas formas de fosfato de calcio que tiende a formar depdsitos minerales en los
tabulos dentinarios. El proceso odontoblastico y el fluido dentinario son los
responsables de la vitalidad de la dentina.??

Permeabilidad dentinaria

Hay un movimiento transdentinal de sustancias a través de los tibulos dentinarios en
respuesta a estimulos hidrodinamicos. Es a través del fluido dentinario de los tibulos
que las sustancias quimicas nocivas se difunden y producen reacciones pulpares: en
corto tiempo, la pulpa responde a los estimulos quimicos con una respuesta
inflamatoria aguda, hay un movimiento hacia el exterior de fluidos y macréfagos.? A
largo plazo el tejido pulpar produce dentina terciaria como una respuesta bioldgica
para reducir la permeabilidad del complejo pulpodentinario y restaurar la
obliteracion natural de los tabulos. Por lo tanto el complejo pulpo-dentina funciona
como unidad integrada.?” (Esquema 3)

Esquema 3. La presién
osmética entre los
confines de los tUbulos
dentinarios genera
distorsiéon hidrodindmica
en los fluidos en dentina
y predentina. Cuando el
movimiento externo del
fluido  dentinario  es
extremadamente doloroso
se crean disturbios locales
en la membrana axonal,
provocando la activacién
de los canales idnicos
sensibles a la tension, se
inicia la despolarizacién y
genera el potencial de
accion.®

10
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DENTINOGENESIS

Odontogénesis

El desarrollo dentario (odontogénesis) inicia a partir de la 6* semana de vida
intrauterina; parece iniciarse o desencadenarse por células de la cresta neural craneal
(ectomesénquima) derivada del neuroectodermo.>?% Los experimentos de
recombinacion de tejidos indican que el epitelio dental inicial, y no la cresta neural,
puede determinar el tipo de diente.?*® La determinacion sucesional de regién
dentaria, tipo de diente, base de la corona dentaria y cspides individuales envuelve
la activacion diferencial de genes homeobox en el mesénquima; esta sefializacion
diferencial puede permitir la divergencia evolutiva de forma dentaria entre los cuatro
tipos de dientes. 228303335 Estos genes regulan genes de factor de desarrollo, lo cual
demuestra la complejidad de los lazos regulatorios genéticos relacionados en la
odontogéneis®* (Esquema 4).

Moédulos de sefializacion desde la iniciacion hasta la formacion de las ctspides

Esquema 4. Moléculas (factores de transcripcion, factores de desarrollo y otras proteinas) envueltas en las
interacciones de sefializacion epitelio-mesénquima durante el desarrollo del diente.>?8

El requerimiento de diferentes genes en las redes de sefalizacion son estado-
dependientes.?®% La odontogénesis es un proceso en cascada que provee un modelo
molecular por el cual son controladas interacciones tisulares especificas;*** los
estudios han revelado una sefalizacion inductiva y jerarquizada en factores de
transcripcidn downstream? (Esquema 5).

11
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Esquema 5. Modelo en cascada de
la determinaciébn de regién
dentaria. %

La interaccion epitelio bucal-ectomesénquima estimula el desarrollo de un
engrosamiento ectodérmico conocido como ldmina dental, a partir de la cual se
forman diez invaginaciones que son los esbozos de los dientes de la primera
denticion 6?73

Las senales del mesénquima regulan la formacion de centros de sefializacion epitelial;
después de sefales reciprocas subsecuentes que son recibidas en los centros de
sefalizacion epitelial el mesénquima puede adquirir la maxima competencia para
inducir el desarrollo dentario 2354 (Esquema 6).

I-III‘

\
/

Esquema 6. Expresion de numerosas sefiales durante la odontogénesis**

La transicion
del estado de yema al estado de capucha parece ser un paso critico en la morfogénesis
dentaria y marca el inicio del desarrollo de la corona dentaria.?®%3! E] sitio en la punta
de la yema dentaria donde inicia el plegamiento del epitelio, marca la formacion del
nudo del esmalte, un centro de senalizacion que expresa muchas de las mismas
sefiales que el centro de senalizacion epitelial inicial. Como estos factores de
transcripcion son blancos para la sefalizacion BMP, FGF y Wnt, la formacion de la
capucha del diente parece depender nuevamente de estas redes de sefializacion.?341

12
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Las sefiales moleculares regulando
posiciones relativas de las cuspides
(nudos de esmalte secundarios) son
activas inmediatamente después de la
apoptosis del nudo del esmalte
primario®#3 (Esquema 7)

Esquema 7. Efecto de inductores e inhibidores
durante el desarrollo de las clspides™

La membrana basal dental interpuesta entre el epitelio dental y el mesénquima dental
media las interacciones secuenciales esenciales epitelio-mesénquima para la
morfogénesis y diferenciacion dentaria; contiene isoformas de coldgena tipo IV,
laminina, nidogen/entactina, proteoglicano heparansulfato, fibronectina y colagena
tipo I y II1.#2

Estadio de campana tardio, diferenciacion en odontoblastos

La diferenciacion terminal de los odontoblastos ocurre en un patrén temporo-espacial
especifico entre cada diente 223043 [ 3 diferenciacion de odontoblastos inicia siempre
desde la punta de las cuspides, por lo que es

probable que algunas de las sefiales expresadas
en los nudos de esmalte pueden actuar como
inductores de la diferenciacion de
odontoblastos.* Esta diferenciacion es marcada
por la expresion de coldgena tipo 1.2 Los
odontoblastos jovenes desarrollan sistemas de
union de tipo adherente y comunicante entre
ellos. La célula se hace cilindrica y el ntcleo se

desplaza hacia la zona distal® (Esquema 8). Esquema 8. Desarrollo de los odontoblastos™

Matriz dentinaria

Durante la diferenciacion de preodontoblastos en odontoblastos jovenes, las células
empiezan a secretar la matriz dentinaria, debido a que los preodontoblastos han
adquirido las caracteristicas de las células secretoras, en este momento, sintetizan
colagena tipo I y III, asi como fibronectina y glicosaminoglicanos.®* La formacion de
dentina siempre es precedida por la formacion de predentina.$232%3%

13



Nanoestructura de la dentina humana

Dentina del manto

La dentina del manto es la primera dentina que depositan los odontoblastos
recientemente diferenciados, localizada adyacente al esmalte, por lo tanto es la capa
externa de la dentina primaria. Es una dentina circunferencial regular, menos
mineralizada (cerca del 4 %), de 150 um de ancho, los odontoblastos no estan
completamente diferenciados pero tienen un proceso odontoblastico relativamente
corto.?

Cuando la predentina de la dentina del manto alcanza un espesor aproximado de 6
um comienza la mineralizacion, los odontoblastos participan en el proceso de
calcificacion captando y almacenando calcio, elevando la concentracion local de iones
de fosfato mediante la fosfatasa alcalina, y formando vesiculas nutricionales.* La
primera capa de matriz predentina actia como una sefial para las células del epitelio

interno del esmalte a diferenciarse en ameloblastos y secretar la matriz del esmalte.
2,3,8,23,29,30

El odontoblasto se alinea en la superficie interna de la dentina y permanece
metabolicamente activo a través de la vida del diente.?

Esmalte
Unién amelodentinaria

Dentina del manto

Dentina reparativa
o terciaria

Dentina primaria

Predentina
Pulpa

Cemento

Apice

Figura 5. Localizacién y distribucion de varios tipos de dentina®
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Dentina primaria

Dentina tubular original, representa la mayor parte de la dentina, delimita la cdmara
pulpar de los dientes ya formados, y estd formada por la dentina del manto y la
dentina circumpulpar formada antes de la erupcion del diente.!368

Dentina secundaria

Al igual que la dentina primaria ésta es dentina circumpulpar, pero se deposita
después que se ha formado completamente la raiz del diente.'?® La mayor diferencia
entre la dentina primaria y la secundaria es que esta ultima es secretada mads
lentamente. Debido a que los mismos odontoblastos forman ambos tipos de dentina,
los tubulos permanecen continuos.>362

MINERALIZACION DE LA DENTINA

Los odontoblastos forman la matriz mineralizada, segregan colagena en la union
amelodentinaria y migran centripetamente arrastrando al proceso odontoblastico.

Colagena tipo |

Durante la formacion de la primera capa de
matriz predentina, se observan trazos de
colagena IV y L. Sin embargo, la colagena I es la
llave estructural de la matriz dentinaria, es la
proteina mas abundante y ofrece una matriz
fibrosa para la deposicion de cristales de

carbonato apatita. (Figura 10). Figura 6. Colagena y tibulos dentinarios 2

Proteinas no colagenas

Estas proteinas comprenden cinco grupos:
> El grupo mas importante se compone de dos proteinas

15
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fosfoproteina de la dentina (DPP) o fosfoforina (50 %), tiene alta afinidad por
la colagena tipo I y por el calcio y afecta la forma y tamafio de los cristales de
apatita
sialoproteina de la dentina (DSP) (5 — 8 %)
Proteinas con propiedades de union a calcio, especificas de tejido mineralizado:
osteocalcina, sialoproteina dsea (BSP) y proteina 1 de la matriz dentinaria (DMP1)
Proteinas como la osteopontina y la osteoconectina
Glucoproteina a2HS
Factores de desarrollo como BMP y TGF-f 2

v

vy

La DMP1 es esencial para la mineralizacidon de hueso y dentina, pero su papel exacto
en la osteogénesis y dentinogénesis no es claro.®> El equipo de Lu (2007) sugiere que
la DMP1 es una llave reguladora de la diferenciaciéon de odontoblastos, de la
formacion del sistema de dentina tubular y de la mineralizacidon y su expresion es
requerida en los odontoblastos iniciales, pero que su expresion es continuada en los
odontoblastos maduros y también requerida para una dentinogénesis normal.* Lu
sefiala a DMP1 como un gen candidato para desérdenes de la mineralizacion de la
dentina y potencialmente para condiciones de agenesia dental.*

Esquema 9. La expresion de DMP1 es alta en los odontoblastos que han empezado a sintetizar una matriz
mineralizada, con la nucleacidn inicial del fosfato calcico la expresion de DMP1 declina con el desarrollo. La
expresion de DMP2 y DSP se observd durante todo el proceso. La secrecion de colagena tipo | y la deposicion de
calcio fueron observadas desde la polarizacién inicial de los odontoblastos y a través del proceso de mineralizacion.
preAM: preameloblastos; pol AM: ameloblastos polarizados; sec AM: ameloblastos secretores; pre Od:
preodontoblastos, pol Od: odontoblastos polarizados; sec Od: odontoblastos secretores; mat Od: odontoblastos
maduros; E: esmalte; D: dentina; PD: predentina.*®4’

Los odontoblastos humanos maduros pueden sintetizar colagena tipo IIl y ésta puede
interferir con una mineralizacion dentinaria apropiada, las MMPs pueden ser
necesarias para degradar la colagena tipo III y facilitar su remocion de la
predentina.”#

16
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Vesiculas matriciales

Las vesiculas matriciales son la base de la calcificacion, son formaciones esféricas de
100 a 200 nm de didmetro, limitadas por una membrana que se origina por gemacion
del odontoblasto. En su interior el calcio y el fosfato precipitan al encontrar un
microambiente adecuado para ello: los iones acumulados en las vesiculas precipitan
como fosfato de calcio amorfo y finalmente se transforman en cristales de
hidroxiapatita ricos en magnesio.’ (Esquema 10)

Esquema 10. Vesiculas matriciales. ®

Frente de mineralizacion

Al crecer los cristales terminan por
romper la vesicula esparciéndose en
la matriz circundante, los ntcleos de
calcificacion que se fusionan unos
con otros constituyen el frente lineal

de  calcificacion. Se  produce
aposicion de cristales de
hidroxiapatita en varios puntos a la
vez. Aparecen  nucleos de
calcificacion globulares

(calcosferitas) que mas tarde se
fusionan con sus vecinas (Esquema

). Cua.ndo la fu510r-1 no. se completa, Esquema 11. Diferentes etapas de la formacion de
se constituye la dentina interglobular.  dentina.?
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El proceso inicial de formacion de particulas es semejante al de la dentina del manto,
y los cristales se desarrollan en las microfibrillas de colagena.?

La matriz de la dentina peritubular es menos abundante que la matriz intertubular,
pero también estd compuesta de colagena. Estos datos sugieren que la mayoria de los
cristales estan localizados alrededor de las fibras colagenas y probablemente no estén
asociados a proteinas.?

Dentina peritubular y dentina intertubular

La dentina peritubular delimita el tibulo rodeando al proceso odontobléstico, y se
mineraliza simultdneamente con el frente de mineralizacion de la dentina
intertubular. Habelitz (2007) sostiene la hipotesis que la dentina peritubular es un
tejido no colageno y un producto de la secrecion de proteinas especializadas que
facilitan la mineralizacion de la pared del tabulo,” haciendo referencia al modelo de
secrecion dual establecido por Linde (1989) el cual propone la expresion y secreciéon
de dos matrices de diferente composicion, por ejemplo que Gla-proteinas estan
predominantemente localizadas en el frente de mineralizacion, mientras que la
mayoria de la predentina consiste de coldgena tipo I y proteoglicanos que hidroliza
durante la mineralizacién (Esquemas 12 y 13).

Esquemas 12 y 13. Niveles de secrecion propuestos por Linde. El nivel de secrecion mayor en el extremo
proximal del cuerpo celular del odontoblasto forma una matriz que comprende colagena y proteoglicanos
avanza al frente de mineralizacion aproximadamente en 24 hs. El nivel distal de secrecion esta
estrechamente relacionado al frente de mineralizacion donde son secretados varios componentes de la
matriz no colégena especificos de tejido, nucleadores para la formacion de cristales de hidroxiapatita*?*

Las diferencias de espacio y tiempo en la composicion de la matriz puede ser
responsable de la generacion de dos tipos de tejido observados: la dentina
intertubular, basada en fibras coldgenas, y la dentina peritubular formada por
proteinas no coldgenas y ricas en acido glutdmico. Ambas fosfoproteinas y Gla-
proteinas tienen una alta afinidad por iones de calcio y pueden inducir la nucleacion
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de apatitas, sugiriendo un papel inductivo en la mineralizacién, acorde con el alto
grado de mineralizacién de la dentina peritubular.® En este contexto el estudio de
Gotliv reporta que la matriz organica de la DPT consiste de un tinico ensamble libre
de colagena de proteinas ricas en acido glutamico, mientras que la matriz organica de
la DIT es rica en colagena y rica en Asp.*

A gran escala, la dentina puede ser modelada como un composite reforzado
continuamente con fibras, con la dentina intertubular formando la matriz y el lumen
del tubulo con su vuelta asociada de dentina peritubular formando el reforzamiento
cilindrico.'® Machado et al., reportan que fragmentos de dentina desmineralizada y
esterilizada implantados en musculo de raton presentan una capacidad
osteoinductiva similar a la del hueso liofilizado y desmineralizado, presentando areas
de calcificacion en un periodo de 180 dias.5!

Estados iniciales de la mineralizacion de la dentina

La formacion de tejidos calcificados es un proceso altamente regulado. Asi, se forma
una estructura mineralizada ordenada jerarquicamente; por lo menos se requieren
dos mecanismos regulatorios: (1) iniciacion de la nucleacion en sitios especificos de la
fibra colagena y (2) prevencion del desarrollo sin inhibicion de cristales y su
formacidén en areas en las cuales la mineralizacion no es deseable.*

Refiere Boskey (1991) que los estados iniciales de la mineralizacion de la dentina
humana estan constituidos por un fenomeno de nucleacion mediada por células que
producen los componentes de la matriz extracelular en la cual aparece un ntcleo
critico.®* El equipo de He (2005) demostré6 que macromoléculas presentes en la
matriz organica, como DMP1, pueden sufrir un cambio conformacional y formar una
plantilla pre-organizada. La iniciaciéon de nucleacién de apatitas es altamente
dependiente de la formacion de una plantilla preorganizada y funciones de
reconocimiento molecular.’? Las proteinas no coldgena tales como las fosfoforinas
pueden estar envueltas en la nucleacion de cristales conteniendo calcio —y fosfato-,
tales proteinas no sdlo inducen la formaciéon de ntcleos, también pueden ser un
control para la orientacion y desarrollo inicial de los cristales.’ Otros constituyentes
de la matriz organica pueden también, después de la nucleacién, controlar el tamato
y morfologia de los cristales.>

Son necesarios tres componentes, durante la formacion de dentina, para una

mineralizacién apropiada:
» Colagena tipo I, la cual forma una red
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» Proteinas no-coldgenas: proteina de la matriz dentinaria 1 (DMP1), fosfoforina de
la dentina (PP) y sialoproteina de la dentina (DSP), las cuales pueden unirse a la
malla de colagena y funcionan como un nucleador mineral

= Fosfato de calcio cristalino depositado de una forma ordenada

Los genes de las proteinas no-coldgenas residen en
el cromosoma 4q21, y los estudios han demostrado
que tipos diferentes de mutaciones en DSPP lleva a
diferentes fenotipos de dentinogénesis imperfecta II
y de displasia dentinaria tipo II, en este orden de
ideas, se ha demostrado, que la reduccion en los
niveles de fosfoforinas es responsable de la
mineralizacion defectuosa de la dentina.***® Por
ejemplo, los analisis bioinformaticos de mutaciones
de DSPP conocidas sugieren que la DI tipo II es
usualmente causada por aberracion del splicing
normal.” (Figura 7)

Figura 7. Defectos dentinarios hereditarios aislados. Denticion
primaria de una persona con DGI-II (arriba). Las radiografias
muestran obliteracion pulpar en los molares. Denticion primaria
de una persona con DGI-1II ( en medio). La radiografia muestra
pulpa y conductos radiculares ensanchados. Varios dientes
presentan abscesos después de exposicion pulpar debida a la
rapida atricion. Denticion permanente de una persona con DD-II
(abajo). Note el parecido al color normal de los dientes. Las
camaras pulpares son mas pequefias de los normal (obliteradas
prematuramente).>

Hao y colaboradores (2004) establecen que la matriz organica sintetizada por los
odontoblastos no es homogénea en su composiciéon y que en la mineralizacion tisular
existen zonas bien definidas con diferentes propiedades.”” La mineralizacion tiene
lugar de una forma altamente regulada en la union predentina-dentina. Las proteinas
no coldgenas son una mezcla heterogénea y operan en una programa controlado,
genéticamente muy definido, para nuclear, dirigir la colocacion del cristal, estabilizar
la fase mineral y regular el tamarno del cristal.® Por ejemplo, la fibromodulina (Fmod)
limita la fibrilogenesis de la coldgena en predentina promoviendo la mineralizacion
de la dentina y los estados iniciales de la formacion del esmalte; su ausencia
deteriora la mineralizacion de la dentina, incrementando el diametro de las fibras
colagenas por toda la predentina y retrasando la formacion del esmalte.®!
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Huang y su equipo (2008) encontraron que la DSP se encuentra en predentina pero no
en dentina mineralizada, por lo que no esta asociada a cristales de hidroxiapatita,
consideran que puede ser metabolizada o removida antes de la mineralizacion de las
fibras colagenas y la conversion de predentina a dentina. Por el contrario la DPP fue
detectada exclusivamente en el extracto mineral indicando un fuerte vinculo con los
cristales de hidroxiapatita, indicando el papel de la DPP como iniciadora o
moduladora de la formacion y desarrollo de la hidroxiapatita.®? Hwang (2008)
encontro que la BSP y la DSP son expresadas en la dentina reparativa, y que la TGF-
1 incrementa la sintesis de BSP en las células pulpares humanas, por lo que sugiere
que la dentina reparativa tiene caracteristicas osteogénicas y dentinogénicas.®

Magne (2001) sugiere que la maduracion del cristal es esencialmente debido a
procesos fisicoquimicos y que la matriz organica controla solo el tamafo del cristal,
multiplicacién y/o organizacion. Las proteinas coldgena y no coldgenas parecen no
interferir fuertemente con el proceso fisicoquimico de la maduracién del cristal; sin
embargo, los cristales estan en estrecha asociacion con las proteinas. La colagena
controla la iniciacion y deposicion mineral y el desarrollo de cristales en asociacion
con fibras, con su eje C paralelo al eje longitudinal de la molécula colagena. Las
interacciones cristal-proteinas probablemente a través de grupos fosforilados, son
probablemente la interfase con el proceso fisicoquimico de maduracion, pero solo
durante los primeros pasos de mineralizacidn.®

Por otra parte, las fosfoproteinas (principalmente fosfoforinas en dentina) se unen
facilmente a los cristales de apatita y son consideradas el control de la multiplicacion
del cristal y/o de su tamafo.®*® Puede iniciar la deposicion mineral en regiones
localizadas por mecanismos de mineralizacion mediados por matriz. La PP puede
unir iones de calcio con alta afinidad y al mismo tiempo agregar fibras coldgenas en el
frente de mineralizacion; la PP puede proveer la interfase de enlace entre el cristal
mineral y la fibra de colagena. George y Hao (2005) citan a Dahlin, mencionando que
los fluidos bioldgicos son metaestables con respecto al fosfato cdlcico, por ejemplo,
estan abajo de la saturacion necesaria para la precipitacion espontanea, pero pueden
elevar la saturacion para soportar el desarrollo del cristal después de que el nticleo
inicial ha sido formado. Por lo tanto, una fuerza es requerida para vencer la energia
de la barrera formacion para la existencia de cristales de hidroxiapatita
termodindmicamente estables. La PP forma una plantilla bioldgica con combinacion
epitaxial a la superficie del cristal puede proveer tal fuerza.®

En la mineralizacion inicial los cristales pueden desarrollarse directamente en una

estructura de hidroxiapatita (HA),** pero algunos autores han propuesto que la
formacion de cristales de hidroxiapatita puede estar precedida por la formacién
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transitoria de precursores tales como fosfato octacalcico
(OCP).” Esta posibilidad puede explicar la ausencia de
cristales de hidroxiapatita con forma hexagonal en los
estados iniciales de mineralizacion.®

Esquema 14. Mecanismo de la formacion de cristal biol6gico con OCP.®

Bodier-Houllé et al. (1998) observaron que los cristales poseen en ambos extremos,
una estructura relacionada a HA, y en la parte central una estructura relacionada a
OCP.%® En este orden de ideas han sido propuestos cuatro pasos para describir la
conversion de los cristales nanométricos de HA en cristales de HA adultos. El primer
paso es la formacion de nucleos de hidroxiapatita.

El segundo estado inicial consiste de adsorcion idnica y nucleacidon de particulas de
tamano nanométrico en sitios de nucleacion especificos; cada sitio esta confinado a un
area discreta de la superficie de la matriz, estos sitios pueden ser distintos dominios
estructural, topografica y electrostaticamente, en la interaccion interfacial entre la
matriz y el ntcleo mineral; el efecto es la energia de nucleaciéon minimizada y el
control de la estructura y orientacion de nanoparticulas. La identidad estructural
entre la nanoparticula y el cristal final es un fuerte argumento soportando que las
nanoparticulas de hidroxiapatita constituyan un genuino paso en la formacion
bioldgica de cristales de hidroxiapatita.

En el tercer paso del desarrollo las
particulas nanométricas de hidroxiapatita
estables parecen desarrollarse por nueva
deposicion ionica. La direccion de
desarrollo parece estar gobernada por la
matriz y las  particulas  vecinas
desarrollandose en la matriz misma; estas
particulas se fusionan debido a la
restriccion de espacio.®® (Figura 8)

Figura 8. Fusion de las particulas nanométricas.®®

El dltimo estado observado para el desarrollo de cristales dseos es una fusion lateral
de cristales parecidos a cintas. El estado de desarrollo final puede ser el simple
resultado de la restriccion impuesta por el armazon organico, el cual limita el espacio
valido para el desarrollo lateral %70

Los cristales primarios consisten de hilos compuestos de islas de apatita de tamano

nanométrico, los cuales rdpidamente coalescen en agujas y posteriormente en
listones; estos hilos son inicialmente orientados cristalograficamente a lo largo del eje
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de manera bipolar asi que las distancias centro a
centro entre las islas pudieran reflejar las distancias
entre sitios de nucleacion a lo largo de la matriz.”
(Figura 9)

Figura 9.Estado de coalescencia®®

Se han observado agujas en el estado inicial, cadenas de fosfato de calcio primario e
hilos de apatita compuesta de particulas nanométricas, en el desarrollo de la dentina,
hueso, cartilago de desarrollo, tendén de la tibia del pavo mineralizado
fisiolégicamente,””? y esmalte.”

Los hilos (agujas) de fosfato de calcio desarrollandose en espesor, pueden ser capaces
de quebrar las uniones laterales entre microfibrillas adyacentes de forma de listones,
rodeando las microfibrillas; desarrollandose en todas direcciones laterales los
cristalitos pueden gozar de un contacto multiplegado, desarrollandose un
“continuum” de cristalitos contactando con microfibrillas estando rodeadas por los
cristalitos. El sistema de arreglo puede dar la base primaria para las cualidades
biomecanicas positivas de los tejidos duros ricos en coldgena.”

En la mineralizacidon de la dentina circumpulpar los cristales desarrollandose rara vez
refuerzan el macroperiodo coldgeno.”? La mineralizacién parece iniciar en la
superficie coldgena y avanzar dentro del interior de la fibra colagena. La sustancia
mineral per volumen es hasta de un factor de 2 mas alto que el interior de la fibra
coldgena.”’ La mayoria de los cristales estan localizados alrededor de las fibras
colagenas y probablemente no estan asociados con componentes proteinicos.?

Los cristales de la dentina peritubular tienen casi la misma cristalinidad que aquellos

del espacio intertubular, que muestran cantidades comparables de iones de
carbonato, aunque algunos fosfatos tienen diferentes ambientes no-apatiticos.?
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La revisidon exhaustiva de la literatura cientifica sobre la dentina no ha profundizado
en los analisis morfologicos sistematicos que caractericen la ultraestructura de la
dentina humana, ya que hasta este momento se tienen escasos datos sobre sus
nanoparticulas debido a que los estudios al respecto se han realizado en muestras de
animales, por lo que es importante realizar investigaciones que se adentren en dichos
conocimientos para el mejor entendimiento de la ultraestructura dentinaria, asi como
de su fisiodinamia, patologia y biomineralizacion.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar los componentes estructurales de la dentina humana a nivel
nanomeétrico y su composicion quimica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar la ultraestructura de los tibulos dentinarios

* Determinar a través de la espectroscopia infrarroja los principales
componentes de la dentina humana

* Determinar las concentraciones de Ca y P en dentina, predentina
y union amelodentinaria

* Determinar las caracteristicas estructurales de los cristales de la
dentina humana
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HIPOTESIS

1. Los procesos odontoblasticos se comunican entre si a través de las
ramificaciones de los tubulos dentinarios.

2. La dentina humana es un tejido formado por particulas de hidroxiapatita
altamente estructuradas.

JUSTIFICACION

Adelantar un estudio cientifico que permita la caracterizacion de la ultraestructura de
los tibulos dentinarios y, caracteristicas de las nanoparticulas que conforman la
dentina humana, permitird en primera instancia, profundizar en los conocimientos de
las bases fisiohistologicas y morfoldgicas de la dentina, sustentada sobre el
conocimiento actual del comportamiento bioldgico del tejido y, en segunda instancia,
confrontar estos hallazgos con el conocimiento ya establecido que tradicionalmente se
ha venido aceptando, ademds de continuar esta linea de investigacion en estudios
posteriores que permitan determinar si este hecho se comporta con el mismo perfil.
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CAPITULO |
TECNICAS DE OBSERVACION Y ANALISIS

El estudio microscdpico de células y tejidos inicid con el microscopio Optico, y en este
contexto es una herramienta esencial, junto con los imaginativos inventos mas
recientes basados en haces de electrones y otras formas de radiacién.” Actualmente el
microscopio electronico es familiar a la mayoria de los investigadores dedicados a las
ciencias fisicas y bioldgicas, puesto que se ha convertido en una herramienta
fundamental dentro de la investigacion, principalmente de la microestructura de los
materiales.”

Para la realizacion de este estudio sobre la nanoestructura de la dentina humana se

utilizaron los microscopios electronicos de barrido y de transmision, asi como
también se realizé el estudio de espectroscopia infrarroja.

MICROSCOPIA OPTICA

La lente percibe la “acciéon” formando imagenes, sobre
una pantalla o directamente en la retina del ojo. La
figura ilustra la obtencidn clasica de imdgenes reales y
virtuales por lentes convergentes. Cuando una lente

resulta un instrumento defectuoso en la formacion de
imagenes, perjudica el poder de resolucion, estos

defectos se conocen como aberraciones. o

Esquema 15. La figura ilustra la obtencion clasica de imagenes reales y
virtuales por lentes convergentes.”

Abbe reconocio que el poder de resolucion (PR) varia directamente con A e
inversamente con AN, por lo tanto PR = 0.61 A/AN. PR determina la calidad de un
instrumento Optico, un microscopio de luz visible puede poseer un PR del orden de
200 nm; con luz ultravioleta el PR puede ser hasta de 100 nm.”

En general, un haz de una radiacion de una longitud de onda determinada no puede
utilizarse para examinar detalles estructurales mucho mas pequefios que su propia
longitud de onda: esto supone una limitacion fundamental de los microscopios. Asi
pues, el limite de resoluciéon de un microscopio Optico esta determinado por la
longitud de onda de la luz visible, que abarca desde 0.4 um (para el violeta) hasta 0.7
um (para el rojo lejano). En la practica, las bacterias y las mitocondrias, que tienen
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aproximadamente 500 nm (0.5 um) de didmetro, son las estructuras que se pueden
observar mas nitidamente al microscopio Optico; los detalles mas pequefios que éstas
dimensiones quedan oscurecidos por los efectos de la naturaleza ondulatoria de la
luz. En las mejores condiciones posibles: con luz violeta (longitud de onda, A = 0.4
um) y una apertura numeérica de 1.4, el limite de resolucion tedrico que se puede
obtener con el microscopio Optico es tan sdlo de 0.2 pm.”

MICROSCOPIA ELECTRONICA

El proceso fisico de la formacién de imagenes en el microscopio electronico es
exactamente el mismo que se tiene en un microscopio Optico. Existe una fuerte
analogia en los procesos de formacion de imagenes de los microscopios electrénicos y
Opticos.

Cuando el haz de electrones interactiia con la muestra se producen varios tipos de
sefales las cuales nos permiten hacer la caracterizacion estructural y quimica de ésta.
Estas sefiales son: electrones retrodispersados, secundarios, absorbidos, Auger,
transmitidos y rayos X, caracteristicos.”

Con la 6ptica de particulas aceleradas se tiene una iluminacion capaz de penetrar la
materia y se obtiene un panorama visual de la estructura atémica de las cosas. Los
haces de electrones proporcionan la informacién, via fendmenos de dispersion e
interferencia ondulatoria. Si un haz de electrones se estd moviendo bajo la influencia
de una diferencia de potencial aceleradora V (en volts), entonces la longitud de onda
asociada al movimiento de las particulas se da por

A= 12.26 A
V1/2 (1 +0.978 x 10-6 V)1/2

La diferencia de potencial que utilizan los microscopios electronicos modernos para
acelerar electrones y convertirlos en haces de particulas moviéndose a velocidades del
orden de la mitad de la velocidad de la luz es muy variada, pero siempre esta en el
orden de kilo electrén volts (keV), por ejemplo, a 100 keV, ve- = 1.64 x 108 m/seg. El
microscopio electronico (ME) requiere regiones confinadas, con alto vacio (~ 10-7
torr), para la trayectoria de los electrones.

Actualmente hay dos variantes de ME, el de transmisiéon (MET) y el de barrido
(MEB). En el de transmisién un haz de electrones acelerados incide en la superficie de
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una muestra y sale por la cara opuesta de ella; ésta debe tener un espesor menor a
1000 A que se logra con técnicas de bombardeo idnico, por ataque quimico o
electroquimico. En el MEB los electrones que van a dar origen a una imagen salen por
la misma cara de la muestra donde incidid el haz de electrones, como si fuera un
microscopio de luz reflejada, por lo tanto la muestra puede ser relativamente grande,
desde unos milimetros hasta varios centimetros.”

Microscopia electronica de alta resolucion. Se caracteriza por la alta calidad de su
lente objetiva y la inclusion de una pequena lente auxiliar que permite disminuir
bastante la aberracidn esférica del sistema y aumentar su poder de su resolucién. Se
han logrado obtener resoluciones de hasta 0.17 nm, es decir, resoluciéon atémica.”

MICROSCOPIA DE BARRIDO

Es un instrumento disefiado para estudiar, en alta resolucion, la superficie de los
sOlidos. Es extremadamente util para estudiar las caracteristicas morfoldgicas y
topograficas de la muestra; como su empleo y manejo son relativamente sencillos, y
pueden adaptarseles facilmente otras técnicas analiticas, su uso se ha popularizado
extraordinariamente.”

En el MEB un haz de electrones incide

ETU_ Caiién de

en la muestra generando interacciones < electrones
elasticas e inelasticas, produciendo éstas Lente

condensadora

Detector
de
barrido

ultimas electrones secundarios cuyas

energias son del orden de 3 — 5 eV, los | Bebinas de

barride
cuales son recolectados por un detector | ute @'

1 Imagen

de Everhart-Thornley. El esquema objetiva Computadora
representa un microscopio electrénico de Abmm// - I
barrido.

final
Gintilador 1 H I Preamplificador |

Mu:tm \\‘Tubo fotomultiplicador
Tubo de luz
Jaula de Faraday

Esquema 16. Microscopio
electrénico de barrido™

El MEB tiene una profundidad de campo de mas de 400 veces que la de un
microscopio Optico, asi como gran versatilidad en el manejo de amplificaciones (10X
— 105X), mayor resolucion (3-6 nm) y la preparacion de muestras es relativamente
facil. El nivel de interaccién de los electrones incidentes esta determinado por la
energia de los electrones que chocan y por el tipo de dtomo que exista en la muestra;
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el haz puede penetrar entre 0.003 a 1 mm, dependiendo del voltaje utilizado y del
numero atémico de los atomos de la muestra.”

ANALISIS QUIMICO POR RAYOS X CARACTERISTICOS (EDS)

La microsonda electronica mide la intensidad y la longitud de onda de la radiacion
caracteristica de un elemento, al ser excitado por un haz de electrones. En su disefio
se usan dos tipos de espectrometros: el espectrometro de dispersion de energia (EDS)
y el espectrometro de dispersion de longitud de onda (WDS). En el espectrémetro
dispersor de energia se usa un detector de estado sdlido colocado cerca de la muestra,
el cual, al momento de su interaccion con los rayos X, produce un pulso eléctrico que
es proporcional a la energia del rayo X caracteristico. Conociendo el nimero de
pulsos y su intensidad, puede medirse la energia de los rayos X y la composicion
quimica de la muestra.”

El espectrometro EDS es facilmente adaptable a cualquier microscopio, ya sea de
barrido o de transmisién. El microscopio electrénico equipado con un detector de
rayos X del tipo EDS, por lo tanto, nos permite detectar desde el Oxigeno (Z = 8) hasta
elementos pesados.”

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

El microscopio electrénico de transmision (TEM) consiste fundamentalmente de un
canon de electrones (su fuente de iluminacion), lentes condensadoras, lente objetiva,
lentes intermedias y lente proyectora. El cafion electronico es la tunica lente
electrostadtica que tiene el microscopio electronico; las demds son lentes
electromagnéticas. La imagen producida por la lente objetiva sirve como objeto para
la lente intermedia, la cual producird una segunda imagen, que a la vez es
amplificada por la lente proyectora para producir la
imagen final en la pantalla o en una placa fotografica.”

. £ /'
En el proceso de dispersion elastica los electrones |"=

incidente -

interactian con los campos de potencial electrostatico

* Haz

(inferior a 100 eV) de los nucleos de los atomos que | Ema—s

constituyen el material. La energia de los electrones (& "

incidentes cambian poco, pero el momento si se modifica, | var ——
produciendo una distribucién espacial de intensidad {(j

Esquema 17. Dispersion eléastica en el MET."
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luminosa emergente; el objeto dispersor sufre un pequeno rechazo en la direccién
opuesta al movimiento de los electrones, tal que la energia cedida de los electrones
incidentes al objeto dispersor es despreciable (< 50 eV). (Esquema 17)

Cuando se bombardea con electrones un material N l l 1 l limm
delgado, los electrones que salen continuaran su viaje,
con una distribucidén de valores de fase, relativos a la

Dispersién
por atomos

MUESTRA

fase de la onda incidente; esta distribucion dependera
de los valores del campo de potencial, o sus
variaciones, a través del cual paso cada electrén.

A AR A
Muchos de estos electrones habran experimentado un W
cambio pequefio en la amplitud de onda asociada a bistribucien  ANAA

. ., . , . de fases
ellos por procesos de dispersion tanto inelastica como e

resultante
elastica. La distribucion angular de intensidad de M\/\/LJ\A/"\
electrones salientes estd dada por la distribucion de ——

intensidad luminosa, cuyas variaciones producen el

contraste; ésta formara una distribucion de zonas

I ——
claras y obscuras. El esquema muestra el proceso de  Esquema 18. Proceso de formacion
de imagenes en un microscopio

formacion de Imagenes en un miCcroscopio electrénico electrénico de transmision.™

de transmision (Esquema 18).

Cuando el haz que llega a la muestra se va a “fragmentar” en m haces que llevan
informacion especifica; de manera que una region del espacio se llena con “puntos” de
intensidad electronica, distribuidos regular y periodicamente en el espacio
tridimensional. Una seccion transversal de esta region del espacio es lo que conocemos
como patrédn de difraccion de electrones (Esquema 19). El haz transmitido es la parte
del haz que no sufre desviacién con respecto al haz incidente y no contabiliza en
términos de condiciones de Bragg.

t Muestra egeegpoegpe Planc de

la muestra

[ Lente Esquema 19. Esquema de la formacién
de patron de difraccion e imagen de
una muestra cristalina.”

Lente de
electrones Planc del

Plane de
la imagen
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El patron de difraccién completo se considera como una imagen de la red y se localiza
en el espacio reciproco, el cual es formado por coordenadas construidas con los
valores reciprocos de las distancias en el espacio real, es decir, es una medida de la
frecuencia espacial dada por !/,, donde y es la distancia a la que estan colocados los
centros dispersores distribuidos sobre planos imaginarios.”

MICROESPECTROSCOPIA INFRARROJA TRANSFORMADA DE
FOURIER

La microscopia infrarroja transformada de Fourier identifica componentes
moleculares.” La técnica de microespectroscopia nos permite el andlisis de regiones
de 20 x 20 pum? de secciones de tejido, obteniendo el espectro de absorbancia
infrarroja.?

La FTIR ha sido usada para analizar la presencia de moléculas caracteristicas de las
apatitas biologicas. El estudio de microspectroscopia infrarroja de la dentina puede
ser un paso interesante antes de la investigacion de la ultraestructura 6sea. La dentina
y el hueso estan formados sdlo por colagena tipo I como la matriz organica, y tienen
la misma apatita bioldgica como fraccion mineral. Sin embargo, la dentina es mas
apropiada para el estudio de la maduracion mineral y organica debido a que
diferencia del hueso, no esta sujeta a los tejidos adyacentes.”
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CAPITULO Il

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Se analizaron 30 premolares sanos de pacientes de ambos sexos, cuyas edades
fluctuaron entre los 15 y 21 afios, remitidos para su extraccion de la Clinica de
Ortodoncia de la Divisién de Estudios de Posgrado de la Facultad de Odontologia,
UNAM. Los pacientes fueron anestesiados localmente con xilocaina con epinefrina al
2 %y se procedio a la extraccion de los premolares.

Los premolares se fijaron en formalina buffer al 10 % (solucion neutra amortiguada
de formalina) por un tiempo minimo de 72 horas.

PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL MICROSCOPIO ELECTRONICO
DE BARRIDO

En el Departamento de Materia Condensada del Instituto de
Fisica, UNAM, se realizaron cortes con disco de diamante en la
superficie de los dientes, siguiendo el eje longitudinal del mismo,
y se fracturaron a la mitad (Figura 10), para obtener las muestras;
éstas se recubrieron con carbono y se colocaron las muestras
durante cinco horas en una evaporadora de carbono marca
Ernest F. Fullam. Inc. Latham,®
analizaron con microscopio electronico de barrido de alta para MEB
resolucién Jeol 5 200° con resolucién de 3 nm.

NY. Posteriormente se  Fjgyra 10. Muestra

También se analizaron las muestras por EDS para determinar sus componentes.

PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL MICROSCOPIO ELECTRONICO
DE TRANSMISION

Las muestras fueron embebidas en acrilico autopolimerizable y colocadas en un
portamuestras. Se realizaron cortes con disco de diamante en una cortadora Jean
Wirtz®. Se obtuvieron de esta forma cortes de dentina coronal humana sana de 3 mm
x 3 mm x 0.7 mm. Posteriormente utilizando una plancha térmica Thermolyne®, lijas
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finas (de 2 000 a 4 000), pafios y una pulidora Buehler,” modelo Minimer, las
muestras se pulieron a espejo.

Se les hizo una concavidad a las muestras utilizando el Dimpler. Las muestras se
colocaron en el portamuestras y se alojaron en la platina, se les agregd pasta de
diamante. La velocidad de giro de los discos y el avance vertical de la muestra fueron
controlados por un microprocesador, lo cual permitié lograr una concavidad con
espesor del orden de 5 um en el centro de las muestras. Para manejar las muestras se
colocaron en una rejilla de cobre de 3 mm, con un orificio en el centro de tal manera
de que el orificio funcion6 como una ventana en la zona mas delgada de las muestras.

Las muestras se procesaron en Ion Mill. Este método
involucra el desprendimiento de los 4tomos de la superficie
por el bombardeo de iones de alta energia. Se realiza en
vacio y los iones que generalmente se usan son Ar* con
energias de 5 a 10 KeV. En este proceso el haz ionico es
enfocado al area de ataque, dirigido en forma rasante, hasta
obtener una microperforacion. El procedimiento tipico es de
24 horas de trabajo efectivo del haz iénico. (Figura 11)

Figura 11. lon Mill

A continuacién las muestras fueron cubiertas con una pelicula delgada conductora
(carbdn), para evitar que se cargaran y deflectaran el haz electronico. Se realizo el
analisis con microscopio electronico de transmision. (Figura 12)

Figura 12. Microscopio electronico de transmision
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PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL ANALISIS INFRARROJO

Las muestras fueron embebidas en acrilico autopolimerizable y colocadas en un
portamuestras. Se realizaron cortes transversales con disco de diamante y se
obtuvieron de esta forma cortes de dentina coronal humana sana mostrando los
tejidos en forma concéntrica, se realizaron cortes con fresas de diamante y se
separaron muestras de esmalte, esmalte y dentina de la uniéon amelodentinaria,
dentina y dentina cercana a pulpa. Las muestras se pulverizaron y tamizaron por
separado, se cubrieron con bromuro y se procedio a su andlisis con
microespectroscopio infrarrojo.
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CAPITULO llI

RESULTADOS

Analisis por Microscopia Electronica de Barrido

Los odontoblastos se encuentran alineados en niimero de cuatro a seis, en empalizada
y muestran un intrincado sistema de unién a través de finas ramificaciones por medio
de las cuales se unen y comunican entre si, al mismo tiempo que se fijan al estroma
pulpar (Figura 13). Este sistema de union les permite recibir todos los estimulos
provenientes del exterior.

£k

-(")dbntoblast(')s =

Tabulos dentifarios

Acc VvV Spot Magn Det WD +“F—— 20um
26.0 kv 4.1 800x SE 10.7 PULPA

Figura 13. Tubulos dentinarios y odontoblastos. MEB 800 X

En la predentina, en zonas donde los cortes se vuelven transversales, se aprecian
numerosos tdbulos dentinarios con diferentes didmetros y tamanos; la mayoria de
ellos muestra las prolongaciones odontobldsticas en su interior. Los tabulos mas
cercanos al tejido pulpar tienen un didmetro mayor que oscila entre 5 y 8 pm. La
dentina peritubular se observa muy definida y como un halo electrodenso
principalmente en los cortes transversales donde se observan los tubulos
redondeados.

El MEB revel6 que los tabulos dentinarios contienen un complejo sistema de
ramificaciones internas de diferente didmetro por medio de las cuales se unen y
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comunican entre si. Estas estructuras parecen ser su soporte interno. Se hacen mas
finas hacia la unién amelodentinaria y al llegar al esmalte desaparecen casi por
completo. (Figuras 14 a 17).

Figura 14. Corte longitudinal de dentina
humana que muestra tdbulos dentinarios y
\ su sistema de ramificaciones internas.

MEB 5000 x

Figura 15. Tuabulos dentinarios, sus
ramificaciones parecen ser el soporte
interno. MEB 5000 x

Figura 16. Procesos odontoblasticos y
ramificaciones. MEB 2000 x
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Figura 17. Proceso odontobléstico vy
ramificaciones. MEB 5000 x

Los procesos odontoblasticos presentan uniones entre ellos que atraviesan los tibulos

dentinarios. (Figuras 18 a 20)

Proceso
odontoblastico

Figura 18. Corte longitudinal de tubulo

dentinario mostrando el proceso
odontoblastico y sus ramificaciones.
MEB 5000 x

Figura 19. Tdbulo dentinario y proceso
odontoblastico en su interior. MEB

5000 x
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Figura 20. Proceso odontoblastico con
multiples ramificaciones (flechas amarillas).
MEB 5000 x

Las ramificaciones aumentan conforme nos acercamos a predentina (Figura 21)
Tejido pulpar Predentina
A A

4 S N

Figura 21. Procesos odontoblasticos con
mualtiples ramificaciones, predentina en
corte transversal en la unién con el tejido
pulpar. MEB 3500 x

En  cortes  transversales  de
predentina, se  observan las
prolongaciones odontoblasticas
cargadas de microvesiculas que van
siendo depositadas en el piso de los
tabulos. Cuando estas vesiculas
coalescen y a medida de que se les
depositan  sales comienza la

mineralizacion. (Figura 22) /

Figura 22. Proceso odontoblastico cargado de
microvesiculas (A), microvesiculas en espacios
intertubulares (B) y en la pared del tabulo
dentinario (C). MEB 10000 x
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Andlisis por Microandlisis por espectrometria de dispersion de energia
de rayos X caracteristicos. EDS.

Mediante andlisis EDS se determinaron las concentraciones de Ca y P en predentina,
dentina y unién amelodentinaria, encontrandose que la concentracion de P decrece
ligeramente en dentina y unién amelodentinaria, en tanto que la concentracion de Ca
aumenta en dichas zonas. La mayor concentracion de Ca se observé en la zona media
de la dentina madura o mineralizada; por el contrario, la concentracion de P es
ligeramente mayor en predentina, donde es menor la concentracion de Ca (Cuadros
7,8y9).

Predentina
Element k-ratio ZAF | Atom % | Wt %
(calc.)
Cuadro 7. Analisis EDS de predentina P-K 0.2966 | 1.134 39.60 33.63
Ca-K | 0.6124 | 1.084 | 60.40 66.37
Total 100.00 | 100.00
Dentina
k-rati
Element rato ZAF | Atom % | Wt %
(calc.)

Cuadro 8. Analisis EDS de dentina de la

zona intermedia P-K |0.2604 |1.141 | 35.36 29.71

Ca-K | 0.6546 | 1.074 | 64.64 70.29
Total 100.00 | 100.00

Dentina de union amelodentinaria

Element k-ratio ZAF | Atom % | Wt %

Cuadro 9. Andlisis EDS de dentina de la (Calc.)
union amelodentinaria P-K 0.2769 | 1.138 37.31 31.50
Ca-K | 0.6352 | 1.078 62.69 68.50
Total 100.00 | 100.00

Este estudio demuestra que el calcio aumenta de la predentina hacia la dentina, la
dentina del manto (en la union amelodentinaria) tiene una concentracion ligeramente
menor de calcio.
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Analisis por Microespectrometria de infrarrojos transformada de Fourier.
FTIRM

Con el andlisis por FTIRM se observaron las bandas de amida I y III tipicas de
coldgena. El andlisis de la dentina cercana a pulpa muestra que la amida I vibra entre
1670 y 1680 cm?, la amida II entre 1560 y 1580 cm, y laamida III muestra bandas con
frecuencias de 1420 cm; las bandas de amida son dificiles de determinar a medida
que nos acercamos a la unién amelodentinaria y al esmalte (graficas 1, 2, 3 y 4). El
pico del dominio vVsPOs se observo en 1200 cm™ en las muestras de dentina y casi
desaparecen en las muestras de esmalte de uniéon amelodentinaria y del esmalte. El
dominio v3COs reportado por otros autores entre 1550 y 1400 cm! fue dificil de
determinar por la presencia de amida III en 1420 cm™ (grafica 1). Las vibraciones
encontradas son dificiles de determinar en la unién amelodentinaria y desaparecen en
las muestras de esmalte, los cristales cercanos al frente de mineralizacion muestran
niveles altos de HPOs y niveles bajos de COs. Se observaron picos en 2400 cm!
caracteristicos de los grupos fosfato hidrogenados. Las vibraciones entre 2700 y 3100
cm? corresponden al grupo C — H.

PO,
1.0 7

0.8 1 Amida |

Amida 111
0.6 1

Absorbancia
1

0.4 1

0.2 1

oOOT— T T/ T T T T T T T T 7
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

-1
cm

Gréfica 1. Analisis por FTIRM de dentina
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Gréfica 2. Analisis por FTIRM de dentina de la unién amelodentinaria
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Gréfica 4. Analisis por FTIRM del esmalte

cm’
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Andlisis por Microscopia Electrénica de Transmision.

Con el MET la dentina peritubular se observa muy definida y como un halo
electrodenso, sin embargo el limite con la dentina intertubular es ligeramente
irregular, (Figura 23).

Figura 23. Corte transversal de un tibulo
dentinario y dentina peritubular. MET

El MET revela que las fibras coldgenas cortadas transversalmente muestran una
formacion de microfibrillas. (Figuras 24 y 25). En las imagenes de campo obscuro se
observa claramente la presencia de cristalitos de HA embebidos en la matriz de
colagena. Estos cristales tienen tamafio nanomeétrico.

Figura 24. Imagen en campo claro de las
fibras de colagena. MET

0.2 um
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Figura 25. Imagen en campo obscuro de las
fibras de colagena. MET

0.5 pm

También se observan cristales hacia el interior de los tabulos (Figura 26).

Fibras de i)légena
Figura 26. Imagen de campo claro de las
fibras de coldagena y cristales de
/ hidroxiapatita. MET

Tulbulos dentinarios

/>

0.2 um
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La dentina es un biomaterial de caracter policristalino con un comportamiento de
composito: se observaron cristales nanométricos de hidroxiapatita dentro de una
matriz de material orgénico. En zonas mas calcificadas se observan los cristales de
hidroxiapatita en la superficie de las fibras colagenas (Figuras 27 y 28).

4/\

Figura 27. Imagen de campo obscuro de
las fibras de coldgena y cristales de
hidroxiapatita. MET

-

0.05 pm
I

Fibras de colagena

Y,

Figura 28. Imagen de campo obscuro de
las fibras colagenas y cristales de
hidroxiapatita. MET

Cristales de
hidroxiapatita

A

0.1 pm
N
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El arreglo de estos granos es diferente o al menos hay una mayor densidad de
cristales en las zonas que rodean los tubulos dentinarios (dentina peritubular) que en
las zonas intermedias (dentina intertubular) (Figuras 29 y 30).

Figura 29. Imagen en campo claro y de
alta amplificacion de los cristales de
hidroxiapatita. MET

Figura 30. Imagen en campo claro y de
alta amplificacion de los cristales de
hidroxiapatita. MET
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Las imagenes de MET de alta resolucion de los cristales de HA muestran claramente
que éstos tienen una celda unitaria de forma hexagonal, con una dimensién mayor en
el eje [100], el cual es de 8.17 A, el eje [002] es de 3.44 A y el eje [101] de 5.26 A, tal y
como se muestran en las figuras 31 y 32. Lo cual concuerda con la tarjeta de rayos X,
ya establecida (Cuadro 10).

[100]

Figura 32. Imagen de MET de alta resolucion de los cristales de hidroxiapatita en dentina humana,
mostrando los ejes [002] v [101]
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4 2.81 8.17 Ca3(PO4)3(OH) ]/Z[Ca(OH)z'3C3.3(PO4)2]
Hidroxido de calcio . . .
11y 100 60 60 11 ortofosfato (Hidroxiapatita)
Dia. 114.6 dA 1/ hkl dA hkl dA
a 1.5405 Filter mm
I, Photometer (Guinier 8.17 12 100 2.040 2 400

camera)
Ref. de Wolff, Tech. Phys. Dienst, Delft, Holland

Rad.
CuKa,
Cut off 30

5.26 6 101 | 2000 | 6 203
472 4 110 | 1.943 | 30 222
4.07 10 | 200 | 1.890 | 16 312
3.88 10 | 111 | 1871 | 6 320
351 2 201 | 1.841 | 40 213
3.44 40 | 002 | 1.806 | 20 321
317 12 | 102 | 1780 | 12 410
3.08 18 | 210 | 1.754 | 16 | 402303
2.814 211 | 1.722 | 20 | 004411
2778 | 60 | 112 | 1684 | 4 104
2720 | 60 | 300 | 1.644 | 10 | 322,223
2631 | 25 | 302 | 1611 | 8 313
2v D 3.08 mp Color 2528 6 301 | 1587 | 4 | 501,204
Ref 2.296 8 212 | 1542 | 6 420

I/1, are peak values from a pattern which 2.262 20 310 1.530 6 331
shows slight broading prism reflections. 2.228 2 221 1503 | 10 214,421

Sample obtained following the procedure indicated 2.148 10 311 1474 | 12 502
by Hodge C.S., Ind Eng Chem Anal. Ed. 10 156 2.134 4 302 1.465 4 510

(1938) 2.065 8 113 Mas lineas adicionales

Sys. Hexagonal S.G. P6s/m (176)

9.418 b C06.894 A C 0.7309

Z2 Dx 3.16

Sy Sign

Cuadro 10. Tarjeta de rayos X. La hidroxiapatita pertenece al grupo espacial 176. Powder Diffraction File of the
International Tables for X-ray crystallography. International Union of Crystallography. The Kynoch Press,
Birmingham, England, 1952. ™
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CAPITULO IV

DISCUSION

Mjor y Heyeraas?” han sugerido que los tabulos dentinarios presentan ramificaciones
laterales o tabulos secundarios de 1 um de didmetro, en dngulo recto y se conectan
con los tabulos vecinos. Nuestro estudio usando MEB revela que los odontoblastos se
encuentran alineados en nimero de cuatro a seis y presentan un intrincado sistema
de unién a través de finas ramificaciones. Las ramificaciones internas son muy
complejas y de diferentes didmetros, adelgazandose hacia la union con el esmalte: los
tabulos dentinarios contienen un sistema de ramificaciones internas por medio de las
cuales se unen y comunican entre si. Esto concuerda con los resultados de Torres,*
quien reporta que los tibulos que se encuentran adyacentes al tejido pulpar son muy
anchos y muestran un intrincado sistema reticular de haces, a través de los cuales se
comunican y unen entre si.

El MEB reveld uniones entre los odontoblastos, y también encontramos que los
procesos odontoblasticos presentan uniones que atraviesan los tibulos dentinarios y
comunican un proceso con otro. Berkovitz, Holland y Moxham mencionan que se
observan complejos de union entre odontoblastos adyacentes, las uniones adherentes
se dan por la relacién posicional entre células. Las uniones comunicantes (gap)
permiten la comunicacién entre odontoblastos de impulsos eléctricos y pequefias
moléculas y la actividad sincronizada de unos con otros.® Asimismo el equipo de
Ishikawa reporta uniones gap entre los odontoblastos y otras células pulpares.” En
nuestro estudio encontramos que las fibras de union entre odontoblastos son mas
abundantes conforme nos acercamos a la zona de predentina.

En nuestro estudio el MET revela que la dentina es un tejido de caracter policristalino
con un comportamiento como composito: se observaron cristales nanométricos de
hidroxiapatita dentro de una matriz de material organico. Hohling y Arnold” sefialan
que la mineralizacion parece iniciar en la superficie coldgena y avanzar dentro del
interior de la fibra coldgena. La sustancia mineral por volumen es hasta de un factor
de 2 mas alto que el interior de la fibra colagena. Hohling y Arnold encontraron que
los cristales primarios consisten de hilos compuestos de islas de apatita de tamafio
nanomeétrico, los cuales estdn inicialmente orientados cristalograficamente a lo largo
del eje de manera bipolar”: las nanoparticulas de la dentina estan orientadas en el eje
[100], el cual es de 8.17 A, el eje [002] es de 3.44 A y el eje [101] de 5.26 A lo cual
concuerda con nuestros estudios (Imagenes 29 y 30).

49



Nanoestructura de la dentina humana

La dentina contiene moléculas de (COs)* en una concentracion de carbonato en el
orden del 5 - 6 % de su peso. La creacion en moléculas organicas de entidades
polares, tales como grupos carboxilo e hidroxilo, puede incrementar fuertemente la
nucleacion de apatitas en estos polimeros orgénicos, asi como la adhesién de los
mismos. El equipo de Pasteris ha sugerido que hay una imposicion bioquimica del
estado especifico de cristalinidad e hidroxilacion, incorporando (COs)? y limitando el
grupo (OH’). En este orden de ideas, la hidroxiapatita de la dentina es considerada
una hidroxilapatita carbonatada.®

Weiner refiere que la dentina peritubular que rodea los tiibulos de la dentina coronal,
realza la dureza de este material comparada con la zona justo bajo el esmalte, que no
contiene dentina peritubular y es considerablemente suave. Estas diferencias influyen
directamente en la manera en la cual el diente responde a las presiones durante la
masticacion.?! Refiriéndose a varios autores menciona que el contenido mineral entre
la dentina peritubular y la intertubular es del 9 al 40%.° En concordancia con este
autor nuestros hallazgos muestran que la dentina peritubular se observa muy
definida y como un halo electrodenso principalmente en los cortes transversales
donde se observan los tubulos redondeados.

Con este orden de ideas Weiner®! menciona que el examen de las lineas de fractura de
la dentina coronal en el MEB en general muestra limites distintivos entre la ITD y la
PTD cuando son examinados en un plano perpendicular al eje del tubo. Los ejes de
las fibras coldgenas mineralizadas estan localizadas en este plano, y la linea de
fractura claramente se propaga alrededor de estos haces. Secciones pulidas de dentina
coronal vistas en un plano perpendicular a los ejes de los tubulos, claramente
muestran que la interfase no es definida, pero la densidad del mineral decrece
gradualmente de la PTD a la ITD.%! El limite es ligeramente irregular.?®! Lo cual
concuerda con nuestras observaciones.

Por el contrario, Magne y colaboradores, utilizando el FTIRM (microespectroscopio
infrarrojo transformado de Fourier), encontraron que los cristales cercanos al frente
de mineralizacion son muy inmaduros, mostrando niveles altos de HPOs y niveles
bajos de COs. Los iones de carbonato fueron encontrados en ambientes muy labiles,
probablemente en la superficie del cristal. La remocion de algunos iones de HPOs
durante la maduracion estd ligada a un incremento en el contenido de carbonato
total; los iones de CO:s se pierden en ambientes labiles, probablemente después de su
incorporacion en regiones mas organizadas de la malla durante el proceso de
maduracion, es decir, son desplazados desde regiones pobremente cristalinas,
particularmente en la superficie del cristal, o incorporados en la malla apatitica. La
proporcion COs — POs se incrementa desde el frente de mineralizacion hasta la unién
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con dentina primaria, en distancias, a menudo, > 100 pum. Ademadas en algunas
regiones de dentina del manto, el contenido de carbonato es siempre mayor que en
otras partes en la dentina secundaria. Por el contrario el contenido de PO disminuye
con el proceso de maduracion;*% lo cual concuerda con nuestros resultados: la
concentracion de P decrece ligeramente en dentina y uniéon amelodentinaria, en tanto
que la concentracion de Ca aumenta en dichas zonas. Magne relaciona el incremento
del contenido carbonato total asociado con una mayor cristalinidad mineral, en este
contexto, con la maduracién, los cristales evolucionan hacia un orden mayor. 2%
Nosotros hicimos el andlisis con EDS encontrando que la concentracion de P es de
0.2966 en predentina y desciende a 0.2604 en dentina y por el contrario, la
concentracion de Ca es de 0.6124 en predentina y de 0.6546 en dentina, lo cual
concuerda con los estudios de Magne, los cristales inmaduros tienen niveles altos de
P y bajos de Ca, y los cristales mas mineralizados tienen un mayor nivel de Ca y bajo
nivel de P.

Magne et al, también analizaron dentina primaria del caballo con
microespectroscopia infrarroja transformada de Fourier, y encontraron en el espectro
que la caracteristica mds aparente es el rango del drea mineral/proteina
(vwsPOs/amida I), el cual es significativamente mayor para la dentina peritubular
(7.45 + 1.30) que para la dentina intertubular (3.25 £ 0.21). También son notables
algunas diferencias en las bandas de proteinas; en el espectro de la dentina
peritubular, la gran anchura de la banda de amida A (debido a la banda de agua OH
sobrepuesta en esta region) y el rango alto de amida A/amida I indica que la dentina
peritubular contiene mds agua con respecto a la proteina contenida.?

Magne y colaboradores investigaron el dominio vsPOs para obtener datos de la
cristalinidad mineral. El dominio vsPOs tiene dos componentes principales: el 1020
cm? es representativo de apatitas no estoiquiométricas con persistencia de vacios,
HPO;, y/o COs y el 1030 cm! de apatitas mas cristalinas. En las regiones mas maduras
cerca de la uniéon amelodentinaria, el espectro de la dentina intertubular, se
caracteriza por un pico mas intenso en los 1100 cm™ que en 1090 y 1112 cm™; por el
contrario en las regiones peritubulares, los 1090 cm™ son siempre mas intensos que
1112 y 1100 cm™? En otro contexto, el equipo de Miller estableci, usando
microespectroscopia infrarroja, que en la regioén v,L:PO%*4 (950 — 1200 cm™) del hueso,
la apatita en el mineral 6seo recientemente depositado es considerablemente no-
estoiquiométrico.?> Nosotros encontramos en la dentina humana que el pico del
dominio vsPOs en 1200 cm™ en las muestras de dentina y de dentina de unién
amelodentinaria y casi desaparece en las muestras de esmalte de union
amelodentinaria y del esmalte. Las vibraciones encontradas van desapareciendo en la
unién amelodentinaria y desaparecen en las muestras de esmalte.

51



Nanoestructura de la dentina humana

Las bandas de amida son representativas de la conformacién de las proteinas. 204 El
presente estudio demuestra la presencia de bandas de amida I, I y III, las cuales van
desapareciendo a medida que se acerca al esmalte, lo cual demuestra la paulatina
maduracion. Magne y colaboradores mencionan que las frecuencias de las bandas de
amida A y B son casi idénticas en los espectros de dentina intertubular y dentina
peritubular; debido a que la colagena exhibe una absorcion infrarroja muy poco
comun comparada con otras proteinas, la dentina peritubular puede tener una
cantidad significante de coldgena; ademas las bandas de amida I y III en el espectro
de la dentina peritubular son tipicas de coldgena.’ Las pequenas variaciones
observadas en la banda de amida I en el espectro de la dentina peritubular indican
que la coldgena es mas hidratada. Magne, al analizar dentina de caballo encontré que
las vibraciones de la amida I cambian de 1659 a 1656 cm! y que se ensancha en
frecuencias bajas; el dominio de la amida III muestra bandas con frecuencias de 1280,
1240 y 1204 cm; los dos picos de alta frecuencia del dominio de amida III (1340 y
1315 cm?) mostraron la misma intensidad relativa que el espectro de dentina
intertubular. Sin embargo, cuando analizamos la dentina humana encontramos que la
amida I vibra entre 1670 a 1680 cm’, la amida II entre 1560 y 1580 cm™, la amida III
vibra en 1420 cm’.
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CONCLUSIONES

1. Los tdbulos dentinarios presentan un intrincado sistema de ramificaciones

internas de diferente didmetro por medio del cual se comunican entre si.

Los odontoblastos presentan un intrincado sistema de unién a través de finas
fibras y fibrillas que los unen entre si el cual permite que los estimulos externos
lleguen directamente a ellos y al tejido pulpar.

Las prolongaciones odontoblasticas estan cargadas de microvesiculas, las cuales se
van depositando en el piso de los tibulos, estas vesiculas son consideradas la base
de la calcificacion.

La concentracion de calcio aumenta de la predentina hacia la dentina, la dentina
del manto (en la unién amelodentinaria) tiene una concentracion ligeramente
menor de calcio.

Las bandas de amida I y III representativas de la conformacién de la colagena van

desapareciendo a medida que nos acercamos a la union amelodentinaria y al
esmalte, lo cual se considera que refleja la paulatina maduracion.
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