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PROLOGO

Esta tesis es continuacion de una serie de trabajos de investigacion que desde 1992 se

han efectuado en la Facultad de Odontologia en colaboracion con el Instituto de Fisica
Los primeros trabajos que se efectuaron debid.; 1 problemas técnicos no se les otorqo la

relevancia que tendrian posteriormente ., desde entonces. poco a poco se han dc
pefeccionando las técnicas de la preparacion de muestras dentales observadas mediante &
microscopio electronico, por 1o que hoy es un poco mas sencillo el procedimiento En esta
tesis analizaremos el esmalte dental humano, y en especial pondremos énfasis en la linea
obscura presente en sus granos

De acuerdo con la norma oficial mexicana 013-SSA2, publicada en el Diario Oficial de 1a
Federacion el dia 6 de enero de 1995 en un comunicado de la Organizacién Mundial de
Salud. México se encuentra entre los paises de alto indice de frecuencia con enfermedades
bucales , entre ellas, la caries dental afecta 90% de la poblacion mexicana Las caries sor
por su alta morbilidad enfermedades bucales que se encuentran entre las cinco de mayor
demanda de atencién en los servicios de salud del pais Por eso. es necesario comprende
como estan estructurados los dientes y como estos se afectan para poder unificar criterios
y establecer sistemas de prevencién bucal

En la introduccion de este trabajo de tesis hablaremos de los antecedentes
planteamiento del problema, la justificaciéon. el objetivo general. los objetivos especificos
las hipétesis. Con el proposito de buscar informacién reciente respecto al desarrc
embriologico del esmalte, trataremos algunos puntos de interés sobre esto en el Capitulo
En el Capitulo 2, se presenta un panorama genesal de la linea obscura, tema principal de
este trabajo, que no es una simple linea observada, pues estan implicados conceptos de
crecimiento y desarrollo de la estructura atémica. Tambien comentaremos como es que &l
diente se encuentra afectado en cuanto a su disolucion. Trataremos en el Capitulo 3

conceptos muy importantes, como la cristalografia del esmalte dental, la cual ha sido poco



difundida en el sector odontolégico de México . y nos referiremos a ias operaciones
simétricas e irregularidades de los arreglos atbmicos comunes a todos los materiales De la
microscopia electronica en la seccibn 3.2 nos avocaremos mas al microscopio de
transmision, a microscopios de alto voitaje a la imageny difraccién, etc , con el objetivo de
dar una vision clara de los términos técnicos que se utilizaran en el resto de la tesis En el
Capitulo 4, parte importante es el método, pues la obtencidbn de una buena muestra es
basica para obtener el maximo de informacién , por lo tanto, ahi describiremos el metodo
experimental utilizado y las técnicas empleadas, asi como el analisis quimico de las
muestras. En el capitulo 5 se dardn a conocer los resultados obtenidos tanto de la
estructura como de la composicion quimica del esmalte ; discutiremos los resultados y al

final presentaremos las conclusiones obtenidas.
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“El microscopio electrénico es un Instrumento cientifico
que no debemos conformarnos sélo con ver a través de él,
sino entender lo que se ve, para extraer los secretos

de la naturaleza."”

J. Reyes Gasga

Microscopla Electronica. una visidn del microcosmos '



RECONOCIMIENTOS
INSTITUTO DE FiSICA

Dedico esta tesis ala memoria de la Quim. Elena Oliva, mujer excepcional , no solo
profesionalmente sino por su alto valor humano quien alenté e hizo posible la
continuacién de mis estudios.

Mi mas sincero agradecimiento al Dr. on Fis. José Reyes Gasga, por ser pilar en e|
desarrollo de la microscopia mexicana, excelente director de esta tesis y mejor ser
humano.

Un agradecimiento especial a Dr. en Fis. Ramiro Garcia Garcia, M.C. Octavio
Alvarez Fregoso, M.C. José Chavez Carvayar por sus importantes observaciones y
valiosos comentarios en la realizacion de esta tesis. De igual forma al Dr. Dwight
Acosta Najarro por el apoyo para realizar este trabajo.

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

Agradezco al Dr. Javier Portilla Robertson, Dr. Manuel Saavedra Garcia, Dr.
Federico.H. Barcel6 Santana, Dra. Margarita Garcia Garduno, M.C. Arcelia Melendez y
C.D. Guilberto Nidome Inzunsa por el apoyo brindado para la realizacion de esta tesis.
ASESORAMIENTO TECNICO

Del Instituto de Fisica agradezco especialmente al Fis. Roberto Hernandez vy al
Tec. Pedro Mexia por el apoyo técnico, tiempo, experiencia y amistad durante la
realizacion de la tesis.

Al Instituto de Biologia que muy amablemente, por medio de Dra. Hilda Flores

Olvera y la Biol. Sara Fuentes se obtuvieron algunas fotografias con el microscopio
electronico de barrido. Al Sr. Barraiion Cedillo por la correccién de estilo. También a la
asesoria técnica del Instituto de Fisica: Fis. Luis Renddn, Ing. Samuel Tehuacanero,
M.C.Jaquelin Caietas, Ing. Cristina Zorrilla, Fis. Edilbero Hernandez, Carlos Flores,
Lamberto Quiterio, J. Angel Flores, Steve Morningthunder y J. Antonio Ramirez.

También agradezco el apoyo otorgado de DEGAPAUNAM proyecto No.106295



RESUMEN

El esmalte dental humano (Ca):o(PO;)«OH),, es un mineral del grupo de los fostatos de
calcio, estructuralmente de la familia de las apatitas Este biomatenal cerdamico contiene
diminutos granos cristalinos en cuyos centros se presentan l|as lineas obscuras que miden
1.5 nm t 0.8 de espesor cuando se les ha observado por microscopia electronica de
transmision (MET). Estas lineas son radiolicidas y representan una fase de contraste
dependiente del foco: es negra en sobre-foco, blanca en defoco y desaparece en foco La
zona de alrededor de la linea obscura contiene fosfatos octocalcicos (OCP), Ca® H’
(PO4)s5H,0 , pertenece al sistema triclinico, con gupo espacial Pl, cuyos pardmetros de red
son a=1987 nm b= 963 nmy c=.687 nm La linea obscura es muy sensible a la
radiacion y a los acidos organicos. No existe diferencia significativa en cuanto a las
posiciones atomicas comparadas con el resto del grano ; contiene mayor cantidad de calcio,

lo que hace suponer que probablemente se trate de una fase previa al crecimiento dental.

Palabras clave : Linea obscura hidroxiapatita, estructura hidroxiapatita bioldgica, analisis

quimico hidroxiapatita, microscopia esmalte dental.



SUMMARY

Human tooth enamel (Ca)o(PO3)«(OH); 1s @ mineral from the calcium phosphates group
and structurally belongs to the apatite family A ceramic biomaterial. tooth enamel s
constituted of diminutive crystalline grains with dark lines 1 5 nm + 0 8 in thickness running
along the center, when we observed them by trasmission electron microscope (TEM) These
lines are radiolucent, representing a contrast phase which is dependant upon the focus
black in overfocus, white in defocus, and disappearing when in focus. The zone about the
line consists of octocalcium phosphates (OCP), Ca® H* (PQ.)s5H,0 from the triclinic system
space group PIl, having parameters a = 1.987 nm, b = 963 nm and c = 687 nm The
existence of the dark line 1s very sensitive to the radiation and organic acids. and showed no
significant difference in atomic positions in comparison with the rest of the grain, but does
have more calcium, which probably means that it is a precursor phase in the enamel tooth

growth

Key words ' Central dark line (CDL), biological hydroxyapatite structure chemical analysis

hydroxyapatite, electron microscopy tooth enamel



INTRODUCCION

El esmalte dental humano (EDH), que cubre a la dentina del diente  esta constituido por
fosfatos de calcio llamados estructuralmente hidroxilapatita lLa estructura del EOH Ia
podemos clasificar segun el tamano de sus componentes de mayor a menor dimension en
prismas, cristales atomos, etc Este arreglo estructural se da de la siguiente manera el
esmalte dental esta formado, en dimensiones de micras por prismas que corren de la
superficie de la dantina hacia la superficie del esmalte  tiene aproximadamente un espesor
de 2 mm Estos prismas, a su vez estan formados por pequefos cristales de dimensiones
nanometricas Los cristalitos, que en su mayor parte son hidroxilapatita son arreglos
ordenados periédicamente de atomos de Ca. O. P e H Cuando se rompe el ordenamiento
periodico del arreglo atdmico, ya sea por planos atomicos extra o por la presencia de atomos
mas grandes o de otro elemento. se habla de defectos cristalinos en el esmaite Estos
defectos modifican sus propiedades

Un defecto que se presenta en todos los cristales de los prismas del EDH es lo que se ha
denominado linea obscura Esta linea parece ser un un defecto intrinseco de la estructura
del esmalte, es decir, la presencia de este defecto en el esmalte es necesara para que se
den las propiedades que conocemos del esmalte El trabajo desarrollado en esta tesis
pretende estudiar con mayor profundidad este defecto para la mayor compresion del pape!
que desempena en el fucionamiento del esmalte En esta seccion comentaremos [os
antecedentes, el planteamiento del problema, los objetivos, las hipotesis y la justificacion de

lo que hemos realizado



i. ANTECEDENTES

Todo lo que existe esta constituido por &tomos : el acero. la madera, las resinas. las
células,los dientes , y como parte de éstos, el esmalte no es la excepcion -

El EDH es el tejido mas denso y mineralizado del cuerpo humano,’ capaz de soportar
fuerzas similares a las que soporta el acero liviano . sin embargo, es fragil y susceptible de
dilurse con acidos orgdnicos® ElI EDH es un mineral constituido por 97% de material

inorganico ; 2% de agua que incluye lo adherido a los cristales “capa de hidratacidon” vy
menos de 1% de material orgédnico: 58% de proteinas, 40% de lipidos y pequenas
cantidades de azucares, iones de lactatos y ciatos

Entre las proteinas principales se encuentran. las fosfoproteinas, las enamelinas y las
amelogeninas, las cuales se cree que participan en el proceso de mineralizacion “El EDH
es un biomaterial compuesto por millones de diminutos granos cristalinos, como puede
apreciarse en las figs. 1a,1b.

Entiéndase por cristal el conjunto de atomos o moléculas distribuidos en secuencias
repetidas.” El esmalte es un material policristalino, cuyos cristales, en comparacion cori
otros tejidos mesenquimatosos como hueso, dentina o cemento, son de forma elongada

Cada grano en su parte central exhibe una linea obscura. Esta linea es muy importante
porque, ademas de presentar susceptibilidad a las diluciones con acidos organicos parece
estar vinculada al inicio del crecimiento del cristal y al proceso carioso " El proceso carioso
esta intimamente relacionado con el orden o desorden de los arreglos atobmicos en los
cristales de la hidroxilapatita.” "

Diversos estudios han demostrado que el EDH tiene buena correspondencia con la

121314151817

hidroxilapatita. El EDH es una hidroxilapatita impura porque acepta atomos en su
celda unitaria; la hidroxilapatita pura no existe en el organismo humano® Como
comparacion, el acero, entre mas defectos tiene, mas duro se torna; en el caso del esmalte,
se sabe que tiene gran numero de defectos estructurales, sobre todo al imicio del

crecimiento de los cristales.”



Figura i A) MEB Vista general del esmalte dental humano

Figura 1 B) MEB. La superficie del esmalte esta constituido por una masa granular



El EDH. tiene deficiencias en tres constituyentes primarios Ca . PO y OH ° Algunos
componentes son substituciones, como el Na y el K : elementos divalentes, como Sr y Ba,
pueden facilmente reemplazar al Ca. El EDH es pajo en calcio y iones hidroxidos. rico en
substituciones con impurezas alrededor de los sitios OH, sin embargo. es el tejido corporal
con mas calcio que existe La concentracion de calcio en la apatita pura es de 39 S%.
mientras que en el EDH es de 36 5% Estas impurezas contribuyen a la solubilidad del
EDH. La relacion de Ca/P observada en el esmalte dental es de 1.67. pero usualmente es
reportado dentro del intervalo entre 1.48 a 1.67.°

Los carbonatos también son parte integral de las apatitas bioldégicas, ayudan
estabilizando ia estructura y desempefian un papel importante en la maduracion del esmaite
durante la fase inicial de la formacién cariosa.”

Los carbonatos son las impurezas mas abundantes en los cristales del esmalte (3-5% en
peso), en el que existe reemplazamiento de iones de Ca por OH o Capor PO™

Una ceida unitaria es la porcion minima de espacio en una red que se repite, donde se
concentra determinado numero de atomos. La celda unitaria del EDH contiene 18 iones. en
un volumen aproximado 52.13 nm. Existen 14 redes cristalinas llamadas de Bravais. el EDH
pertenece al ej@ hexagonal primitivo con tornillo. Dentro de los grupos puntuales, el EDH
pertenece al grupo espacial P6 3m, con pardmetros de red a = 09434y c = 06881 nm ™

Las coordenadas atdmicas de la hidroxilapatita son:®

o) en6 (h): 0.3272, 0.4837, 1/4 occ=1
o) en6 (h): 0.5899, 0.4666, 1/4 occ=1
o en 12 (i): 0.3457, 0.2595, 0.0736

P en 6 (h): 0.3999, 0.3698, 1/4 occ=1
Ca(l) end4 (f): 1/3, 2/3, 0.0010, occ=1
Ca(ll) en6 (h): 0.2464, 0.9938, 1/4 occ=1
OH en4 (e): 0.0, 0.0, 0.1930, occ=1

H en 4 (6). 0.0, 0.0, 0.0617, ocec=1/2



En el Instituto de Fisica de la UNAM se vienen realizando estudios por microscopia
electrénica del EDH desde 1992 , sin embargo. el papel que desempena la linea obscura en

los cristales del EDH sigue siendo en la actualidad un problema de frontera en este campo

ii. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actuaimente, la existencia de la linea obscura en los granos del EDH esta
experimentalmente comprobada. El espesor de ésta es de 1.5 nm, lo que implica la
utilizacion de técnicas de microscopia electronica en su versidon convencional y de
resolucion atdmica. Hasta la fecha, la naturaleza de su estructura y el papel que desempena
en la estructura de los granos no ha sido dilucidada. Existen varias hipotesis acerca de la
linea obscura, pero hasta el momento ninguna ha sido satisfactoria. Por |0 tanto, en este
trabajo de tesis ahondaremos en el estudio de esta linea tratando de dar mas indicios que

nos den la respuesta sobre su naturaleza

iii. JUSTIFICACION

Si mas de 90% de la poblacion mexicana se encuentra afectada bucaimente, y sobre
todo por caries, es necesario promover y realizar el mayor numero de investigaciones al
respecto. La caries es inicialmente un proceso de desmineralizacion y existe evidencia que
la linea obscura es donde se inicia esta desmineralizacion. Si comprendemos mas la forma
en la que la estructura es afectada, estariamos en posibilidad de crear nuevas alternativas

preventivas y terapéuticas para el mejoramiento de la salud bucal.



iv.OBJETIVO GENERAL

Estudiar e identificar estructuralmente, a nivel atomico. la linea obscura presente en los
granos del esmalte dental humano, por medio de la técnica de microscopia electrénica de
transmisién, tanto convencional como de alta resolucion, es el objetivo general del presente

trabajo de tesis.

v. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1 Determinar estructural y quimicamente la linea obscura
2. Determinar estructural y quimicamente el grano del esmalte dental humano
3. Comparar la estructura y la composicion quimica tanto de la linea como del grano del
esmalte dental humano.
4. Establecer cual es el papel que desempefa la linea obscura con respecto a los granos del

esmalte dental humano.

vi. HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo
Existe diferencia significativa tanto estructural como quimica en el grano dei esmailte

dental humano y la linea obscura que lo cruza

Hipétesis nula
No existe diferencia significativa estructural ni quimica en el grano del esmalte dental

humano y la linea obscura que lo cruza.

Hip6tesis alterna
La linea obscura representa una fase distinta de la hidroxilapatita que forma el resto del

grano del esmalte dental humano.



CAPITULO |
FORMACION DEL ESMALTE
1.1 EMBRIOLOGIA DEL ESMALTE DENTAL

Uno de los problemas mas apasionantes de la biologia moderna es el analisis de los
mecanismos del desarrollo. crecimiento y diferenciacion incluyendo el dental Que
mecanismos organizan con tanta precision el principio y el fin del crecimento dental”?
.como coordina el organismo. en el espacio y en el tiempo. hasta los minmos detalies
determinando las diferentes etapas? ,como comprender la diferenciacion celular que
presentan formas, estructuras y funciones concretas? El problema consiste en entender los
acontecimientos y mecanismos de comunicacion  asociacion intracelular que dan origen a
los diferentes tepdos especializados, como el EDH Por eso es importante enfatizar en
aigunos puntos de la formacion del esmalte. con el objetivo de tener un mejor entendim:ento
de los sucesos durante este proceso

La amelogenesis en el hombre. el mono y la rata es semejante en cuanto a sus patrones
fundamentales ™

El epitelio del érgano dental es separado del ectodermo por medio de la membrana

basal, el cual se cree que tiene su origen en la cresta neural * (fig 1 1 a)

Figura 1.1 a) MEB. Elevacion del pliegue neural. (Tosney, KW ; Dev.Biol.89:13,1982)



Algunas células pulpares mesodérmicas se diferencian en odontoblastos. Estas tienen
la funcion de sintetizar y secretar colagena tipo | y proteinas no colagenas las cuales
forman colectivamente la predentina que se mineraliza por la precipitacion de los cristales
de fosfato de calcio las células de la cresta neural al entrar en contacto con el eptelio oral
adquieren el potencial para inducir |a formacion dental ™ Las factores externos deben tener
influencia en el destino de los diferentes mensajes recibidos por los tepdos  Durante el
desarrollo, los factores deben estar asociados con otros elementos como el tejido nervioso
¢ una membrana basal subyacente al epitelio oral

Diversas investigaciones han demostrado que el ectodermo oral puede potencialmente
interactuar con la papila dental El ectodermo contiene celulas de la cresta neural, las cuales
poseen mensajes para inducir la formacion dental y su posicion espacial Formaciones
dentigenas pueden observarse en el tejdo ovarco o pancreatico sin necesidad de tener
contacto con el epitelio oral “"  Algunos investigadores creen que las células epiteliales
pudieran tener receptores de superficie Ceiulas neurales interactuan con el epitelio e
inducen la formacion dental ™

La membrana basal sufre una invaginacion El mensae es una sustancia guimica
secretada por células de la cresta neural en el medio ambiente extracelular del epitelio oral
ectomesenquimatoso, esta sustancia podria ser una fosfoproteina que posteriormente se
calcificara Estas calcificaciones integraran la mayor parte del esmalte la dentina y el
cemento dental. ™" Esta sustancia proteica podria ser la transportadora de las instrucciones
del gen formador de los dientes Ciertas celulas podrian considerarse como parte de un
"sistema de inteligencia celular” regido por el codigo genético y modificado por su medio
ambiente. La sustancia se libera por exocitosis y se difunde en todas direcciones hacia los
receptores, que son ceélulas con receptores de membrana Algunos trabajos de investigacion

creen que ningun sitio del epitelio oral interactua con la papila dental para formar dientes



1.2 ETAPAS DE LA FORMACION DENTAL

1.2.1 ETAPA DE YEMA

El epitelio oral se separa de la membrana basal, donde estan constituidas las células

neuroectomesenquimatosas (fig.1.2 a).

yema r\/ campana
casquete ﬁ /\

- = formacion de la raiz

casquete avanzado Z\§—

Figura 1.2 a) Etapas de la formacién dental.

1.2.2 ETAPA DE CASQUETE
El epitelio, en |la etapa de yema, ha crecido en el mesodermo de la cresta neural para
formar una especie de casquete. Las células del estrato germinativo del ectodermo oral se

continuan con la superficie del casquete. Otras células ocupan el interior.

1.2.3 CASQUETE AVANZADO
Se inicia el desarrollo dental en el ectodermo oral, con una delgada lamina dental y una
protuberancia en donde se forma la yema dental del diente permanente. Se alarga el

casquete, el cual esta delimitado por el epitelio dental externo y el interno, el cual encierra la



papila primitiva dental, que contiene células de la cresta neural La interaccion de estas

capas produce el érgano del diente.

1.2.4 ETAPA DE CAMPANA

La Idmina dental persiste y las células se recubren con el epitelio dental externo El
aspecto externo de la campana tiene epitelio cuboidal, el cual es invaginado por redes
capllares. La membrana basal de las celulas endoteliales de los capilares y el epitelo
dental externo se encuentran separados por el tejido conectivo El epitelio dental externo
forma un lazo cervical con una capa de células columnares en el interior del epitelio dental
La membrana basal separa el epitelio interno de |a primitiva papila dental. El interior de la
campana consiste en capas delgadas de estrato intermedio adjunto al epitelio dental interno.
se pierde el reticulo estreilado entre el estrato intermedio y el epitelio dental externo La
combinacién interna y externa del epitelio dental pulpar induce a la diferenciaciéon de los
odontoblastos, en la zona donde las células de la papila dental primitiva se aproxima a la
membrana basal. La papila dental primitiva se alarga en la pulpa dental y se separa del
epitelio de casquete, y deja un espacio que contiene un material filamentoso que se cree
que es colagena tipo V.** E| epitelio dental interno estara destinado a desarrollar una capa

que formara los ameloblastos.*

1.3 INDUCCION DE LA DENTINOGENESIS

Las células pulpares causan la diferenciacion de los odontoblastos funcionales * La
induccion ocurre sin contacto celular aparente desde la membrana basal, que es separada
en dos componentes.” Una molécula desconocida, quizd una prefase de los fosfatos de
calcio, se secreta por los ameloblastos que formaran el esmalte.

Los odontoblastos se elongan como formas mas dentinarias y la membrana basal es
fagocitada por los ameloblastos, que desarrollan una superficie con numerosas

interdigitaciones y fibras coldgenas.” Algunas proyecciones son similares a las proyecciones



odontobldsticas * Las fibras coldgenas comienzan a desarrollar un matenal denso entre las
fioras © Este material es globular y forma lineas simétricas mediante macromoléculas |as
lineas se encuentran contenidas en granos alargados Estudios cuidadosos han revelad
muestras de exocitosis de granulos elongados en varios puntos del proces:

odontoblastico™ " ( fig | 3).

Figura | 3. a) Grénulos secretorios formados entre las filas (Warshasky. Scan Microsc.1:4,1987)

El proceso odontoblastico muestra ocasionalmente terminaciones en la union amelo-
dentinaria que se entrelazan con las fibras colagenas y el manto dentinario *' El manto
dentinario son fibras de colageno tipo | adjuntas al proceso odontoblastico "

Usualmente se encuentra un agregado de colageno en la dentina y la predentina Por
medio de autorradiografias se ha observado que el colageno se deposita a traves de la

predentina ™’

La union amelo-dentinaria es producto de odontoblastos y ameloblastos (fig 1 3 b)
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Figura 1.3 MEB. b) Unién amelo-dentinarla.

A esta union se le denomina enameloide. De ella se origina la forma de los dientes
alrededor de la papila dental que la contiene “ Réplicas de procesos membranosos revelan
una especie de pseudo membrana de consistencia suave que denota diferentes tipos de
fibras colagenas que le dan aspecto tubular a la dentina ™ Los tubulos odontoblasticos se
asemejan al proceso citoplasmico y contienen fibras a lo largo de ellos = La lamina mitante
entre el proceso odontoblastico y la pared del tubulo ha sido interpretada como proceso
odontoblastico " En ciertas condiciones de preparacién, el proceso puede ser alterado er
cuanto a su longitud® Existe evidencia de vesiculas matriciales semejantes a las de!
cartilago. que deben estar presentes al inicio de la mineralizacion. ™"~

Los odontoblastos son originalmente una pequena fase de la formacion del érgano del
esmalte que secreta dentina en aposicion y forma la corona del diente En la pulpa los
odontoblastos secretan dentina inducida por ei epitelio dental interno. que se diterencia en
capas de ameloblastos Sin embargo, se cree que la dentina nunca entra en contacto con
los ameloblastos

Se piensa que la secrecion pudiera contener una glicoproteina. una fosfoproteina

también existe un cierto nivel de tirosina en la predentina y representa al procolageno en la



terminal amino-carboxilo, cuando éste se secreta. Diversos estudios han revelado que
también existe fructosa glicoproteica en los incisivos de ratas” Y también como
amelogeninas en la dentina.”

Los ameloblastos no secretan matriz calcificante hasta que se desarrollan
completamente, y esto no se efectiua hasta que la dentina adquiere proteinas no coldgenas
que permiten la mineralizaciéon. Quiza el ameloblasto por si solo sea el factor de iniciacion
durante la mineralizacién *

Proteinas no coladgenas como la osteocalcina” y fosfoproteinas, han sido aisladas de la
dentina; “ se ha sugerido que el contacto entre el ameloblasto y el odontoblasto inician la

mineralizacion.”

1.4 AMELOGENESIS

Los dientes humanos poseen una erupcion limitada. El érgano dental revela un ciclo

LALLM

completo de vida de los ameloblastos durante la amelogénesis en ratas Las estructuras
del epitelio dental se derivan de la lamina basal Las células epiteliales provienen del estrato
intermedio y el reticulo estreliado. El epitelio dental externo es cuboidal y se transforma en
columnar, diferencidndose en ameloblastos.”

El reticulo estrellado varia en espesor y numero celular, engloba el espacio extracelular
que actua como proteccion hidrostatica en la fina capa de ameloblastos. La papila dental
produce la pulpa, que contiene las células odontoblasticas, con una matriz de aspecto
gelatinoso extracelular. Nervios y sangre suplen a las células pulpares y cuerpos

odontoblasticos. Alrededor de los procesos odontoblasticos se localizan fibras nerviosas que

acompafian a los tubulos dentinarios.”

1.6 LOS AMELOBLASTOS

Los ameloblastos sufren varios cambios durante su ciclo de vida, como la presecrecion,

la secrecién inicial, secrecion interna, secrecion externa y la etapa de maduracion.”



ESTADO PRESECRETOR

Se caracteriza por el desarrollo temprano del érgano dental y la papila dental El
concepto del ameloblasto es generado durante todo el ciclo de vida de éste. Y su alineacién
es en filas. Con radioautografias puede medirse el nivel del ciclo mitético mediante una
iInyeccion de H-timidina. Los ameloblastos de la pulpa se diferencian a través de la
membrana basal. Estos amelobiastos se encuentran en el interior del epitelio dental celular
Las células pulpares son inducidas hacia odontoblastos y permanecen hasta que se secreta
la dentina. *

La futura organizacion ocurre en forma de filas. Su distribucién depende de la edad de la
fila : la zona mas madura se encuentra en el centro y las filas mas jovenes a los lados, y se
encuentran entrelazadas, como se observa en las figs.|.5a, b cy d.

La zona apical es mas joven que la inicial. Se cree que la instruccién esta dada por el

REr proximo a la superficie celular.”

ESTADO SECRETORIO

En cada fila se forman los procesos de Tomes durante la secrecion. Los procesos se
inclinan en la misma direccion de cada fila del ameloblasto. En los seres humanos, cada
seis o siete filas se agrupan en bandas que corren formando circunferencias en la corona y
que corresponden a las llamadas estrias de Retzius." La matriz es inmediatamente
mineralizada y el material llamado "stippled" no se considera un pre-esmalte *

Los ameloblastos poseen dos sitios secretorios entre las filas y dentro de éstas. Una
vez que se forman las filas del esmalte se llenan los espacios entre ellas. Los dos sitios de
secrecién se unen en una sola superficie.” Durante la secrecion interna y externa los
procesos de Tomes adquieren una posicién interdigitada, cuando se inicia la formacién del

esmalte, éste no se observa .”

13
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Figurat 5 e) MEB. El esmalte dentai muestra un tejido entrelazado de franjas de hidroxilapatita En el recuadro se

muestra que también existen uniones transversales entre las franjas de la hidrowilapatita



PROCESO DE MADURACION

En este proceso se observan dos tipos de células las apicales, de consistencia suave, y
las rugosas. con modulaciones que pasan de una consistencia a la otra ”

El espacio entre las filas del esmalte s mas amplio que el interno, el cual es delgado y
eliptico (figs 1 5.8f) Entre las filas se produce una especie de capa del esmaite " El
ameloblasto posee dos tipos de arraglos en su base funcional, con nucleos altos y bajos El

arreglo de nucleos altos es mas uniforme que el de los bajos "

ETAPA DE POSTSECRECION

Intervienen los fagolisosomas que estan presentes en el citoplasma. y de ellos depende
la supervivencia del ameloblasto También se localizan en las células del estrato
intermedio "' Se produce pérdida de la polarizaciéon y acortamiento de las células en el

apex. La mitocondria, que era muy notoria, comienza a migrar a una posicion supranuclear,

y el aparato de Golgi pierde su forma tubular "

15
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Figura | 5. e) Prisma del esmaite dental humanao separado por las vainas del esmalte

Figura 1.5. f) A los lados de la vaina se observan una especie de conductos



CAPITULO I
ESTRUCTURA Y COMPOSICION DEL ESMALTE

21 EL ESMALTE DENTAL HUMANO

Por mucho tiempo, algunos profesionales de las areas biomedicas se referian a la
composicidn como estructura, por lo tanto es necesario distinguir entre ambos términos En
este capitulo, al hablar de la estructura nos referiremos a los arreglos geométricos atbmicos
en secuencias repetidas, y la composicién del esmalte estard dada principalmente por
fosfatos de calcio, que estructuraimente constituyen la hidroxilapatita, la cual es
constituyente del hueso. el cartilago, el cemento y la dentina Su formula quimica es [( Ca)s
(1) (Ca)s ( 11), (PO4)s. (OH );) " Es soluble en agua y. de hecho, si una muestra se deja sin
liquido, poco a poco se deshidrata hasta permitir la desunion de los cristales Los fosfatos
que tienen mayor importancia biolégica son los fosfatus de calcio amorfos, los
deshidratados de calcio-brushita, anhidridos de calcio-monetita, los fosfatos octocalcicos,
los fosfatos tricalcicos- whitlockita, pirofosfatos deshidratados de calcio y las apatitas ™

El material orgdnico consiste en una colagenasa tipo | La colagena consta de tres
cadenas polipeptidicas unidas entre si en forma e hélice (el procolageno) Consta de 20
aa dentro de los cuales se encuentran ghcina, alanina. prolina e hidroxiprolina, que
constituyen la tercera parte de ia molécula La unidad estructural del procolageno consta de
un arreglo molecular de 280 nm de longitud y 1 35 nm de espesor. EI colageno también
posee glucosa y galactosa [menos de 1% en peso]. El colageno tipo uno es el unico que se
encuentra en tejidos duros. La vitamina C lleva a cabo la hidrolizacion de la prolina y la
glicina que deben hidrolizarse antes de que se unan las cadenas polipeptidicas.“Respecto a
las proteinas no colagenas, se ha demostrado que el esmalte dental guarda una estrecha
relacién con ellas ; algunas matrices no coldgenas se encuentran implicadas en la iniciacion
0 inhibicién de la formacién de la apatita, tanto en vivo como in vitro *

Dos tipos de proteinas se han observado en el esmaite de bovino, el 85% de la matriz



consiste en una proteina rica en prohna llamada amelogenina, la cual es removida
probablemente por hidrolisis durante el proceso de mineralizacion la olra proteina de
importancia es la enamelina, se trata de una fosfoproteina con un peso molecular de
46,000-72,000 daltons, rica en acido aspartico y acidos glutamicos ”

En cuanto a la amelogenina. participa en el desarrollo de la matriz del esmalte Existen
dos genes relacionados con esta proteina, uno para el cromosoma X otro para Y Su
localizacion en X se encuentra en la region p 22 ' En cuanto al cromosoma Y | el locus de
la amelogenina es una area pseudoautosdémica, su afeccion esta relacionada con el
sindrome Kallmann's .Y en comparacién al gen X , este se encuentra muy disminuido '**

Las amelogeninas humanas tienen secuencia P-A-T-D-K-T-D-R-E-E-V-I-F (fig Il 1 a)
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TACCOTTCCT ATGGTTACGA GCCTATGGGT GGATGGCTGC ACCACCAAAT CATOX TG CTGT AAC AGCA
TyrProSerT yrGlyTyrGl uProMetGly GlyTrplLeuHl i1sHisGlnll elleProVal LeuderGint inHIGFrors
910 1ia xio 1I-n 11: 11“ l
GACTCATACC CTGCAGCCTC ATCACCACAT COCAGTGGTG CCAGOTCAGT AGCCTOTOAT C0CC '-\ "AA CCAATGATG
oThrHisThr LeuGlnProH isHisHisl]l eProvalVal ProAlaGinG InProValll eProGlngin ProMerMer B
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CCGTTCCTGG CCAACACTE: ATGACTCCAA TCCAACACCA CCAGCCAAAL CTLCCTOLGE COGCCCAGCA GUCCTACCAG
roValProGl yGlnHigSer MerThrProl leGlnHisH1 sGlnProAsn LeubroProf reAlaGlinGl mbroTyrolr
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CCCCAGCCTS TTCAGCCACA GCCTCACCAG COCATGCAGC CCCAGCCACT TOTGCACCCT ATGCAGCCOC TGCTGOCALA
ProGlnkraoV alGlnProGl nProHisGln ProMetGlnP roGlnProPr oValHisPro MetGlnProl eubProprocl
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GCCACCTCTG CCTCCGATGT TCCCCATGCA GCCCCTGCCT COCCATGOTTC CTCATCTGAC TCTGCAAGCTT TGGCCATCAA
nProProLeu ProProMetP heProMetGl nProLeuPro ProMetlLeuP roHisLeuTh rleuGluAla TrpFroSerT
410 4io 410
CAGACAAGAC CAAGCGGGAG GAAGTG
hrAspLysTh rLysArgGlu Gluval

Figura il.1. a) S8ecuencia de nucleétidoe y aminoéclidos de Is amelogenina humana cONA.

Se ha sugerido que el fosfato proteico es un participante en la nucleacidn (iniciacion del
proceso de mineralizacion) de la hidroxilapatita. La fosfatasa alcalina también se encuentra
dentro de la matriz, aparece donde tiene lugar el crecimiento continuo de cristales Se cree
que rompe el pirofosfato para permitir el crecimiento del cristal.”

En cuanto al agua adherida a los cristales, quizd se deba a cambios bioelectricos



ocasionados por la absorcion de iones y protones en la superficie dental * En otros tejdos
calcificados, cuando aparece el primer cristal, rapidamente brota de las paredes de las
vesiculas matriciales, cuando éstas se encuentran en los estadios iniciales de la formacién
de los tejidos duros. Todas las matrices, sin importar cuales sean. aceptan minerales en
forma de hidroxilapatita *

Estudios realizados con microscopia electronica de transmision han revelado que el EDH
es una masa formada por varillas de granos cristalinos En los granos se encuentra una
linea obscura central (CDL) de 1 a 1 5 nm de espesor. que puede o no atravesar el cristal
Y puede ser negra, blanca o desaparecer segun su, orientacion

La unidad estructural basica del cristal es el "prisma" . término mal empleado porque no
posee una geometria regular.’ El prisma corresponderia a la parte inicial de las varillas de la
hidroxilapatita. Estas varillas son producto de la secrecion varillar e intravariliar Se dice que
una parte de la varilla esta formada del mismo ameloblasto, que sus procesos de Tomes
son esenciales tanto para la orientacion como para la formacion de las varillas y la de
granulos secretorios.® Se sabe que el esmalte se forma a una velocidad de 4 micromicras
por dia.' Las varillas tienen un trayecto sinusoidal, tienden a mantenerse en hileras

dispuestas en forma de anillos concéntricos alrededor del diente (fig |1 1 b)

Figura ILI b) Disposicién en circunferencias de las franjas del esmaite a lo largo del eje mayor del diente. (Ten

Cate. Histologia Oral. Editorial, Panamericana ,1986.)



Cada hilera corre en una direccion generalmente perpendicular a la superficie del
diente, con una ligera inclinacion hacia la cuspide Existe un cambio de dos grados entre
hileras sucesivas * Los prismas del mno poseen un espesor de 297 nm. 300 nm de
longitud y un diametro de 1.03 nm, los prismas de los jovenes miden 51 4 nm de espesor,
600 nm de longitud y 5.68 de diametro Los prismas de los ancianos. 58 3 nm de espesor.
800 nm de longitud y 566 de diametro Los cristales del anciano ya no presentan
alargamiento en la direccidon ¢ y ya no existe contraste ni en la seccion transversal nien la
longitudinal “ De acuerdo con nuestras observaciones, los cristales del esmalte dental en
ancianos se fragmentan a medida que transcurre el tiempo y son menos susceptibles a la
desmineralizacion. Las hileras del esmailte en los premolares corren radialmente respecto a
la superficie externa del esmalte, corren horizontales hacia el centro y entrelazadas El
esmalte carente de varillas se localiza en los 30 micrometros mas externos del esmalte de
todos los dientes primarios y en el tercio gingival de los permanentes Cada varilla recien
aparecida mide aproximadamente tres micrometros, y gradualmente alcanzan un promed:o
de 6 micrometros. A las varillas que se entrelazan sobre las cuspides se les denomina
esmalte nudoso Y al fendmeno optico que se ve como bandas claras y obscuras producto
de la variacion varillar se les conoce como bandas de Hunter-Schreger ' Las estrias de
Retzius son conjuntos de seis o siete varillas que se observan como bandas obscuras en
cortes longitudinales y en cortes transversales como anillos conceéntricos ™ Existen también
estrias transversales que podrian ser resultado de interrelaciones entre las varillas Las
laminillas y penachos pueden observarse en cortes cuidadosamente desmineralizados. Las
laminillas corresponden a defectos lineales, los cuales contienen proteinas o desechos
organicos de la cavidad bucal. Se cree que los penachos se forman por cambios abruptos
en la direccién de las varillas y festonean el limite amelodentinario.’

Conforme a nuestras observaciones, debemos hacer notar que el EDH es muy sensible
a la radiacion y que la zona central de los cristales es la primera en afectarse. Lo que

sucede es que existe un incremento en la energia transmitida a los electrones de los atomos



de la muestra que resulta en rompimientos de enlaces atomicos y, Como consecuencia en la
relajacion de la estructura Los efectos disminuyen por arriba de 100 KV, pero desaparece el
material organico Es conocido el hecho de que los materiales que contienen agua sean de
mayor susceptibilidad en cuanto a su estructura ., tal es el caso de los fosfatos octocalcicos

que se encuentran en el centro del cristal donde se encuentra la linea obscura

2.2 LA LINEA OBSCURA

El EDH, se conforma de granos cristalinos en cuyos centros aparecen las fineas
obscuras (CDL), pero no es sino hasta las microrradiografias que se hacen mas evidentes
como se observa en la fig Il 2a y b, el interés odontolégico en estos defectos atomicos
radica en que es la zona mas susceptible a desminerahzarse por acidos organicos lo que
corresponde a los estadios tempranos de la canes dental “" También parecen estar
vinculadas al crecimiento inicial de los cristales y no son debidas a los altos voltajes El
contraste de las CDL depende de la orientacién del foco es obscura en bajo-foco
desaparece en foco y es blanca en sobre-foco ™

Los primeros reportes de estas lineas fueron en esmalte dental de roedores . aunque ya
se habian observado caracteristicas lineales en monos, perros y seres humanos, reportaban
que se trataba de una interferencia en el patrén que representaban una fase discontinua de
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los cristales y que dependia de la orientacion del foco ~ " En las primeras investigaciones. se
afirmaba que las lineas obscuras sélo representaban en 20% dé los granos ¢ Sin embargo.
observaciones realizadas en el Laboratorio de Materia Condensada del Instituto de Fisica
muestran que todos los granos del esmalte dental vistos en las microrradiografias poseen
una linea y esto depende del angulo que forma el grano con respecto al haz electronico. que

sera de 90° (fig.1l.2c).



Figura l1.2. Dependencia focal del contraste de la linea obscura. a) sobrefoco. b) en toco Notese que en (b) la inea

desaparece.



Figura 1.2 c¢) MET. Corte transversal del esmalte dental donde se muestran las lineas obscuras. (M. Gonziles, A.

Madrigal. Analisis Estructural del csmalte dental. Tesis Odontologica, UNAM, 1994.)

En cnistales de hidroxilapatita sintetica tambien se han observado las CDL y han sido
reproducidas por medio de hidrélisis de fosfatos octocalcicos(OCP) | los autores mencionan
que son defectos que también se encuentran en el esmalte la dentina y el hueso
( figs 11 2d y e) Otras opiniones afirman que las CDL no existen, que la parte central de los
granos esta hueca y que su forma es romboidal e€n vez de hexagonal , estas observaciones
fueron hechas por medio de microscopia de alta resolucion” (fig lif y g} En 1978, Dalcus: y
Kerebel explicarian que los cristales pasan de formas rectangulares a hexagonales
conforme crecen.”

En estudios hechos con esmalite fetal las CDL tambieén son observadas En éste las CDL
miden de 8 a 10 nm de espesor y solo es posible su observacion con amplificacion mayor

que 150,000 x. Este estudio se realizo con 60 cristales, de los cuales el 50% tenian defectos



Figura Il . dy e) Enla hidroxilapatita sintética también aparece la linca obscura. (Le Geros Calcium phosphates in

oral biology and medicine, San Francsisco, Cahforma, 1991.)

Figura ll. f y g) La linea obscura también es evidente por medio de microscopia con alta resolucion. g. El autor
afirma que los prismas son romboidales. { H. Warshasky. External shape of enamel crystals, 1987.)
30% eran de tornillo, 15% bidireccionales y 5% de borde " En 1962, Nylen afirmaria que las

lineas obscuras eran uniones de granos Marshall. en 1981, decia que el plano (100) no se



caracteriza por tener union de granos en estructuras hexagonales y que no era
caracteristica de las apatitas calcicas Ademas, que estas lineas a veces terminan dentro del
cristal y que probablemente se tratara de una variacién quimica de la estructura, como las
sustituciones carbonatadas o una fase compatible con los fosfatos de calcio De acuerdo con
lo observado, creemos que si existen uniones de granos, pero también se trata de una
variacion quimica. El carbonato es el componente mas abundante en peso de los cristales.
el cual es reemplazado por iones hidroxidos El total de carbonato decrece con la
maduracion del cristal y se incrementa con el tiempo Conforme decrece la cantidad de
carbonato, éste se eliminado e incorpora a la red cristalina, la cual puede ser el resultado de
la hidrélisis de los fosfatos octocalcicos (OCP). En 1965, Brown, sugiro la posibilidad de que
el OCP gradualmente se transforme en hidroxilapatita.“ con lo que debemos suponer que en
el crecimento se suceden varias prefases hasta conformar. de acuerdo con ciertas
condiciones, el EDH.

En 1985, Nelson , afirmaria que las CDL consisten en una expansion mayor de la red de
aproximadamente 20% en el centro del cristal y que corresponde a la celda unitaria del
OCP. Este puede observarse a través del plano (300) y del (600). con espacios
interplanares de 0.27 nm y 0.31 nm respectivamente El sugiere cuatro modelos para la
explicacion de estas lineas: En el modelo 1 proponia vacancias de aproxmadamente 41 nm
Modelo 2. Consistia en fallas como resultado dei vector {1/4 00]. En el modelo 3 explicaria
que el OCP se incorporaba en la apatita con direccion [010] y plano (100) y consistia de
capas de calcio deficientes derivadas de OCP con ancho aproximado de 0.51 nm, las cuales
eran fosfatos y agua Modelo 4. Afirma que son capas de calcio deficientes carentes de
vectores de desplazamiento, pero con vacancias que pudieran colapsar la estructura Se
dice que muchas investigaciones han fracasado porque el defecto es muy sensible al dafo
electronico, posee H,O y rapidamente puede desaparecer. EI OCP interviene en Ia
nucleacion de los cristales durante el proceso de la mineralizacién e interviene en el proceso

de desmineralizacion.” También se han observado las CDL en otros tejidos calcificados ”



Las CDL podrian ser un defecto bidireccional,” o el producto de sustituciones 10nicas como
las carbonatadas.”’De acuerdo con nuestras observaciones, las CDL podrian representar
una fase diferente del resto del esmalte necesaria para el crecimiento del cristal (figll g. h)

El OCP ha sido propuesto como precursor de la HA'* En las zonas [2-1-13] y [11-21].
el OCP puede detectarse en ausencia de hidrélisis del compuesto. I0 que hace pensar que
la hidrélisis del OCP crea defectos en la HA.*

En otro modelo se ha sugerido que las CDL son inclusiones de fosfato octocalcico
consisten en una celda unitaria de OCP embebida en la matriz de Ia apatita. se trata de
defectos en los planos del cristal y son vuinerables a la dilucion con acidos organicos ™

Probablemente, en la etapa temprana de la mineralizacion existan nucleaciones. y en la
segunda etapa se asocie a las CDL.“ Durante el proceso de crecimiento existe gran
cantidad de impurezas que se incorporan en el centro del cristal y producen una variacion
quimica.”

El OCP in vivo es influido por varios factores, como pH. temperatura, concentracion de

la solucién, etc., también estan presentes otros ones como son F .CO.PO Mg.citrato
oxalato, etc. El OCP denota cristales alargados estables en acido medio. se hidroliza en

v’

presencia de F, CO, Ca, o Na' “ La apatita sintética. obtenida por la hidrélisis de OCP.
muestra que el HPO. se incorpora en la apatita y disminuye cuando se incrementan el fluor
yelCO*”

Cuando el OCP se transforma en apatita (fig.llh.1) existen iones como MG.F.CO
citratos, etc., que probablemente ayudan al proceso de disolucion y reprecipitacion desde |a
unica fuente de P o Ca ; necesarios para la formacion de las apatitas sintéticas * La solucion
puede saturarse con P y Ca esta transformacion ocurre in_situ, por medio de hidrolisis
autocatalitica. En ese caso, la apatita se forma en ausencia de concentraciones criticas de

flior o (CO4)? con un pH cercano a neutral, que da como resultado una apatita deficiente

con presencia de PQ,. Se cree que incorporando Mg se estabiliza la estructura del OPC.
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La estabilidad del OCP se alcanza por debajo de 100°C y se colapsa en 200°C, formandose
otras fases . la transformacion de una fase en olra en los fosfatos de calcio puede contribuir
parcial o completamente a la disolucion o preciptacion del maternial , muchos iones se van
incorporando durante las transformaciones n situ La temperatura, el pH y la composicion

"

también pueden contribuir a promover o suprimir las reacciones

Figura . j k I} Transformacion del OCP en hidroxilapatita sintética. (Le Geros Calcium Phosphates in Oral

Biology and Medicine, San Francisco, California, 1991.)



2.3 DISOLUCION DEL ESMALTE

Para hablar de disolucion tenemos que refenrnos a la solubilidad. la cual depende de las
actividades del calcio y el hidroxido en la solucion Si el producto se satura la hidroxilapatita
se precipita S1no se satura y se disuelve  La disolucion esta confinada inicialmeante a la
subsuperficie del esmalle. pues la capa externa esta protegida por un alto contenido de
fluoruro y por una pehcuia de superficie organica procedente de la saliva Una vez que
pasen la superficie protectora, los iones y las moleculas de los acidos organicos quedan en
libertad de reaccionar con la estructura del diente y disolverla Tal es el caso de la fotografia
siguiente (fig 1l 3 a). en la que se observa que la disolucion inicio con una fractura quiza
producto de una mala oclusion, y que por medio de ella se fue filtrando el liquido bucal

hacia el interior del esmalte favorecido con un medio ambiente acido

Figura i1.3. a) MEB. La disolucidn esta representada por la caries incipiente de la foseta del diente temporal.



Como ya hemos mencionado, el primer sitio de dilucién a nivel microscépico son las
CDL del grano y Ias lineas de Retzius, a partir de éstas se extiende a las partes
interprismaticas y luego a la parte organica intracristalina. Los &cidos también atacan los
sitios de dislocaciones en el centro de los prismas, produciendo asi vacios en la parte
central de la estructura. Cuando la desmineralizacion es suficientemente ancha, permite el
paso libre a las bacterias, lo que ocasiona mayor desmineralizacion. Es sabido que. durante
un ataque acido, el material que primero se disuelve es el material organico. Con respecto a
los ataques cristalinos, éstos muestran forma de dona, igual que los observados en el

proceso carioso (fig. 1.3 b).

-
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Figura 11.3. b) Etapa Inicial de la disolucién en los cristales del esmaite dental (M.J.G. Hernindez. Tesis

Odontolégica UNAM 1994.)

El ataque se inicia en el centro del cristal ; es decir, en las CDL. Después se extiende

hacia los extremos siguiendo la direccion de los planos (120) y (100), es decir, se efectua



en direccion perpendicular y paralela a ios planos (100) de la HA Posteriormente se crean
aberturas laterales hasta producirse la fragmentacion del cristal

Un ejemplo de disolucién es el proceso carioso, caracterizado por la desmineralizacion
del tejido por acidos como el lactico y el acético, ambos producidos por bacterias Es
primariamente un proceso de lixiviacion (separacion de substancias solubles de las
insolubles)."” Los procesos asociados son. densidad baja del mineral, bajo radio de CalP,
disminuciébn en la concentracibon de Mg y carbonatos, y aumento de HPO
Cristalograficamente, existe una expansion del parametro “a” asociado al enrnquecimiento de
HPO, una expansion del cristal asociado con la disminucién de Mg y CO; e incremento de
F. EI Mg y el CO; son elementos preferenciales durante el proceso carioso. Los carbonatos
causan mayor susceptibilidad a la dilucion y existe facilidad para la hidrolizacién de DCPD y
OCP. La disolucién de los cristales se cree que debe estar gobernada por defectos
cristalinos como son las dislocaciones mas que por las impurezas Aunque se sabe que las
impurezas pueden afectar directamente las propiedades fisicas y quimicas del esmalite '

Conforme avanza la disolucion, su velocidad cambia de una reaccién de difusion a una
de superficie. A mayor temperatura, menor solubilidad. También existen otros factores que
contribuyen a la disolucion, como el pH, que cuando esta entre 3 y 4 propicia que se
reduzca la disolucion, y entre 5 y 6 ésta no se altera. Se dice que el fluoruro tiene la
propiedad de inducir la formacion de las apatitas, y es contrarrestado por el carbonato. el
magnesio y otros iones que inestabilizan la red de la apatita, al igual que otros agentes
como: pirofosfatos y otros fosfatos organicos.” La resistencia a la dilucion aumenta con la
edad. hay aumento de fluoruros y disminucién de carbonatos en la superficie del esmalte '

Los dientes temporales son mas susceptibles n la dilucion. La saliva también contribuye

al intercambio i6nico y la permeabilidad del EDH.™



CAPITULO Il
CONCEPTOS IMPORTANTES

3.1 CRISTALES Y ATOMOS
3.1.1 CRISTALOGRAFIA DEL ESMALTE DENTAL

El objetivo de este capitulo es difundir algunos aspectos teéricos del ordenamiento
atomico esenciales para entender como se comporta la materia de los compuestos que, en
este caso, serén ol EDH y sus CDL.

Cada molécula o grupo atémico es un patron repetido de celdas formadas por étomos, y
la cristalografia trata de explicarios. Se le denomina cristal al ordenamiento de los étomos en
una red que se repite.'” De acuerdo al orden interno de los &tomos, los sé6lidos se clasifican
en: cristalinos, amorfos y cuasicristales' El esmalte dental humano es un biomaterial
policristalino, el cual se puede observar en las figs.lll. ay b.

Esto puede corroborarse por |08 anillos concéntricos que forma su patron de difraccion
(fig.1ll.a) : si s6lo se formara por puntos en lugar de anillos (fig.ll.b) diriamos que el material
es monocristalino. Si se observara un solo anillo, esto representaria un material amorfo'.Las
sustancias amorfas no tienen un orden establecido y los cuasicristales representan una fase
intermedia entre los cristales y los amorfos .*

Existe un sistema ya establecido para los materiales cristalinos : los grupos espaciales
simétricos estdn representados por las llamadas "redes de Bravais"”, tabla 1. Si todos los

puntos tienen el mismo airededor en la red necesariamente son periédicos."™

32



Figura lil MET Patron de difraccién de!l esmaite dental humano A Representa & ot matera risal

Difraccion de un matenal maonocristaling



Los conjuntos de puntos en los patrones de dfraccion tambien se encuentran
representados por longitudes de onda en los difractogramas EI difractograma infenor
muestra como la senal electronica interactua co: la muestra del esmalte los picos son el
reflejo de los componentes de cada muestra y los numeros arriba de los picos san

cognotaciones de los planos preferenciales atomicos de los compuestos
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Figura lil. c) Difractograma del esmaite dental humano de anciano.



LAS 14 REDES DE BRAVAIS

Cubica
simple

']',--r‘w.,m.]

vimple

Ortarrambica

Ortarrombica
svimple

K

Romboédrica

Muonoclinica

simple

J [}
Cubica
centrada

en las caras

Tetragonal

nirada
en el vuerpx
[
[
Ortarrombica
centrada

N las bases

\Monaclinica
centrada
en las bases

<z

d

Cubica
Lentrada
en el cuerpe

Hexagonal

Orarrdambica
centrada

en las caras

Tnelinica

Tabla 1. Los sistemas de estructura cristalina de Bravais.
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Tabla 2. En el plano sélo existen 5 redes de Bravais.



El EDH pertenece al sistema hexagonal con eje de tornillo P6ym " Se les denomina
grupos puntuales a las simetrias alrededor de un punto, y de ellos hay 32 grupos La
combinacién de un grupo puntual con la simetria de una red da lugar a lo que se conoce

como grupo espacial en 2 dimensiones, obsérvese en la tabla 3

Operacidn grupo puntual simbolo
Identidad P 1
Eje 2 .r“" 2

v
R
Linea espejo o m
Eje 2 \/./’\J 2m
“%
Eje 3 o 3
d
Eje 3 Rl % 3m
3 linea espejo " dlb
P
Q.
Eje 4 ' o 4
d
Eie 4 am
4 lineas espejo
Q P
i 0
Eje 6 o ® 6
q °
Eie 6 \ V7
| ANz
6 lineas espejo % AN R 6mm

Tabla 3. Representacion de los grupos espaciales en 2 dimensiones.
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A la forma externa geométrica de un cristal se le conoce como héabito, que bajo ciertos
factores ambientales de crecimiento presenta caras planas y angulos poliédricos,

caracteristica de los cristales. Y al estudio de las simetrias se le llama morfologia cristalina.

3.1.2 OPERACIONES SIMETRICAS

Se dice que una forma o figura geométrica es simétrica respecto a una transformacion si
se observa exactamente igual antes y después de que suceda la transformacion. A las
transformaciones que no causan cambio se les denomina isométricas u operaciones
simétricas."

Las operaciones simétricas de repeticion son:

1. Traslacion

2. Rotacion

3. Reflexién (como cuando uno se ve en un espe;o)
4. Inversion (de cabeza)

5. Combinaciones como :

a) Deslizamiento : reflexién mas traslacion
b) Hélice o tornillo : rotacién mas traslacién
c) Rotorreflexién : rotacion mas reflexion

d) Rotoinversion : rotacién mas inversion.
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Las combinaciones permisibles de rotacion con traslacion determinan 230 grupos
llamados espaciales Una red es el arreglo ordenado de puntos que dividen el espacio en
porciones iguales Un punto de red puede coincidir 0 no con un atomo La celda unitaria es
la minima subdivision de una red La union de todas las celdas unitarias constituye al
cristal ** La celda unitana del esmalte dental humano se encuentra representada en la

figlli1a

Figura (li.1. a) Celda unitaria del esmalte dental humano en el plano 010.



La siguiente hgura representa la celda unitana por medio del procesamiento  digital de
imagenes que tiene dos propositos pnncipales Mejorar la apariencia visual de imagenes y

preparar las imagenes para que se midan en cuanto a caracteres y estructuras
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Figura IlI.1.TEM b) Simulacién computacional de la imagen

Una celda no unitana puede formarse por un numero n paralelepipedos Uno o varios

paralelepipedos forman una celda no unitana (figlll 1 ¢) *
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Figura Il.1. c) Sistema hexagonal de la estructura de la hidroxilapatita. 1) La regién con la linea delgada muestra

una sola celda unitaria. 2) Proyeccion vertical de la misma estructura . 3) Eje c del cristal.

Para facilitar los célculos matematicos de las celdas, se le pueden colocar mayor numero
de puntos, ya sea en el cuerpo de Ia celda o en Ias caras, por eso se dice que tal celda esta
centrada en el cuerpo o en las caras. La celda centrada en el cuerpo contiene puntos en los

vértices y en el centro. Y la celda centrada en las caras tiene puntos en los vértices y puntos

en los centros de las 6 caras (fig Il1.1.d) "~

Cuabica simple Cubica centrada en el cucrpo Cubica centrada en las caras

Figura lil. d) Modelos para las celdas unitarias cubica simple (CS), cubica centrada en el cuerpo (CC) y cubica

centrada en las caras (CCC).



Si las propiedades de un material depender: ve sus planos y direcciones se dice que el
material es anisotropico, como lo es el esmalte dental (fig I 1 e). pero st sus propiedades

no son idénticas en cuanto a sus planos y direcciones, se dice que el matenal es 1sotropico

Figura It11.9. e) Los pnismas de! esmalte muestran su anisotropia.

Para localzar los puntos en el espacio se establece un sistema de coordenadas x. y. z
donde x = a y = ab. z = ac. y donde interceptan ahi se marcara el punto La sucesion de

puntos tendra ciertas direcciones A representara al "piso” B a la "pared” y C al "techo

(Fig 1l 1 f)

Figura Iil.1 f) Planos y direcciones en la

LA estructura cristalina




Las direcciones se denotan por medio de corchetes por ejemplo [0001]. y los planos
entre paréntesis (0001) Tanto para las direccior :s como para los planos se utilizaran los
indices de Miller, los cuales se calculan de la siguiente manera
a) Se identifican los puntos en los cuales el plano intercepta a los ejes x, y, z en funcion de
parametros de red Si el plano pasara por el origen, el origen debera ser desplazado. pero
en el caso del esmalte dental el origen sera cero
b) Se obtienen los reciprocos de estas intersecciones
¢) Se encierran las cifras resultantes entre paréntesis A los numeros negativos resultantes
se les colocara el signo en la parte superior.

d) Se eliminan las fracciones y/o se reducen los resultados obtenidos de las restas a los
numeros enteros minimos.

@) Se colocan entre corchetes [ | Si se obtuviera un numero negativo, se indicara con un
signo negativo encima. Una direccion [1000] no es igual a [1000] porque sus direcciones son
opuestas.”’ Cuando ciertos grupos de direcciones son equivalentes, se les denomina famiiia
de direcciones <0001> '

Los parametros cristalograficos de la celda unitaria de la hidroxilapatita fueron descritos
por primera vez, en 1930, por S. Naray, igual que por M Mehmel en el mismo ano A las
longitudes de los lados de la celda y a los angulos entre ellos se les denomina parametros
de red, que describen el tamafo y la forma de la celda unitaria." '

Los parametros de red del EDH para el sistema hexagonal son a1 = a2 = a3 = 0.9432
nm y c = 06881 nm, donde c representa el largo del cristal. con angulos a =3 =90° , y =
120° % y para el sistema monoclinico a = 0.9557 nm, b = 2a, ¢ = 06872 nm , y = 120 36° +
0.04°. Para la hidroxilapatita pura serd a=09422nmyparac=06880nm. ay B =90°y
= 120° Parael OCP a=19715nm, b =0.9534 nm, c=0.6839 nm. En el caso del OCP,
a=9013°, p= 9219 y= 10336°"
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La fase monoclinica posee un potencial significativo en cuanto a efectos bioeléctricos
necesarios para el crecimiento de los cristales Tanto la forma hexagonal como la
monoclinica son el resultado de la acomodacion de un estado con baja energia libre La
forma monoclinica es menos soluble que la forma hexagonal y tiene forma casi
hexagonal . Cuando los cristales son observados en seccion transversal no muestran una
forma completamente hexagonal, sobre todo en la direccién [001] con éngulos de reflexion
entre 57-65° para [100], [110), (010] y (100].

El numero de atomos por celda unitaria puede establecerse mediante el producto del
numero de atomos por punto de red multiplicado por el numero de puntos de la celda
unitaria. Cada esquina constituye 1/8 de punto, las caras 1/2 y las posiciones centradas en
el cuerpo equivalen a 1 punto '” La celda unitaria de la hidroxiapatita contiene 18 iones
4(Ca”)(l), 6(Ca”)(ll), 6(PO*4), 2(OH)2 '“ De las direcciones cristalograficas la [0001] es la
mas estudiada, la cual posee 3 sitios atomicos principales. 1 Calcios Il en la posicion de
Calciol. 2. Unfosfato, 4 O, un Cal enlaposicionde Call. 3 2iones hidroxidos
Direccion (1213 ] : en el primer sitio existen 2P, un calcio en la posicionde Caly 3 O Enel
segundo sitio. 3 Ca, unoenCaly2enCall
[1210] : hay superposiciéon de un P, un calcio Il y un ion hidroxido o dos tipos de estructuras
tuneles que siempre ocurren por pares.

[(1100] : 3P,un Ca ll y 30 con cierta cantidad de Cl.
[4510]: 3Call, 3P, 60 y union hidréxido. Sitio2 - dosCay 40 *

El EDH tiene correspondencia en estas cinco direcciones con la HA esta
correspondencia fue observada por primera vez por Elliot en 1973, con una resolucion de
028"

Tres apatitas son estructuraimente muy semejantes ' la fluoroapatita, la cloroapatita y la
hidroxilapatita. De la fluoroapatita a la hidroxilapatita, a se incrementa pero ¢ no cambia,

mientras que en la cloroapatita, disminuye en a y ¢ se incrementa en longitud. Las tres
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apatitas tienen morfologia hexagonal y monoclinica La diferencia radica en sus diferencias
de tamanio en los triangulos de caicio La distancia Ca-F en la fluoroapatita es de 2 288 +
0009 A®° mientras que en la hidroxlapatita es de 2355 + 0009 mnm . en las tablas
internacionales de rayos X para la cristalografia, la distancia Ca-F ha sido establecida en
230 y .241 nm. Estas distancias interatomicas de las apatitas fueron descritas por primera
vez por R A Youngy JC Elliot en 1966 , encontraron que la distancia entre los calcios es
de 235 nm, del calcio al oxigeno es de 238 nm, del calcio al hidrogeno es de 270 y del
hidrégeno al caicio .317 nm. El volumen de la celda unitaria de la hidroxiapatita es de 52 13
(nm)°, de la fluoroapatita 52 9 (nm)* y de la cloroapatita 54 52 (nm)* '

En cuanto a las CDL. se compone de fosfatos de calcio, cuya férmula es CagH,

( PO4) 6 5 H,0, es decir (OCP). Este compuesto pertenece al sistema triclinico. con grupo

espacial P1(fig.1ll.1 g)*. Su espectro y suimagen piieden observarse enla figlil 1 h

Figura I1.1. MET. g) Microrradiografias dei fosfato octocélicico [OCP].( Le Geros Calcium Phosphates in Oral

Biology and Medicine 1991).



Ju /MN\AM»/ % K

.r 5 = h }9 A T S
Uittracton angie
L PO PO M
\ \ ,.
HOH l\r f"
H‘l-'i 2] IJ N ’ } L
1 I '
| ‘
wli P
4 ‘:""—v 3 X 2 O 1 5K Tu. ._1:- l“—'

Frequency cm '

Figura lil.1. h) Difractogramas de rayos X. i) Espectro de infrarrojo del fosfato octocdlicico.

3.1.3 IRREGULARIDADES DE LOS ARREGLOS ATOMICOS

Todos los materiales poseen irregularidades llamados defectos Estas irregularidades
son de nivel atdmico Existen tres tipos basicos de defectos en una red:. los lineales
(dislocaciones), los puntuales y los de superficie

Para el tamano del grano se utiliza el indice ASTM (grain size number) Es la medida de
los granos en un material cristalino, obtenida multiphicando por 100 el numero de granos por
pulgada cuadrada que hay en una amplificacion Su frontera es el limite entre dos granos y
se considera un defecto de superficie' Esto seria lo que corresponde a las vainas del
esmalte, que son la frontera entre las franjas de la hidroxilapatita dental.

Se considera vacante el espacio libre que se crea cuando un atomo es retirado de un
nodo o punto de red."”

Las dislocaciones son de tres tipos: las de tornillo, las de borde y las mixtas'(lll.1.3ay b)



Figura lil.1.3 a) Dislocacién de borde; b)dislocacién de tornliilo

1) De borde. Corresponde a un medio plano intercalado en el cristal Si la dislocacién esta
arriba, se dice que la dislocacidn es positiva, y si esta por debajo, negativa

2) De tornillo. Se presenta cuando hay un deslizamiento de una parte del cristal con
respecto a otra parte (como un torcimiento)

3) Mixta.

El EDH posee gran numero de disiocaciones, tanto de borde como de tornillo
La direccion y la distancia en la que se desplaza una dislocacion recibe el nombre de vector
de Burgers.** EI movimiento de las dislocaciones ayuda a explicar como se deforman los
materiales y como se incrementa la resistencia mecénica de éstos.

El deslizamiento cruzado ocurre cuando se mueve el plano, encuentra algun obstaculo y
se desvia cruzando hacia otra direccién. Cualquier imperfeccion en la red incrementa su
energia interna, los atomos se compactan y existe compresion o son forzados demasiado. Si
la dislocacion encuentra una zona donde los atomos han sido desplazados, se requiere de
un mayor esfuerzo para forzar a que la dislocacion pase por una zona de alta energia ; por
esta razéon, el material se vuelve mas resistente cuando tiene otros defectos que
obstaculizan el paso de las dislocaciones. Los defectos puntuales de una red son la

ausencia de uno o varios atomos, se dice que contiene impurezas "



El EDH contiene gran numero de impurezas crea un hueco o vacante y representa
menos de un punto por milién * Los defectos puntuales distorsionan el acomodo de [os
atomos vecinos y producen un colapso hacia el defecto, estirando los enlaces entre los
atomos, y se produce asi un campo de esfuerza de traccion Los defectos intersticiales se
forman cuando se intercepta un atomo adicional en su intersticio y no en un nodo normal
(punto de red). Un defecto sustitucional como su nombre lo indica, @s aquel en que un
atomo de red es reemplazado por un atomo diferente Tanto el defecto intersticial como el
substitucional se presentan como impurezas ¢ pueden ser introducidos como elemento de
amalgamacion. El defecto de Frenkel es una pareja de defectos puntuales producidos
cuando un ion se mueve creando un intersticio y dejando asi una vacante El defecto de
Schottkey es un par de defectos puntuales unidos 16nicamente Y para mantener una carga

neutral, se deben formar vacancias tanto en el anion como en el cation

3.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA

El microscopio es un instrumento auxiliar de la observaciéon, herramienta fundamental
para la investigacién de la microestructura con poder de andlisis - El concepto resolucion
esta relacionado con una de las principales ventajas que tiene un microscopio ¢on respecto
a otro, y podriamos definirla como la capacidad de distinguir entre dos objetos separados a
una distancia determinada en la realidad." E! ojo humano tiene una resolucion de 0.1 mm
una lupa, de décimas de milimetro , un microscopio 6ptico bueno, de 200 nm con aumento
aproximado de mil veces ;, un microscopio electrénico de bammdo, de 0.001 nm con aumento
aproximado de 10,000 veces, un microscopio de transmision, 1 nm con aumento
aproximado de 200,000 veces, y uno de alta resolucién, 0.17 nm con aumento aproximado
de un milldn de veces. La invencion del microscopio éptico se debe al holandés Zacharias
Jansen de Middleburg, en 1590, el cual era fabricante de anteojos. Para 1878 Ernst Abbe
anuncié que el microscopio 6ptico ya habia alcanzado su limite de resolucion y que era

necesaria una nueva fuente de radiacién con longitud de onda mas pequefia. Demostr6 que



el poder de resolucion de un microscopio seria la mitad de la longitud de onda empleada
para formar imagenes. En 1924, Louis de Broghe dedujo que se podria calcular la longitud
de onda esperada para una particula con cierta masa

De acuerdo con la constante de Planck wuna particula en mavinuento es inversamente
proporcional a su momento La naturaleza hene una doble 1dentidad es onda y/o es
particula® Toda particula tene una longitud de onda y toda onda se asocia con las
particulas. Ernest Von Ruka utilizo por primera vez. en 1930, los electrones como fuente de

iluminacidn y construyo el primer microscopio electronico (fig Il 2 a).

.

| T

Figura 111.2. a) Primer microscopio electronico, construido por Ernst Von Ruka.



Algunas de las diferencias mas importantes entre el microscopio 6ptico y el electronico son
1) El microscopio dptico utiliza lentes de vidrio, mientras el electrénico usa bobinas
electromagnéticas y por eso se les denomina lentes electromagnéticas.

2) El microscopio slectronico trabaja con un vacio de al menos 10 lton mientras que en el
Oplico no es necesario

3) EI microscopio 6ptico tiene una distancia focal fya, y el enfoque y la amplificacion se
realizan por medio del revélver En tanto que en el microscopio electrénico el enfoque y la
amplificacién se realizan al vanar la corriente de las bobinas, es decir, de las lentes
electromagnéticas

4) EI microscopio Optico utiliza lentes tanto convergentes como divergentes. mientras que el

electrénico sélo utiliza las convergentes .

3.21 MICROSCOPIOS DE ALTO VOLTAJE

La primera generacion de microscopios electrénicos aparecid en 1932 y fue hasta
1950 cuando se empezaron a utilizar voltajes de 40 a 70 KeV  Mas tarde, el maximo voltaje
fue de 100 KeV, producido comercialmente. Muestras de 50-300 nm pudieron ser
observadas. Posteriormente se producirian generadores con voltajes con mayor seguridad
de operacién y estabilizacidén del voltaje. Los avances en la electronica hicieron posible
sistemas mas compactos, ya que en el pasado se decia que para un voltaje de 500 KeV, se
necesitaba de la instalacién de todo un edificio (fig.3 2.b). Afortunadamente, en la actualidad
es factible la fabricacion de microscopios de 400 Kv, los cuales caben en un gabinets,
porque entre mayor sea la energia de aceleracion, mas corta serd su amplitud de onda.
Mientras mas pequena sea la longitud de onda, mayor sera la resolucion.

El microscopio de alta resolucion del Instituto de Fisica trabaja con un voltaje de 400 Kv,
el cual fue el primero en su clase en América Latina. En la actualidad Japon plantea la
posibilidad de tener un microscopio electrénico de ultraalta resolucion, el cual trabajaria con

un voltaje de 1300 KeV y tendria una resolucién de 0.104 nm.



322 LA IMAGEN

De acuerdo con el mecanismo de Coulomb |a ! )

1 Numero atomico de la muestra
Espasor de la muestra

i Densidad atomica

4 Apertura del angulo

5 Voltae

Figura 3.2, b} Antiguamente se necesitabio de gion

CEPACIOs para Instalar un microsc apo electromico



Cuando un haz de electrones pasa por la muestra, parte del haz sufre una dispersion
eldstica (sin pérdidas de energia) y otra parte sufre una dispersidn inelastica (con pérdida de
energia) la cual puede ser considerable En la practica, una buena imagen dependera en
gran parte del voltaje adecuado; entre menos pérdida de energia. mejor sera la resolucion ,
entre mas gruesa la muestra, mayor pérdida de energia En algunas ocasiones es necesaria
la observacion de muestras gruesas, por lo que es preciso que los microscopios sean de alto
voltaje. Si bien es cierto que a mayor voltaje 1ayor resolucién, con un voltaje alto no
sobrevive el material organico. Por eso, nuestro eétudlo estara enfocado prirnordialmente al
material inorganico, que constituye 97% del EDH.

Los electrones que se generan en el microscopio son particulas cargadas que viajan con
determinada velocidad a través de un campo magnético y con una fuerza perpendicular al
plano formado por la direccibn de movimiento y la direccion del campo magnético El

electron es impulsado hacia el eje 6ptico més una rotacion alrededor del mismo

Onda larga y velocidades de los electrones con energias variables *

U (kv) (nm) A v(10° cm/s)
40 .00601 1.1216
60 .00487 1.338
80 .00418 1.506
100 .00370 1.644
200 .00251 2079
500 .00142 2.587
1000 .00087 2.822
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3.2.2 MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION

Consiste fundamentaimente en un cafén de electrones como fuente de lluminacién y
diferentes tipos de lentes electromagnéticas’ (fig lll 2 ) Un cable de alto voltaje calienta un
filamento de tungsteno hasta la incandescencia. el voltaje oscila entre 2-3 volls. el cual
produce una briltantez de 5x10 amp/cm La brillantez de un punto de la imagen dependera

de la absorcion de luz de diferentes partes de la muestra

-
Cable de alto voltaje -l
ﬁ:i. : ':L\—r‘—*,_
(& o ¥y 55 S
canon de electrones lo |

anodo _

2a. lente condensadora
imagen wobbbler
astigmatico de la
Jlente condensadora
s B

~ camara de la muestra

aperiura objetiva

embobinados

apertura de la lente objeliva

1~l dela 1a lente intermedia
A dela 2a lente intermedia
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” % q é( j -— camara fotografica

L JL

folograficas

Figura lil.2. a) Microscoplo electrénico de transmisién, mostrando sus diferentes componentes.



Los electrones producidos por el filamento de tungsteno quedan encerrados en el caion de
electrones, y son acelerados por el anodo y la unidad Wehnelt. El haz de electrones es
condensado por medio de un par de lentes electromagnéticas. Estas lentes poseen una
apertura entre 40 a 100 micras y en seguida encontramos el portamuestras El haz sigue su
recorrido hacia las lentes objetivas , con éstas se logra obtener imagenes de la muestra y
patrones de difraccion. La imagen "comun” o de campo claro se forma en el plano imagen y

los patrones de difraccion en el plano focal (fig.111.2.2).

Muestra

operturg ——
objetiva

Imagen

) (b)

Figura 111.2.2. Formacién de ia imagen en el microscopio de transmisién. a) Campo claro, b) campo obscuro.

El haz continia su trayecto hacia las lentes intermedias, que junto con las objetivas y
las proyectoras amplifican la imagen aprox. 8,000-200,000 x. Debajo se encuentra la
ventanilla donde observamos la muestra. En la parte inferior del gabinete encontramos los
depoésitos de las placas fotogréficas y junto a éstos la cdmara fotogréfica. El microscopio

trabaja con un vacio de 10 o 107 torr,
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3.2.4 MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

El primer microscopio de este género fue construido por Manfred Von Ardenne en 1938 °
Este tipo de microscopios, en comparacion con ios épticos, posee mayor resolucion y mayor
profundidad de foco. Las sefales que no atraviesan la muestra son la base de la
microscopia electrénica de barrido'’ (MEB, fig Il1.2.4 a), es decir, un fino haz de electrones
se enfoca sobre la superficie de la muestra y, debido a las bobinas de reflexion, el haz
electronico barre la muestra de la superficie. Generalmente. si se desea estudiar la
topografia de la muestra, se utilizan los electrones secundarios, 0 cuando se desea
examinar la subsuperficie (6 micromicras por debajo de la superficie), se pueden utilizar
también electrones retrodispersados con el fin de obtener un mejor contraste de la imagen.'

Con MEB podemos lograr imégenes de la morfologia y analisis quimicos de la
superficie y de la subsuperficie, con la posibilldad de obtener informacion sobre la
orientacién del cristal, la composicion quimica o el potencial electrico del material Los
electrones que quedan dentro de la muestra nos dan informacién de la conductividad de la
muestra.'

3.2.5 MICROSCOPIO ELECTRONICO DE ALTA RESOLUCION

La caracteristica principal de este tipo de microscopios (fig.lll.2 4.b) es un aumento en la
capacidad de resolucién a 0.17 nm, es decir, resolucion atdmica, y sus imagenes consisten
de puntos. Posee una lente objetiva de alta calidad que incluye una lente auxiliar que
permite disminuir la aberracion esférica. En imagenes de alta resolucion deben tomarse en
cuenta los efectos de aberracion y desenfoque de las lentes objetivas para evitar sesgos en
la interpretacion de las imagenes. Es una de las técnicas que produce informacion acerca de
la forma y estructura atémica de particulas pequefias. Conforme aumenta la energia de los
electrones, la longitud de onda disminuye y la posibilidad de alcanzar resoluciones atémicas
aumenta cuando la energia se aproxima a 1 MeV.' Al instrumento que es MEB y TEM, y
ademas posee un detector de rayos X, se le conoce como microscopio electrénico

analitico."”



Figura 111.2.4 Tipos de microscopios ; a) de barndo, b) de transmisién y c) de alta resolucion



326 TIPOS DE SENALES GENERADAS DURANTE LA
INTERACCION DEL HAZ ELECTRONICO CON LA MUESTRA

Los diferentes disefos de los microscopios dependen de la informacion que se requiera

extraer de la muestra, y su interaccion con de los electrones determinara el tipo de analisis.

haz de electrones
Existen sefales provenientes de los electrones :

electrones electrones
1. Retrodispersados auger secundarios
2. Secundarios electrones
rayos x retrodispersados

3 Transmitidos

Muestru

4 Difractados electrones absorbidos

5. Auger y rayos X
electrones
difractados

electrones
transmitidos

Figura IH.2.6 Tipos de sefales.
1y 2. Nos proporcionan informacion sobre la superficie de la muestra
3 y 4 Dependen de la estructura interna de la muestra y nos dan informacion de la
estructura atbmica
5 . Dependen de la composicidn quimica de la muestra.'”

Para estudiar la estructura de algun matenal. como sucede con el EDH. también
podemos utilizar técnicas complementarias, como es el campo claro y el campo obscuro El
campo claro se obtiene permitiendo que el haz central de un patrén de difraccion forme la
imagen y se produzca en el plano imagen de la lente objetiva, como se puede apreciar en la
fig.l11.2.6 a. EI campo obscuro es el resultado de dejar pasar uno de los haces difractados.
como se aprecia en la fig.lll2.6 b. Estas técnicas nos permiten conocer aspectos
cristalograficos y morfoldgicos de la muestra, tamafo del grano de la muestra, asi como

planos atdmicos que se producen en el plano focal



Figura (11.2.86 MET. a) Imagen en campo claro del esmaite dental; b) imagen en campo obscuro del mismo

biomaterial.
3.2.7 LA DIFRACCION

En México, las técnicas de difractometria han alcanzado un papel relevante tanto para la
industria como para la investigacion cientifica Los estudios de difractometria son
importantes porque pueden utilizarse para la identificacion de estructuras no conocidas
mediante de las distancias de red del material . para el caso del EDHI y las CDL, ya se
encuentran establecidos estos parametros de red y fueron descritos en el capituln 3 sobre
cristalografia. Gracias a estos estudios, es posible identificar basicamente. los arreglos
espaciales que van del punto central a cada uno de los extremos y las intensidades de estos
puntos que van del punto central a los puntos extremos ; también podemos conocer la
longitud de los enlaces, las conformaciones y configuraciones de los materiales por medio
de las orientaciones del cristal, si existen direcciones preferenciales o defectos en el
material."*

Los primeros estudios sobre el comportamiento ondulatorio y la difraccion se debieron a
Grimaldi (1655), Huygens (1690) y Young (1807), y fueron consolidados por Rowland (1881)
y Kirchhoff (1876). La naturaleza de la radiacion de los rayos X, precisada por Roentgen en

1895, qued6 establecida a través de los experimentos con la difraccion. En 1924, L. de



Broglie postularia que un electrén esta asociado con un comportamiento ondulatorio Es
decir, se estableceria que una particula se podria comportar ya sea como corpusculo o
como longitud de onda bajo ciertas condiciones Por lo tanto, se penso en la posibilidad de
utilizar la funcion de longitud de onda para obtener las intensidades de los haces
difractados. Si los electrones, los fotones provenientes de los rayos X y los neutrones se
consideran como particulas, tendran diferentes comportamientos al considerase cémo es
que chocan o colisionan las particulas con el material, qué fue lo que los generd y como se
detectaron. En cambio si a éstos se les considera por su propagacion a través del espacio
sin pérdida de energia. las radiaciones pueden considerarse como ondas. En el caso de los
rayos X, las ondas se producen cuando un electrén saita de un nivel a otro de energia , sin
embargo, en el caso del foton y del electron, su origen no se puede precisar y se dice que
aproximadamente es la media de la longitud de onda ' El patron de difraccion consta de un
arreglo de puntos luminosos que, en el caso del esmalte dental, formara una figura
geométrica hexagonal, producto del choque del haz de electrones con los atomos de la
muestra (figs lil.1 ay b) El fendmeno de la difraccion ocurre cuando, al incidir un haz de
electrones sobre un cristal, el haz se dispersa. La luz no se propaga en linea recta cuando
pasa por cada uno de los extremos de la superficie, sino que se "dobla" . a esto se le
denomina difraccién, fendbmeno que se debe a las vibraciones de los distintos puntos de la
superficie de la onda. Las ondas se refuerzan unas con otras y eso se llama interferencia
constructiva.'™

Algunas de las diferencias en los patrones de difraccion entre los diferentes grupos de
edad del EDH fueron descritos por J. Reyes y col. en 1994 . describian que las muestras
de esmalte de dientes deciduos con la apertura del area selecta mostraban un semiarco
intenso y con orientacién preferencial sobre el eje mayor. El esmalte de j6venes
presentaba arcos concéntricos, habia desaparecido el plano (0O02) y también presentaba
direccion preferencial. Y se afirmaba que en el esmaite de anciano no mostraba direcciones

preferenciales."



3.28 LEY DE BRAGG

En todos los fendmenos de difraccion existe una relacion entre la direccion del haz
incidente, la orientacion del cristal y la direccion del haz difractado. que es Io que se conoce
como ley de Bragg. Esta ley expresa que las amplitudes de dispersion debidas a un numero
muy grande de centros dispersos, situados en los puntos de red, deben estar en fase
perfecta. Los haces dispersados interfieren constructivamente en determinadas direcciones
después de que interactua el haz con la muestra , el angulo de extension de la incidencia.

entre el haz primario y el secundario, es el angulo de difraccion 26 (fig 111.2 8)

Ravos X hifractad

Figura 11.2.8 a) Interferencia constructiva,

Para calcular la amplitud de onda difractada en una celda, debemos tomar en cuenta el
factor de estructura, que se utiliza para determinar las amplitudes de las ondas difractadas
en las diferentes direcciones del cristal, y que se define como la amplitud de la onda
difractada por celda elemental en una determinada direccién cuando el electron difracta en

un punto tomado como el origen '*



3.2.9 INDEXACION DE PATRONES DE DIFRACCION

El problema de la indexacién consiste en que los datos experimentales sélo son posibles si
conocemos las distancias interplanares y la relacion entre ellas, a través de los pardmetros
de red de la muestra analizada
1. Se miden las distancias de un punto a otro, denominados punto R1 y R2
respectivamente, los cuales separan al punto central (haz transmitido) de los dos puntos
més cercanos G1y G2
2. La constante de camara A (que se obtiene con el voltaje del microscopio) se convierte a
distancias interplanares d1 y d2. Se checan las tablas interplanares y se eliminan todos los
planos que se encuentren muy alejados
3. Se mide el angulo alfa que hay entre los puntos elegidos y se compara con los angulos de
las tablas, y quedan sélo 2 o 3 familias que se acoplan tanto a las distancias como a los
angulos.
4. Se suman los vectores de los planos, se compara el valor obtenido con la distancia del
punto central a los puntos G1 y G2, y se eliminan las combinaciones para que quede solo
una.
5. Para seleccionar la direccion del haz, se efectua el producto vectorial entre dos puntos del
patrén de difraccion. La direccion perpendicular al plano de red reciproca (la fotografiada) es
casi paralela a la direccion del haz, siendo los angulos muy pequefios. Ya existen
programas computacionales que calculan las distancias interplanares, como el
MACTEMPAS, ALAEP e INXPAR, que facilitan estos calculos.

Algunos de los datos interesantes interpretados por la técnica de difraccion han sido
reportados por Reyes y col. en 1996, donde describen el orden y desorden estructural de la
hidroxilapatita, la densidad de los defectos, la modulacién estructural y el efecto en el

tamano de los granos.'



CAPITULO IV
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1 ORIGEN DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS

Se trabaj6 con 15 dientes extraidos en la clinica de exodoncia de la Facultad de
Odontologia por razones ortodénticas o periodontales y dientes deciduos al término de su
exfoliacion. Los quince dientes fueron seleccionados de la manera siguiente: cinco dientes
de nifios al término de su exfoliacion, cinco premolares de jovenes hasta 25 afos de edad y
cinco dientes de ancianos con mas de sesenta afos. Ninguno de los dientes presentaba
alguna alteracion morfolégica aparente, no estaban cariados ni obturados Soélo se tomé en
cuenta una sola muestra con caries para ver la disolucion que se presentd en el material Se
realizaron aproximadamente 3 cortes por diente, siempre y cuando los dientes no estuvieran
muy céncavos.

Una vez extraidos y lavados con agua destilada, fueron transportados inmediatamente al
laboratorio de Materia Condensada del Instituto de Fisica.

Primero fueron lavados nuevamente tres minutos con agua destilada y se desinfectaron
con dos gotas de thymol. Inmediatamente se procedi6 al corte. Los dientes fueron cortados
tanto transversal como longitudinalmente mediante una recortadora marca Jean Wirtz

(fig.IV.1) con disco de diamante de 4 por 3 pulgadas de didmetro

4.2 PREPARACION DE MUESTRAS PARA MEB

El diametro del corte para las muestras de barrido fue de 2 mm por 4 mm de longitud. Y
para transmision y alta resolucion fueron mas pequeros que las rejillas que se iban a
utilizar. Se realizaron un total de 32 cortes.

Cada corte se pego en el portamuestras de la pulidora con termoplastico derretido . y ya
fria se procedio a desbastaria en la pulidora (fig.IV .2) hasta lograr que quedara plana con
terminacion espejo .

Los cortes no debian tener rayaduras para que pudieran observarse en el MEB,se grabo

con acido fosférico por tres minutos, se lavé profusamente la muestra con agua destilada, se



dejo secar y luego se depositd una capa fina de carbén u oro sobre ella en |la evaporadora

(fig. IV.3) para que la muestra se hiciera conductora
4.3 PREPARACION DE MUESTRAS PARA MET

Las muestras para MET deben ser menores que las muestras para MEB Primero se
procedid a desbastar la muestra grande con la pulidora hasta obtener espesores menores
que 150 micras , no debia tener ralladuras y debia pulirse con un pafo mojadc en alumina
de grano muy fino por un lado, hasta lograr una terminacion espejo, Y a partir de este
momento, pasaria al dimpler (fig.IV 3.1), con el objeto de obtener muestras con espesores
menores que 12 micras y pulidas del otro lado, también fue necesario para la observacion
posterior desbastar la muestra en forma de cazuela y puliria con aluminia ésto se realizé con
un disco delgado que tiene el aparato El material asi procesado se veia casi transparente

Una rejilla de cobre con un orificio en el centro se adhirid sobre la muestra, y se verifico
que la cazuela hecha por el dmpler quedara centrada La rejilla se pegé con silicon Devcon
“5 minutos” y esperamos de 10 a 15 minutos a que quedara bien fjja

Para un desbaste mas fino. la muestra se traslado al dual ion mill (aparato que desbasta
i6nicamente por capas) el cual puede observarse en la figlV32 La finalidad era una
perforacion pequefa central, necesaria para poder observar las muestras por el microscogio
electrénico de transmision y el de alta resolucién También las muestras deben recubrirse

para hacerlas conductoras.

4.4 ANALISIS QUIMICO DE LAS MUESTRAS

Realizar microanalisis de los materiales es fundamental para conocer el tipo de
elementos con que cuenta el material, dbnde y cdmo se encuentran éstos organizados

Existen cuatro técnicas principales para efectuar microanalisis. tanto cualitativa como
cuantitativamente. La primera es la microsonda electronica, que usa dos tipos de
espectrometros. el de dispersion de energia (EDS) y el de dispersion de onda (WDS) El
EDS que utilizamos usa un detector para muestras sélidas, que al interactuar con los rayos
X (radiaciones electromagnéticas entre 005 y 125 KeV) produce un pulso eléctrico
proporciona' a la energia de los rayos X. Si se conoce el numero de pulsos y su intensidad,

puede medirse la energia de los rayos X y la composiciéon quimica de la muestra, ya sea en



forma de polvo o de pastilla ; detecta desde el Na con peso atomico de 11 hasta elementos
muy pesados. El WDS posee menores ventajas que el EDS, sobre todo en cuanto a su
resolucion, de 200 en EDS a 10 eV en WDS. La segunda técnica es la espectroscopia de
electrones Auger : recoge y cuenta los electrones Auger emitidos dentro de una banda de
energia de atomos del solido. La tercera es la espectroscopia de emision ionica, que mide Ia
razébn carga/masa de los iones secundarios. La cuarta técnica es la microsonda laser, la cual
solo detecta elementos quimicos con peso atdmico mayor que 10.

El analisis utilizado para el analisis estructural del EDH se hizo por medio de
espectroscopia por pérdida de electrones (EELS. electron energy loss spectroscopy).
método auxiliar para la detecciéon de electrones ligeros, espesor de la muestra, tipo de
enlace atomico que constituye la estructura Este analisis se realiza en el TEM y puede
realizarse por dos métodos: a partir de la imagen o por medio de la difraccién explicada en

la secciéon 3.2.7.
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fig IV.1 Recortadora

fig IV 3 2 Dual 1on mill

fig.IV 2 Pulidora

tig.\V 3 Evaporadora

fig.Iv.3.1 Dimpler



CAPITULO V
RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resullados obtenidos de los analisis tanto estructurales
como quimicos realizados en el EDH mediante diferentes técnicas

Las muestras fueron observadas por microscopia electronica de transmisidn y de
barrido, asi como por técnicas de andlisis de rayos X Con el uso de estas técnicas en sus
versiones mas modernas, nos permiti6 obtener mayor informacion sobre las caracteristicas

estructurales del esmalte dental

5.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DEL ESMALTE
DENTAL

La microscopia electrénica de barrido nos permitid observar las unidades estructurales
basicas del EDH, conocidas como prismas o varillas Estas se observan en las figuras i de
la pagina 2, en donde ademas se puede observar la superficie del esmalte a baja
amplificacion (fig.i a, b) y los cambios de contraste a medida que se aumenta la
amplificacion Los prismas o varillas estan altamente calcificados y los separa una pequefa
capa de material organico llamada vaina. Estas vainas se muestran en las figsl5 e y f.
donde la zona vacia que rodea al prisma fue originalmente ocupada por material organico
El espesor del prisma es de aproximadamente 5 micras, variando cerca de 1 3 veces en la
superficie exterior con relacion a su tamafo en la unién amelodentinaria. Los prismas
también se observaron por microscopia de fuerza atomica (fig.V), en donde se puede
apreciar que el contraste no cambia mucho respecto a lo observado en las imagenes de
microscopia electronica de transmision. En este caso, no fueron grabadas por acido
fosférico, por lo cual el material organico todavia se encuentra rodeando a los prismas y no

existen concavidades grandes, como en el caso de la microscopia electronica de barrido

(figrayb)
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5.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DEL
ESMALTE DENTAL

Al observar los prismas por MET. se comprueoa que estan formados por un conjunto de
granos nanométricos, como se observa en la fig.lll.26 ay b Estos granos estan formados
por celdas unitarias de HA, lo cual se confirma por los patrones de difraccion obtenidos En
las figs Il se presentan los patrones de difraccion de los granos cristalinos. La fig Ill a
muestra el patron de difraccion producido por un conjunto numeroso de granos, el cual al ser
indexado presenta las distancias interplanares de la HA La fig lll b presenta el patrén de
difraccién producido por un solo grano del esmalte dental Al indexar estos patrones de
difraccion, se encuentra que son consistentes con una celda unitaria hexagonal de
dimensiones a = 0943 nm ¢ = 0.6881 nm , que corresponden a la forma hexagonal de la
hidroxiapatita. En la fig.lll.1.a se muestra la celda de la HA y la distribuciéon en ella de los
atomos de calcio, fosforo, oxigeno e hidrogeno. La forma en que se apilan las celdas
unitarias de la HA para formar los granos del esmalte dental se presenta enla fig lll 1 d

Como se coment6d anteriormente, los granos del EDH presentan, como parte de su
contraste en las micro-radiografias de MET, una linea en su parte central, la conocida linea
obscura. La dependencia de esta linea obscura respecto al desenfoque se muestra en la
fig.Il.2, en donde también se observa el grano del esmalte dental por microscopia electronica
de alta resolucién en la fig.V.l.a, tiene presente la linea obscura, sin embargo, en lafigVIb
esta ha desaparecido.

El contraste que presenta la CDL en las imagenes de microscopia de alta resolucion
puede mejorarse o incluso eliminarse por técnicas de procesamiento de digitalizacion de
imagenes. Esto se muestra en la fig.V.l en donde la técnica de procesamiento de
digitalizacién de imagenes se ejemplifica. En la fig.a se muestra una porcién del grano del

EDH en alta resolucion.
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En la figura V. | e, la imagen fue procesada por medios Opticos y se obtuvo su patron de
difraccion, cuyos puntos pueden se manipulan de tal forma que se puede mejorar ei
contraste de la imagen (fig V.| b) o incluso eliminar la imagen de la CDL (fig.V I c) o bien
dejar unicamente el contraste de la CDL (fig V.l.d). De esta manera, con la técnica de
procesamiento de digitalizacion de imagenes el contraste de la CDL puede realzar y mostrar
con mas detalle su estructura, como lo muestra la figV.2., en donde se ha sefalado con

flechas la posicion de la CDL.

5.3 ANALISIS QUIMICO DEL ESMALTE DENTAL

El andlisis quimico del EDH, realizado por rayos X con la técnica de polvos, nos muestra
que la estructura de éste se compone de HA de una forma homogénea En la fig V31
observamos el espectro obtenido por espectrosropia de divisidbn de energia de rayos X
(EDS), el cual nos muestra los elementos principales de la HA. En este espectro también se
muestran algunos elementos adicionales, como sodio, magnesio, aluminio y silicio Esto nos
demuestra que el esmalte dental esta formado por una HA impura, es decir, porque contiene
varios elementos substitucionales. Debemos mencionar aqui que la concentracion de carbdn
se debe principalmente a la pelicula delgada con la cual se cubrio la superficie del esmalte
para hacerlo de conductor y poderio observar por microscopia electronica

La distribucion de todos los elementos presentes en el esmalte dental se muestra en ia
gréafica 1.

Otro modo de operacion de la sefial obtenida por (EDS) es la posibilidad de obtener la
imagen de la muestra utilizando solamente los rayos X de un solo elemento contenido en
ésta. A este modo de operacién se le conoce como mapeo quimico. En la figV.32 se

muestran los mapeos quimicos obtenidos para diferentes elementos del EDH.
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Obsérvese la alta homogeneidad de la muestra para el calcio y el fosforo, pero que
disminuye considerablemente para el oxigeno Las imagenes para potasio y cloro son casi
imperceptibles, es decir, su concentracién es relativamente infima. La imagen para silicio
nos muestra que éste proviene de granos espureos, posiblemente residuos de la
preparacidon de la muestra. Las imagenes de sodio, magnesio y aluminio nos muestran que
éstos son elementos de baja concentracion en el esmalte.

El analisis quimico por (EDS) se puede realizar también por MET y de esta manera se
obtiene informacién de diferentes granos que conforman el prisma del esmalte dental. En ia
fig.V.3.3 se muestran diferentes espectros provenientes de diferentes granos del esmalte Se
puede observar que la concentracidbn de los elementos principales del esmalte tiende a
variar de uno a otro. Nétese principalmente Ia altura de los picos de calcio y fosforo. 1o cual
significa una variacion en la razén Ca/P de 1.67 en comparacion con la HA pura, de 1 67

El analisis quimico realizado en diferentes partes de un grano del esmalte dental nos da
también variaciones interesantes (fig.V.3.4). Hemos realizado analisis por (EDS) a lo largo
de lalinea (figs.a y b) y a los lados de ella (figs c y d) dentro del mismo grano Sin embargo.
aunque existen variaciones presentes en la concentracion de los elementos, éstas no son
concluyentes, ya que la pelicula de carbén tiende a distorsionar los resultados. A pesar de
esto, podemos concluir que los espectros y las concentraciones mostrados en la figura V 4
indican que |a linea obscura presenta una mayor concentracion de calcio (figs ay b) que en
el resto del grano (figs.c y d). Este es un resultado importante por una razén doble nos
muestra gue la concentracién de Ca en la linea obscura es mayor que en cualquier otra
parte del grano del esmalte, dando un valor de Ca/P de 133 en la linea obscura contra el
valor de 1.67 en todo el grano; y, por otro lado, es la primera vez que se obtiene

experimentalmente este tipo de analisis quimico de la linea obscura.
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CAPITULO VI
DISCUSION

Los resultados del presente trabajo de tesis nos permiten adentrarnos aun mas en el
conocimiento de la estructura atomica tanto del EDH como la que presentan los granos de
la linea obscura. Nos ha permitido obtener informacién adicional sobre la compaosicion
quimica y el comportamiento de los granos nanomeétricos del esmalte En este capitulo
comentaremos la importancia de los resuitados que consideramos mas relevantes y que
complementan los obtenidos anteriormente dentro del proyecto "Estudio de la estructura del
EDH por microscopia electrénica de transmision”, presentados en trabajos previos “*""

Las caracteristicas estructurales mostradas por MEB no mostraron diferencia alguna en
la morfologia de los prismas del EDH en los casos de nifo, adulto y anciano Nos permitid
analizar con detalle los componentes estructurales del esmalte. como son los prismas. las
vainas, las lineas de Retzius, etcétera Lo mismo sucedid al observarios por MET, la linea
obscura se observa en muestras tanto en seccion transversal como longitudinal,
indicandonos que este defecto estructural en realidad es un defecto planar y no un defecto
lineal.

En lo que respecta a los resultados obtenidos por MET. después de realizar un realce de
contraste por procesamiento digital de imagenes, no se encuentra una diferencia estructural
entre la posicion de los atomos a lo large de la linea obscura y los atomos de ambos lados
de ésta en los granos del esmalte. Esto significa que, independientemente de la diferencia
entre fases de la linea obscura y la de los granos del esmalte, los parametros
cristalograficos de ambas fases deben ser idénticos. Y si hay alguna variacidon entre ellos,
debe ser realmente pequeria, casi imperceptible.

Varios autores han interpretado este defecto planar como indicio de la descaicificacién
que sufre el diente durante el proceso carioso. Sin embargo, las observaciones hechas en el

presente trabajo y en los anteriormente reportados se han utilizado dientes sanos y la CDL.



ha estado siempre presente, incluso se ha observado en estadios iniciales del crecimiento
del esmalte , ademas, el andlisis quimico que hemos realizado a lo largo de la linea nos
indica una mayor concentracidn de calcio que en ei resto del grano. Por lo tanto, es mas
factible que la linea obscura tenga su origen en el proceso de nucleacién del esmalte dental
durante la ameiogénesis y que sea un resultado de la presencia de una fase necesaria para
el crecimiento de la HA. Le Geros ha demostrado experimentalmente que los parametros de
la HA y el fosfato octocalcico son altamente compatibles. De aqui que cualquier hipétesis
que sobre la nucleacién y el crecimiento del esmalte dental se desarrolle debe tomar muy en
cuenta la compatibilidad y transformacién de fases entre HA y el fosfato octocalcico. Esto
hace pensar que el origen de la linea obscura tiene que ver con la nucleacién de los granos
del esmalte, en que se debe generar una fase rica en calcio, tal vez el fosfato octocalcico, y
sobre ésta se deposita la hidroxiapatita creciendo epitaxialmente. Ya que los pardmetros no
son diferentes, no se presentan defectos alrededor de la linea obscura, ya que los
pardmetros cristalograficos son casi idénticos.

A pesar de todo lo anterior, no podemos descartar la posibilidad de que a lo largo de
este defecto planar se inicie el proceso carioso, puesto que, siendo un defecto de
naturaleza, implica que la probabilidad de que se inicie la destruccién del cristal en este
lugar sea alta. Incluso en los experimentos de disolucién del esmalte dental que se han
llevado a cabo, se ha demostrado que este proceso se inicia en el centro de los cristales, lo
que apoya la idea de que este plano represente una zona de vulnerabilidad.
Experimentaimente, la Iinea obscura no es facil de observar, debido principalmente a sus
dimensiones nanomeétricas, a su dependencia respecto al foco, y al contenido de
hidrégenos y oxigenos. La dependencia respecto al desenfoque es la causante de que, en
las fotografias de MET de los granos del esmalte dental, la linea obscura no se observe en
todos los granos. De hecho, durante su observacion en el MET es dificil analizarla. Algunas
veces no es sino hasta después del revelado de las fotografias que se corrobora su

presencia. Por lo tanto, es necesario trabajar en un proceso experimental que se lleve a
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cabo mediante |la preparacion del esmalte dental para su observacion con MET y que nos
permita realzar el contraste de la linea obscura para alcanzar las condiciones de
observacion y que podamos efectuar un analisis jn-situ de su estructura.

Finaimente, debemos comentar que, aunque los experimentos desarrollados en este
trabajo de tesis son significativos y que de hecho es la primera vez que se efectuan, tal vez
a nivel mundial, ya que no sabemos de algun reporte que sobre este campo se haya
realizado donde se reporte el analisis quimico de la linea obscura, no podemos decir que los
resultados sean concluyentes ks necesario seguir realizando experimentos con el objetivo
de conocer mas sobre la composicion quimica y la estructura atébmica de la linea obscura

asi como del esmalte , ya que aun todavia existen varias incognitas por resolver.
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CONCLUSIONES

Estructuraimente hablando, no existe diferencia alguna entre las posiciones atdbmicas de
los atomos que forman la linea obscura y la de los atomos de la hidroxiapatita en los granos
del esmalte. Tampoco se detect6, al menos con la resolucion de los equipos utilizados, la
presencia de defectos alrededor de la linea obscura. Esto quiere decir que tal vez se dé un
crecimiento epitaxial entre la fase que da origen a la linea obscura y la hidroxiapatita.

Ademas, uno de los resultados obtenidos por medio del analisis quimico, por primera vez
realizado y que debemos destacar, es la mayor concentracion de calcio que muestra el
grano del esmalte dental en la zona de la linea obscura. Esto nos indica que la naturaleza
de la linea obscura es una fase diferente de la HA ; es altamente probable que es el OCP
como lo indican los resultados experimentales reportados en la literatura sobre la

transformacion de fase de la HA.
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