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RESUMEN 

El esmalte dental es el tejido que está en contacto con los alimentos durante la 

masticación. Cubre la dentina en la porción coronal, es de origen ectodérmico y es 

producido por los ameloblastos. La unidad estructural básica del esmalte es el 

prisma, éste se encuentra formado por cristales de hidroxiapatita (HAP) en un 97%, 

restos de proteínas (1.5%) y agua (1.5%). En el centro de los cristales de HAP se 

localiza la llamada línea obscura central (CDL). Recientes estudios suponen que la 

CDL es el templete a partir del cual se forman los cristales de HAP. Se ha dicho que 

se trata de un fosfato octocálcico (Miake et al, 1993). La CDL se observa desde 

etapas muy tempranas de la formación de cristales en el esmalte, incluso en la etapa 

intrauterina, lo que refuerza que su formación ocurre durante el desarrollo del cristal, y 

no sobre cristales ya formados. 

El objetivo de este estudio fue determinar la ontogenia de la CDL, analizar la 

nucleación de los cristales y su análisis químico. Para ello, se trabajó en cristales de 

esmalte de incisivos inferiores de feto de ratón de 19 días y en cristales de esmalte de 

ratón adulto. 

Las técnicas utilizadas para ello fueron: microscopía óptica, microscopía 

electrónica de barrido, microscopía electrónica de transmisión, microscopía electrónica 

de alta resolución; análisis químico por espectroscopia de dispersión de energía, así 

como procesamiento y simulación de imágenes. 

Se localizó la CDL en los cristales de esmalte dental de ratón adulto, y en los 

cristales de esmalte de incisivos mandibulares en el estadio secretorio de fetos de 

ratón de 19 días, poco antes de su nacimiento. Los valores encontrados de la relación 

calcio fósforo en los puntos donde se obtuvieron los espectros en los cristales adultos 

fueron desde 0.68 a 1.77. La simulación de imágenes no apoyó un crecimiento 

epitaxial entre la hidroxiapatita y el fosfato octocálcico, tal y como se observa la CDL 

en los resultados experimentales, sino que se presenta un corrimiento de 2.3 A entre 

los planos de ambos lados de la línea. A partir de este trabajo de tesis se sugiere que 

la nucleación de los nanocristales de HAP se da usando las agujas o listones de 

material orgánico como templete, y la CDL quede como una reminiscencia del sitio de 

nucleación de los cristales. 

Palabras clave: Amelogenesis línea obscura central, Microscopía electrónica de 

transmisión, EDS análisis de rayos X, simulación y procesamiento de imágenes. 



ABSTRACT 

Dental enamel is the tissue that is in contact with foods during the chewing. lt 

covers the dentin at the crown portion; its origin is ectoderm and is produced by the 

ameloblasts. The basic structural enamel unit is the prism, which is formed by 

hydroxyapatite (HAP) crystals (97%), protein reminiscences (1.5%) and water (1.5%). 

In the HAP crystal centres, the so-called central dark line (COL) is located. Recen! 

work suggests that this CDL is the shrine in which the HAP crystals become to grow. 

11 is said that it deals with an octacalcium phosphate (Miake et al, 1993). From the 

very early stages of crystal maturation, the CDL is possible to be observed, including 

the intrauterine stage, which reinforces the fact that the CDL formation occurs during 

the crystal formation and no over the previously formed crystals. 

The aims of the present work were the determination of the CDL ontogeny, the 

crystal nucleation, and its chemical analysis. To carry out that, mandible incisive 

enamel crystals from 191
h day mouse foetus, and enamel crystals from adult mouse, 

were used for the experimental work. The experimental techniques applied in the 

study were: conventional optical microscopy, scanning electron microscopy, 

transmission electron microscopy, high resolution electron microscopy; chemical 

analysis by energy X-ray dispersive spectroscopy (EDS), image simulation and image 

data processing. 

The CDL was located in the dental enamel crystals from adult mouse as well as 

in the mandible incisive enamel crystals from 19th day mouse foetus, close to its birth. 

The calcium phosphate ratio values from adult mouse crystals at the points where the 

EDS spectra were taken were found to be from 0.68 to 1.77. The image simulation 

indicated any epitaxial growth of crystals can be produced between the hydroxyapatite 

crystals and the octacalcium phosphate; such as it has been observed in the 

experimental CDL images. In fact, it showed a displacement about 2.3 A between 

planes al the opposite sides of the central dark line. From the results of this work it is 

suggested that the HAP nanocrystals nucleation is given by using the organic needles 

or ribbons as shrine, being the CDL the reminiscence of the organic material. 

Key words: Amelogenesis crystal dark line (CDL), Transmission electron 
microscopy, EDS X-ray analysis, image simulation and image data processing. 



INTRODUCCION 

El esmalte dental es de origen ectodérmico y cubre a la dentina a 

manera de casquete en su porción coronaria. Es el tejido más duro del 

organismo. Está constituido por millones de prismas altamente mineralizados 

que corren desde la unión amelodentinaria hasta la superficie libre del esmalte 

dental. Es un tejido único embriológicamente formado a partir del órgano del 

esmalte que a su vez se origina de una proliferación localizada del epitelio 

bucal. Su matriz orgánica es de naturaleza proteica con agregado de 

polisacáridos (Zeichner et al., 1995). Sus cristales son de mayor tamaño que 

los de otros tejidos mineralizados y se hallan densamente empaquetados. 

Las células sintetizadoras de este material son los ameloblastos que 

producen diversas proteínas, entre las que se encuentran en mayor cantidad 

las amelogeninas, enamelinas y enzimas proteolíticas (Ten Cate, 1986). Estas 

células secretoras desaparecen después de completar la formación del 

esmalte, lo cual implica que no hay crecimiento ni nueva aposición del esmalte 

después de la erupción. El esmalte maduro no contiene células ni 

prolongaciones celulares y por ello es un tejido acelular, avascular y sin 

inervación. Frente a una noxa, reacciona con pérdida de substancia siendo 

incapaz de repararse, no se reconstruye, aunque puede haber 

remineralización. 

Como último producto de la secreción ameloblástica, una película 

primaria tapiza los dientes para protegerlos, desapareciendo al hacer contacto 

oclusal, pero suele persistir al nivel cervical (Gómez de Ferraris, 1999), 

cubriéndose el esmalte posteriormente con una película secundaria, o 

adquirida, de tipo exógeno de origen salival. Por fuera de esta película se forma 

la placa dental a expensas de los gérmenes habituales de la cavidad bucal. 

El esmalte por la superficie interna se relaciona con la dentina por 

medio de la unión amelodentinaria y está constituido por hidroxiapatita (fosfatos 

de calcio) Ca10(PO4)s(OH)2 El espesor máximo del esmalte dental es de 

aproximadamente 2 a 2.5 mm en las cúspides de molares, premolares y canino 
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superior, que son las zonas de grandes impactos masticatorios. En general, el 

espesor decrece desde el borde incisal o cuspídeo hasta la región cervical; no 

es constante sino que varía hasta en un mismo diente. Está constituido por 

prismas, éstos por cristales y estos últimos por átomos de Ca, O, P, H, que 

siguen un ordenamiento periódico. Los cristales tienen dimensiones 

nanométricas y pueden ser afectados, por ejemplo, si se llevan a cabo 

sustituciones iónicas, o deficiencias en los mismos, ocasionando defectos que 

modifiquen o alteren las propiedades del material, así como su estabilidad 

química (Le Geros, 1991). 

Al parecer, uno de los defectos intrínsecos que se presenta en los 

cristales del esmalte es la llamada línea obscura central (CDL) cuyo espesor 

aproximado es de 1.5 nanómetros (Reyes-Gasga, 1995). La línea obscura es 

muy sensible al daño electrónico, posee iones hidroxilos y rápidamente puede 

desaparecer al interaccionar con el haz electrónico durante su observación con 

el microscopio electrónico. Se cree que está formada por algún fosfato, que se 

presume sea el octocalcico (OCP), el cual ha sido propuesto como precursor 

de la hidroxiapatita (Brown, 1962). Probablemente la presencia de esta línea 

sea necesaria para que este tejido presente las propiedades que de él se 

conocen (Brés et al, 1986). 

Aunque varios estudios se han realizado con el objetivo de 

conocer la estructura, el origen y el papel que juega la línea obscura en la 

estructura y funcionamiento del esmalte, aún no ha sido posible esclarecer 

estos puntos. Ahora se sabe que la zona que ocupa la línea obscura es 

susceptible de disolución mayor que el resto del material que conforma los 

cristales del esmalte (Simmelink y Abrigo, 1989). Se ha comentado que esta 

puede ser un material cuya estructura es necesaria para la nucleación y 

crecimiento de los granos del esmalte dentro de una matriz orgánica (Miake et 

al., 1995), pero hasta ahora no son más que conjeturas. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La observación de material orgánico por MET no es fácil de realizar si 

tomamos en cuenta que al interaccionar el haz electrónico con éste produce su 

destrucción, principalmente por su poca o nula conductividad eléctrica. 

Además, el análisis de la línea obscura en los cristales del esmalte es un tema 

difícil por presentarse como un objeto de fase: su contraste tiene una fuerte 

dependencia con el enfocamiento de la imagen. 

Aún con los avances en el conocimiento sobre la estructura de los prismas 

del esmalte, todavía hay incógnitas. De ahí la necesidad de analizar la 

distribución del material, tanto orgánico como inorgánico, del esmalte dental 

para saber más sobre sus propiedades. 

En el presente estudio, buscando en el origen del esmalte la presencia 

de esta Línea Obscura, se pretende estudiar la nucleación y crecimiento de los 

cristales del esmalte dental, modelar su estructura y caracterizar la morfología 

de los cristales de esmalte dentro de la matriz orgánica, además de analizar su 

composición química. Para esto se llegó experimentalmente a la conclusión de 

utilizar fetos de ratón de 19 días de gestación de la cepa Balb c. 

OBJETIVO. 

1. - OBJETIVO GENERAL. 

Análisis de la ontogenia de la Línea Obscura del esmalte de ratón, para 

estudiar la nucleación y crecimiento del esmalte. 

2. - OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

2. 1. - Determinación de la evolución de la microestructura del esmalte dental 

de ratón en estado embrionario y en ratón adulto. 

2. 2. - Determinación de la presencia de la CDL en ambos casos. 
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2. 3. - La correlación de la ontogenia de la CDL en la formación de los cristales 

de esmalte en ratones, con el posible origen de la misma en humanos. 

HIPÓTESIS. 

1 - HIPÓTESIS DE TRABAJO. 

La aparición de CDL no es debida al proceso de maduración del cristal 

de esmalte si no que es producida por una célula viva. 

2 - HIPÓTESIS NULA. 

No hay precursor de la CDL, sólo se trata de una fase en la maduración 

del cristal. 

3 - HIPÓTESIS AL TERNA. 

La CDL es una consecuencia de la unión entre el material orgánico e 

inorgánico y es de tal importancia que permite una adhesión entre ellos de 

forma sencilla. 

JUSTIFICACIÓN 

Dentro del contexto nacional, uno de los problemas que afecta hasta en un 

90% a la población mexicana es "la caries", siendo esto un motivo para buscar 

el mejoramiento de la salud bucal o nuevas medidas para su prevención. El 

entendimiento completo de las estructuras relacionadas con la formación y 

maduración del esmalte, sitio por el que comienza el proceso de 

desmineralización (caries), ayuda ofreciendo alguna solución al problema de la 

caries. Por otro lado, el conocimiento de su relación estructural, provee bases 

racionales para el entendimiento de fenómenos fisiológicos importantes, como: 

1) El mecanismo para la prevención de la caries dental al ingerir agua 

fluorada; 

2) La variabilidad inusual en la estequiometría de los precipitados apatíticos; 

3) La causa de las morfologías de los cristalitos apatíticos biológicos como 

listones o láminas; 
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4) Un posible mecanismo para la incorporación de impurezas y defectos en el 

esmalte dental; 

5) Un mecanismo de crecimiento de apatitas biológicas y 

6) La variación dental por invasión de la caries. 

Para ello deben llevarse a cabo estudios con cálculos comparativos de 

los modelos, con los cristales obtenidos experimentalmente, en embriones de 

ratón donde las capas de hidroxiapatita comprendidas tengan el espesor de 

solo un número reducido de celdas unitarias y modelos específicos de los 

cristales deducidos por microscopía electrónica, análisis químicos y sus 

consideraciones con modelos simulados. Para ello tenemos que estudiar y 

analizar en detalle la ontogenia, estructura, composición etc. de los tejidos que 

forman el diente, aunque se han estudiado desde varios puntos de vista, aún 

hay muchas interrogantes. 

La presencia de la línea obscura en los cristales de esmalte ha dado 

lugar a varias hipótesis sobre su estructura y su función en el esmalte dental, 

incluso se ha comentado, sobre la posibilidad de que el inicio de la caries se 

lleve a cabo en la CDL. Estudios sobre la acción de ácidos como el fosfórico 

sobre el esmalte (Hernández, 1994) han demostrado que esta línea representa 

el lugar donde la disolución del esmalte comienza. 

Por lo tanto, es importante dilucidar el papel que juega la línea obscura 

en la estructura y funcionamiento del esmalte dental. Para ello es necesario 

que se tengan las bases biológicas bien claras de lo que sucede desde el inicio 

de la formación de los tejidos del diente, su estructura en estado normal, tanto 

en sus arreglos atómicos como su distribución en las diferentes partes que lo 

forman. 

Esta clase de estudios podría aclararnos, entre otras cosas, las 

propiedades del material y tal vez, a la larga, lograr el método de preparación y 

su incorporación al tejido, creando un biomaterial restaurativo o hasta 

regenerativo. Además, cualquier investigación que nos permita acrecentar la 

información sobre la estructura del esmalte dental humano será siempre 

justificable. 
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1. El ESMALTE Y LA LÍNEA OBSCURA CENTRAL. 

Si se quiere conocer el origen y el papel que juega la línea obscura 

central en la estructura de los cristales del esmalte, es indispensable estudiar 

éste, en el mismo momento en que se origina. En esta sección se describirá la 

histología del esmalte, poniendo mayor énfasis en los momentos o estadios 

ontogenéticos en los que puede darse el origen de esta línea. Así mismo se 

describirá brevemente la estructura del esmalte y del material inorgánico 

mayoritario que lo conforma: la hidroxiapatita. También se presentan las 

características principales de la línea obscura que hasta el momento se han 

reportado. 

1.1. HISTOLOGÍA DEL ORGANO DEL ESMALTE. 

Los primeros signos del desarrollo ontogenético dental son la 

condensación focal de las células migratorias de la cresta neural, 

inmediatamente por debajo del epitelio oral del futuro puente alveolar 

(Lumsden, 1988). El ectomesénquima oral interactúa con la cubierta del 

epitelio, induciendo las células basales cuboidales del estrato germinativo para 

que se multipliquen e invadan el mesénquima. Las uniones estrechas 

especializadas o barras terminales ligan a las células de esa capa oponente en 

láminas. Una membrana basal distinta se mantiene entre las dos capas. El 

epitelio y el mesénquima adyacente a la membrana basal organiza y sufre un 

proceso sincrónico de diferenciación celular, principalmente en los estadios de 

yema, capucha y campana de la odontogénesis. 

En el estadio temprano de capucha segmentos del epitelio del órgano 

del esmalte en la cara cóncava y convexa están arrugados, en el epitelio del 

esmalte interno y externo respectivamente. El área que tendrá la matriz del 

esmalte está ya definida (futuros ameloblastos) en forma de envoltura agrietada 

entre el epitelio del esmalte interno y el mesénquima adyacente (futuros 

odontoblastos). La dentina y el esmalte se forman en esta interfase. Durante el 

proceso de formación, las células del epitelio interno del esmalte sufren una 

serie de diferenciaciones progresivas. Cambios en la morfología celular están 
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asociados con actividades funcionales alteradas (Pindborg and Weinmann, 

1959). El continuo desarrollo comprende la diferenciación de las células del 

epitelio interno del esmalte en ameloblastos, pre-secretorios, secretorios, 

transicionales y la fase de maduración de los ameloblastos. Los pre-secretorios 

son cuboidales, se diferencian en células columnares de ~60 µm en altura y 2 a 

3 µm de ancho (Reith 1961; 1970). Los núcleos y mitocondrias polarizan a la 

terminación proximal de la célula. Células adyacentes están conectadas en su 

terminación proximal y distal por barras terminales. Bajo esta estructura 

especializada de adhesión celular, el extremo distal de un ameloblasto tiene 

forma de cono que es angulado de un eje largo de la célula y es llamado el 

proceso de Tomes. Los cristales apatíticos del esmalte son nucleados en el 

estadio secretorio y crecen rápidamente hacia la región externa del esmalte en 

dirección paralela al eje longitudinal del cristal. 

Una vez que los cristales de HAP del esmalte alcanzan su total 

extensión (todavía teniendo un espesor de solamente unos pocos nanómetros) 

los ameloblastos se acortan a 35 micras de altura y algunas mitocondrias se 

mueven distalmente hacia el núcleo. Estos ameloblastos transicionales 

reorganizan activamente su estructura intracelular. Su citoplasma contiene 

numerosas vacuolas autofágicas encerrando remanentes de mitocondrias y 

retículo endoplásmico rugoso (Reith, 1970). Simultáneamente, células del 

estrato intermedio reorganizan y pierden su identidad como una capa distinta. 

En la fase de maduración, los ameloblastos alternan entre terminaciones con 

morfología lisa y rugosa (Josephsen y Fejerskov, 1977) y eventualmente 

disminuyen en tamaño las células cuboidales del epitelio reducido del esmalte. 

Las terminaciones rugosas de los ameloblastos tienen membranas 

especializadas conocidas como bordes estriados asociadas con mitocondrias e 

involucradas en endocitosis (Sasaki, 1984). Debido a que estas células 

reabsorben proteínas y agua de la matriz del esmalte mientras que la suplen 

con iones de calcio y fosfato, han sido descritas como células transportadoras 

(Reith, 1961 ). Las terminaciones rugosas de los ameloblastos están 

conectadas hacia el esmalte. Así los espacios intercelulares están abiertos 

hacia la capa papilar, mientras que las terminaciones lisas de los ameloblastos 

9 



están conectadas proximalmente con el espacio intercelular abierto a la capa 

de esmalte (Josephsen and Fejerskov, 1977). 

Una característica de las células epiteliales reducidas, es una actividad 

de modulación de una superficie ondulada invaginada apical, resultando en un 

patrón alternativo de ameloblastos ondulados y terminaciones lisas de los 

ameloblastos. Las modulaciones ocurren en olas viajando de regiones menos 

maduras a más maduras. Su significación es desconocida. Se especula que 

están relacionados con alteraciones en la permeabilidad de la membrana y el 

transporte de calcio. Las terminaciones onduladas de los ameloblastos 

contienen muchos lisosomas, indicando considerable actividad endocitócica, 

proteínas de calcio y membranas asociadas a calcio ATPasas, mientras que las 

terminaciones lisas no presentan estas características. Una explicación para la 

modulación es que es necesario neutralizar el bajo PH asociado con el 

crecimiento de los cristales del esmalte. Los mecanismos que controlan los 

cambios en los ameloblastos son desconocidos. 

Ciclo vital de los Ameloblastos. 

El ameloblasto, estructural y ultraestructuralmente, constituye la unidad 

funcional del esmalte, ya que es la única célula responsable de la secreción de 

éste. Los ameloblastos atraviesan una serie sucesiva de etapas, desde ser 

indiferenciadas, diferenciarse, madurar, hasta desaparecer por completo. Las 

etapas o períodos que constituyen el ciclo vital del ameloblasto son las 

siguientes: 1) Morfogenética (pre-ameloblastos); 2) Diferenciación u 

organización (ameloblasto joven); 3) De Secreción o formativa (amelob/asto 

activo, secretor o maduro); 4) Maduración; 5) Protección; y 6) Desmolítica 

(Gómez de Ferraris, 1999). 

En la etapa morfogenética, las células del epitelio interno del órgano 

del esmalte interactúan con las células ectomesenquimáticas de la papila 

determinando la forma de la unión amelodentinaria y de la corona. Se forman 

los pre-ameloblastos, fuente constante de provisión de ameloblastos. Los pre

ameloblastos son células inmaduras epiteliales cilíndricas y bajas, localizadas 
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en el asa cervical del epitelio interno del esmalte. Durante el proceso de 

diferenciación los pre-ameloblastos tienen actividad mitótica, su núcleo es 

alargado y central. El aparato de Golgi (adyacente al estrato intermedio) y el 

retículo endoplásmico rugoso están desarrollados insuficientemente, y las 

mitocondrias se localizan por toda la célula. Presenta numerosas 

prolongaciones citoplasmáticas que se extienden distalmente. Se inicia la 

expresión y la secreción de tuftelina, de sialofosfoproteína dentinaria y de 

ATPasa dependiente de calcio. 

La etapa de diferenciación u organización coincide con el período de 

campana. Las células del epitelio interno del esmalte siguen expresando 

niveles bajos de receptores y se lleva a cabo la diferenciación de los 

odontoblastos. Los ameloblastos cambian de aspecto: las células se alargan, 

cambian de polaridad, los organelos y el núcleo se dirigen hacia el sitio basal 

(estrato intermedio), el retículo endoplásmico rugoso (RER) está algo 

desarrollado, y hay numerosos microfilamentos y microtúbulos. Los 

ameloblastos están alineados estrechamente uno respecto de otro, presentan 

uniones más apicales de tipo puntual (tipo macular), y permeables al paso de 

algunas sustancias hacia los espacios intercelulares y uniones más basales 

que rodean a toda la célula (variedad zonular). 

Su nutrición no procede de la papila dentaria si no de los capilares del 

saco dentario, que rodean al órgano del esmalte y que penetran con el epitelio 

externo por invaginación hacia el estrato intermedio. Los cambios de polaridad 

se relacionan con la reprogramación de los mecanismos celulares que 

controlan el tráfico vesicular. 

En el estadio secretorio los ameloblastos son células epiteliales 

cilíndricas altas 60µm en extremo con el citoplasma polarizado. Estos 

ameloblastos secretores son células diferenciadas muy especializadas, que ya 

han perdido la capacidad de dividirse por mitosis. Sufren cambios en el 

citoplasma, el núcleo es grande con cromatina laxa y un nucléolo evidente (el 

núcleo se encuentra en el polo basal). Hay abundantes mitocondrias cerca del 

núcleo, el aparato de Golgi está constituido por varios dictiosomas y el REA 

está distribuido por toda la célula. 
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Los elementos que constituyen el citoesqueleto se distribuyen a lo largo 

de la célula, siendo su integridad necesaria para la diferenciación total y la 

secreción de los ameloblastos. En el citoplasma se han descrito vesículas 

denominadas cuerpos ameloblásticos, o cuerpos adamantinos, que son 

formaciones de tipo granular, consideradas como precursores intracelulares de 

la matriz orgánica del esmalte, pero no se conoce con exactitud su contenido. 

Se originan en el aparato de Golgi y se localizan cerca de él. Podrían contener 

sales minerales cálcicas en forma soluble. Migran hacia el polo apical de la 

célula donde son liberadas contra la dentina. Se dice que la secreción de las 

proteínas del esmalte y la aparición de los cristales inorgánicos dentro de ellas, 

es casi simultánea. 

Los cristales de esmalte y dentina se interdigitan, formando una capa 

amorfa de esmalte, los ameloblastos se alejan de la dentina y cada uno 

desarrolla una proyección cónica llamada proceso de Tomes, que es la 

estructura responsable de la formación de los prismas y la disposición de los 

cristales dentro del mismo. El proceso de Tomes presenta dos áreas distintas 

de secreción: el polo secretor con invaginaciones, que es el responsable de 

formar la cabeza de los prismas (que se dispone perpendicularmente a la 

superficie del polo secretor), y el polo secretor de superficie lisa, que es el 

responsable de la formación de la base del prisma. Se desconoce si existen 

mecanismos selectivos de polaridad en la elaboración, tránsito y secreción en 

el ameloblasto. 

Los ameloblastos están unidos por desmosomas a las células del estrato 

intermedio y al parecer cada una de estas células está relacionada con seis 

ameloblastos, a los que coordina en los desplazamientos que éstos efectúan 

en el proceso de formación de los prismas del esmalte. Los desplazamientos 

para formar los prismas pueden ser verticales hacia atrás, laterales o en torsión 

(Gómez de Ferraris, 1999). 

En el estadio secretorio tardío, las células reducen su peso y el proceso 

de Tomes empieza a acortarse hasta que desaparece. Las proteinasas del 

esmalte son de alto peso molecular (60-70 KDa). En este estadio esas 

proteinasas degradan a la amelogenina de manera menos eficiente que aquella 
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que está presente en el estadio de maduración (Smith et al 1989 a, b). En la 

fase de transición entre la etapa secretora y la de maduración se ha 

demostrado que muere el 25% de la población ameloblástica. 

La etapa de maduración se produce después de haberse formado la 

mayor parte del espesor de la matriz del esmalte en el área oclusal o incisa!, 

continuando la formación de la matriz en la parte cervical de la corona. Las 

amelogeninas son removidas de la matriz mineralizante. Las células 

ameloblásticas cambian de morfología y función, de secretorias a resorción y 

células transportadoras. 

De este estadio primero se creía que era consecuencia de actividad de 

resorción de los ameloblastos presumiblemente vía endocitosis y la 

transferencia de las proteínas de la matriz a los lisosomas, ya que se 

localizaron antígenos de amelogeninas dentro de los lisosomas ameloblásticos. 

Ahora se piensa que este proceso es iniciado por proteasas específicas del 

esmalte, la pérdida de las proteínas de la matriz orgánica del esmalte es por 

una degradación progresiva de las amelogeninas secretadas por proteinasas a 

través de mecanismos altamente controlados. 

Las proteinasas del esmalte son principalmente atribuidas a la clase de 

las proteinasas serinas. Los ameloblastos reducen ligeramente su tamaño, 

aumentan su diámetro transversal, el aparato de Golgi y su RER disminuyen de 

volumen, las mitocondrias se van hacia apical y el número de lisosomas y 

autofagosomas, con un contenido semejante al de la matriz orgánica del 

esmalte, aumentan considerablemente. 

El proceso de Tomes desaparece y en el polo apical aparecen 

microvellosidades e invaginaciones tubulares, así las células tienen capacidad 

absortiva para eliminar agua y matriz orgánica del esmalte. Así se facilita el 

espacio para que se incremente el material inorgánico y se vaya configurando 

el esmalte maduro. Disminuye considerablemente la producción de las 

proteínas del esmalte. 

El ameloblasto sintetiza entonces abundante ATPasa dependiente de 

calcio, numerosas enzimas lisosómicas y progresivamente fosfatasa alcalina. 

El pH en la matriz cerca de las microvellosidades es ácido. Cuando la acidez 
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alcanza un determinado límite, la pared del polo apical se torna lisa y pueden 

desmineralizarse los cristales de esmalte (con altas concentraciones de Flúor 

podría acidificar más este microambiente). Durante esta etapa muere otro 25% 

de la población ameloblástica. El resto de las células (50%) debe ocupar el 

espacio previo existente y de ahí el carácter más aplanado de los 

ameloblastos. 

En la etapa de Protección el ameloblasto entra en estado de regresión. 

Los ameloblastos dejan de estar organizados en una capa definida, ya no 

pueden distinguirse de las células del estrato intermedio y, en consecuencia, se 

fusionan con el resto de las capas del órgano del esmalte. Los organelos 

disminuyen de volumen y el complejo de Golgi vuelve a su posición inicial en el 

polo basal, junto a las células del estrato intermedio. Estos estratos celulares 

no distinguibles constituirán, finalmente, una capa estratificada denominada 

epitelio reducido del esmalte o epitelio dentario reducido, que protege al 

esmalte maduro, separándolo del tejido conectivo hasta la erupción del 

elemento dentario. El último producto de secreción de los ameloblastos es la 

llamada cutícula primaria o membrana de Nasmyth. 

En la etapa Desmolítica el epitelio reducido del esmalte, o epitelio 

dentario reducido, prolifera e induce la atrofia del tejido conectivo que lo separa 

del epitelio bucal, de este modo pueden fusionarse ambos epitelios. Las células 

del epitelio dentario elaboran enzimas que destruyen el tejido conectivo por 

desmolisis. 

En la figura 1.1 se resumen los cambios citológicos que se efectúan en 

el ameloblasto (según Ten Cate en 1986). 
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Figura 1.1: Amelogenesis (Ten Cate, 1989) 

a) Célula indiferenciada en el estadio morfogenético (preameloblasto); b) La célula 

se alarga diferenciándose; c) Comienza la secreción. 

la prolongación de Tomes; e) Estadio de maduración. 

(Brookes S. J., 1995). 

d) aparece la formación de 

f) Estadio de protección 
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1.2- Evolución del material orgánico e inorgánico durante la 

Amelogénesis. 

Generalidades. 

La amelogénesis es el proceso de formación del esmalte. La biología de la 

amelogénesis está muy lejos de ser comprendida aún al nivel estructural ( Reith , 

1967). Los ameloblastos secretores contribuyen en la maduración del esmalte 

removiendo la matriz orgánica y agua, incrementándose el material inorgánico. 

Poseen abundantes ribosomas libres en las células hijas, cisternas endoplásmicas 

granulares y acumulación de mitocondrias que disminuyen cuando los 

ameloblastos se convierten de secretores a los ameloblastos de absorción (Moe, 

1971 ). 

En el esmalte la matriz orgánica se comporta de manera distinta con un 

patrón diferente de mineralización y su formación comprende tres estadios 

(Zeichner-David, 1995): 

El primer estadio es formativo, implica la formación de una matriz orgánica, 

misma que se forma con una velocidad de 23 µm por día. Esta matriz se 

mineraliza casi instantáneamente; así el esmalte recién formado consta de 

alrededor de 65% de agua, 20% de material orgánico (proteínas) y 15% de 

material inorgánico (apatita). La secreción continúa hasta que se forma casi todo 

el espesor del esmalte y hay algunas modificaciones de la matriz. La matriz se 

mineraliza en un 30% y posee consistencia blanda. 

El segundo estadio es el de maduración, proceso que comprende el 

crecimiento de cristales de mineral la pérdida de agua y proteínas. Comienza en el 

momento en que se ha alcanzado su total grosor, a nivel del extremo cuspídeo, 

siguiendo el mismo patrón de la secreción de la matriz, comenzando en el límite 

amelodentinario, radiándose hacia la superficie externa en un arco cervical a una 

velocidad de 40 a 5 0µm diarios. 

El tercer estadio corresponde a la formación del esmalte, y resulta en el 

agregado de más mineral y reducción de la porosidad (Zeichner-David, 1995). 
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Secreción de la matriz orgánica. 

En la etapa de campana avanzada, el primer depósito de predentina induce 

a la diferenciación de los ameloblastos secretores y, en consecuencia, a la 

secreción del componente orgánico del esmalte (Gómez de Ferraris, 1999). 

Los procesos de síntesis y secreción de la matriz se esquematizan de la 

siguiente manera. 

a) Síntesis de sustancias de bajo peso molecular en el RER. 

b) Concentración de esas sustancias en el complejo de Golgi. 

c) Formación de los gránulos secretorios o cuerpos adamantinos. 

d) Fusión de los cuerpos adamantinos y formación de vesículas apicales. 

e) Secreción por exocitosis de los cuerpos adamantinos o ameloblásticos. 

La secreción de la matriz es de 4µm diariamente. Mientras segrega, el 

ameloblasto se desplaza hacia la periferia. Los primeros componentes de la matriz 

orgánica se depositan en los espacios ubicados entre los ameloblastos y la 

predentina, como islotes y después como una capa continua y delgada de esmalte 

a lo largo de la dentina, a la que se denomina membrana amelodentaria (de hasta 

2µm). En esta franja no es posible identificar prismas ni sus vainas, como tampoco 

se puede diferenciar más tarde si los cristales pertenecen al esmalte o a la 

dentina. La secreción ameloblástica no es continua sino rítmica lo que determina 

la formación de estrías. Cuando los ameloblastos terminan de producir la cantidad 

adecuada de esmalte, elaboran una delicada membrana orgánica llamada cutícula 

primaria. 

Componentes de la matriz orgánica. 

Las proteínas de la matriz del esmalte son polipéptidos, 

(glucosaminoglicanos, proteoglicanos y diversas clases de lípidos) glucosilados 

sintetizados y secretados por los ameloblastos ( Davis, 1990). La matriz orgánica 

se configura con diferentes componentes a lo largo del proceso de diferenciación, 

la mayoría son vertidos en la etapa de ameloblasto secretor. 

La primera en depositarse es la tuftelina (proteína aniónica del esmalte 

reportada su expresión inicial por Zeichner-David et al 1995), o proteína de los 

flecos, y la sialofosfoproteína dentinaria (DSP), en la unión amelodentinaria. 
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En segundo lugar se segregan amelogeninas que representan el 90%, el 

remanente 10% incluye una proteína rica en prolina no-amelogenina, proteínas 

serum y al menos una proteína salivaria. 

La proteína no-amelogenina contiene enzimas como evidencia de la 

presencia de la regulación espacial y temporal de la actividad de las proteasas y 

fosfatasas en el desarrollo de la matriz (Brookes SJ, 1995). Una amelogenina 

hidrofóbica, rica en prolina en un 25-30%, es una proteína de 25 000 daltons con 

altos niveles de histidina, glutamina y leucina (Eastoe 1994). Numerosas especies 

moleculares con estas características en el desarrollo del esmalte, indican que la 

amelogenina es degradada extracelularmente, presumiblemente de manera 

enzimática, produciendo un rango pequeño de proteínas y péptidos, después de la 

secreción y continúa disminuyendo conforme el esmalte va madurando. 

Luego se deposita la enamelina, una fosfoproteína ácida glucosilada, 

compuesta por glicina, ácido aspártico, serina y ácido glutámico, con un peso 

molecular de alrededor de 55 000 daltons, que posiblemente participen en el 

proceso de mineralización (Ten Cate AR, 1986: Catalanas JA, 1993). 

Por último se origina la ameloblastina; ésta se relaciona con la nucleación 

del esmalte. A estos compuestos hay que añadir, en la matriz del esmalte, 

enzimas proteolíticas muy significativas: las metaloproteasas, presentes en la 

etapa de secreción de los ameloblastos, y las proteasas de serina, presentes y 

activas en la etapa de maduración en la que se asocian a la superficie de los 

cristales. También están presentes otras enzimas como la fosfatasa alcalina, la 

ATPasa dependiente de calcio y la anhidrasa carbónica. También pueden 

encontrarse en la matriz orgánica del esmalte otras proteínas de procedencia 

sérica como las globulinas y la albúmina (conocido inhibidor de la hidroxiapatita y 

del crecimiento del cristal, Gómez de Ferraris, 1999). 

La consistencia del esmalte recién formado es blanda, su contenido 

proteico alcanza el 20%, mientras que en el esmalte maduro es de 0.36% y tiene 

la dureza de la apatita. La clave de su maduración es la pérdida de agua y 

contenido orgánico. 

Durante la maduración el material proteico es removido selectivamente, se 

extraen todas las amelogeninas y quedan las enamelinas que se unen a las 
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superficie de los cristales, mientras que por último las ameloblastinas se unen a 

las enamelinas. 

Mineralización de la matriz orgánica. 

El depósito inicial de minerales se lleva a cabo en la unión amelodentinaria 

(UAD), creciendo más tarde los cristales con la adición de iones en su extremo 

terminal. La tuftelina y la sialofosfoproteína dentinaria DSP se unen al componente 

mineral para iniciar el proceso de mineralización (la tuftelina se asocia con la 

hipermineralización en la UAD). Antes de la formación del esmalte se expresa la 

ameloblastina. 

Se ha podido demostrar que utilizando amelogenina recombinante 

(Fincham, 1994), se localizan formaciones esféricas o nanoesferas de 20nm 

alrededor y entre los cristales iniciales de 1 a 3nm de espesor (figura 1.2). Cada 

nanoesfera está integrada por 100 monómeros de amelogeninas, constituyendo 

hileras en forma de rosario, dejando libre la superficie de los· cristales próxima a 

los ameloblastos que le siguen aportando Ca2+ y Po/· para su crecimiento. Las 

esferas son electrolúcidas al ser observadas al MET, figura 1.3 ( Zeichner-David, 

1995; Fincham et al, 1995). Estas estructuras previenen el crecimiento lateral y la 

fusión o fractura de estos cristales iniciales. La enamelina puede participar en esta 

malla reticular de materia orgánica que de forma progresiva va configurando el 

soporte del cristal. 

La disposición descrita de estas proteínas permite regular la morfología y el 

tamaño del cristal, o el contacto de su superficie con otras substancias, como la 

albúmina (inhibidor del crecimiento de los cristales) también presente en la matriz. 

Las metaloproteasas y las proteasas serina con su actividad enzimática 

remodelan la matriz, degradando y eliminando el componente orgánico. 

Este crecimiento controlado de los cristales hace posible que se 

establezcan puentes o bandas entre los mismos, para más tarde (por 

coalescencia) configurar los cristales definitivos. 

El proceso de mineralización avanza con la sustitución progresiva de agua y 

material orgánico, apareciendo en su última fase la ameloblastina segregada por 

las vertientes lisas de los ameloblastos, contribuyendo fundamentalmente en la 

19 



configuración de los límites de los prismas y en la constitución de la vaina del 

prisma. 

El último aporte de sales minerales proviene de los capilares del saco 

invaginado en el órgano del esmalte (Gómez de Ferrari, 1999). El esmalte adulto 

ya erupcionado continúa incorporando iones en su superficie; o sea que puede 

haber remineralización en relación directa con el grado de permeabilidad del 

esmalte. 
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Figura 1.3 Micrografía de MET de las nanoesferas. A) Mostradas in vivo y b) mostradas in 

vitre en molares de ratón. Las nanoesferas fueron contrastadas con acetato de uranilo. Barra 50 

nm ( Zeichner-David, 1995). 
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1.3. LA ESTRUCTURA DE LOS CRISTALES DE ESMALTE. 

En sentido estrictamente biológico, el esmalte del diente ya erupcionado es 

un tejido inorgánico. El contenido por peso en esmalte maduro está en el rango de 

97% mineral hidroxiapatita, 1.5% matriz orgánica y 1.5% agua (Lefevre and Manly, 

1932; Deakins and Volker, 1941 ;Le Geroz, 1991 ). Este tejido es permeable: existe 

intercambio iónico entre el esmalte y el medio bucal, en particular la saliva. 

Su alto contenido inorgánico lo hace especialmente vulnerable a la 

desmineralización; es un biomaterial formado principalmente por hidroxiapatita, 

compuesta por millones de granos cristalinos nanométricos. Esta hidroxiapatita es 

impura ya que acepta fácilmente átomos en su celda unitaria. El esmalte es un 

tejido que soporta fuerzas similares a las que soporta el acero liviano, pero muy 

sensible al ataque de ácidos orgánicos. 

En la nucleación de los cristales, la coordinación, posición, la estructura del 

cristal, su forma y orientación están bajo control genético. El control sobre la 

mineralización del esmalte durante su formación es posible gracias a un 

compartimento aislado dentro del órgano del diente. Este espacio extracelular se 

encuentra protegido de influencias externas por dos capas de células que 

bloquean la filtración aún de pequeños iones en la cámara. Su composición está 

determinada enteramente por actividad secretoria y reabsorvedora de las células 

que las cubren. 

El esmalte dental ya mineralizado tiene forma de ojo de cerradura, visto por 

Microscopía Electrónica de Barrido (MEB), en sección transversal y alargada en 

sección longitudinal (figura 1.4). Al microscopio de transmisión (figura 1.5), el 

prisma está formado por cristales nanométricos. En el prisma se distinguen dos 

regiones: la cabeza, o cuerpo, y la cola. La cabeza corresponde a la región más 

ancha y se halla limitada por superficies cóncavas; el diámetro de la misma es de 

5 µm. La región de la cola es la más delgada. La distancia existente entre la parte 

media del borde convexo de la cabeza hasta la cola es de 9 µm de longitud. 
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Figura 1 .4. Forma y dlsposición de los prismas del esmalte dental ya mineralizados. En sección 
transversal los prismas presentan forma de cerradura, y se observan alargados en sección 
longitudinal, tal como se muestra en A. En B se muestra una imagen de esmalte tomada por MEB. 
En C se muestra una amplificación del recuadro mostrado en B. 
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Los cristales de la cabeza son paralelos a su eje longitudinal, mientras que 

los cristales de la cola son perpendiculares (figura 1.5). El sistema de engranaje 

entre los prismas confiere mayor resistencia al esmalte, pues la cabeza soporta 

los choques de las fuerzas masticatorias y las colas las distribuyen y las disipan 

(Cev et al, 1980). 

El material orgánico es muy escaso y se distribuye básicamente en la 

periferia de los prismas rodeándolos; es muy insoluble y corresponde a la 

denominada vaina de los prismas (zonas de menor grado de mineralización, por 

su mayor contenido de proteínas haciendo una interfase), es una zona muy 

delgada (de 50 a 100 nm de espesor y carece de cristales). 

Figura 1.5. Micrografía por MET del esmalte. A), cabeza del prisma. B) cola del prisma y la Vaina o 
Región interprismática (Reyes-Gasga, 1995). 
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El espacio entre los cristales también está lleno de material orgánico. Otras 

de las estructuras que se pueden obseNar fácilmente por microscopía son, 

penachos 1 y los husos adamantinos2 (figura 1.6 y 1.7), las líneas de (crecimiento) 

Retzius3 (figura 1.8), las periquimatías4 y estructuras que son variaciones en la 

orientación de los prismas llamados Bandas de Hunter Schreger5 y el esmalte 

nodoso6 (figura 1. 7 y 1.9). 

1 Prismas 
Penachos 

de Linder ~,í,11~~-: . 
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@5="'"' 
Corte transversal 

Superficie 
del esrna lte 

Figura 1.6. En el corte transversal se destaca la forma de los penachos de Linder 1. 

CAD 
Bandas de Hunter-Schreger 

~ 5 
~-

6 

2 

Figura 1. 7. Diagrama que representa estructuras determinadas por variaciones en la dirección de 
los prismas (bandas de Hunter-Schreger 5 y esmalte nudoso 6); estructuras sin esmalte (husos 
adamantinos 2) y el aspecto de la unión amelodentinaria. 
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1.4. NUCLEACIÓN, CRECIMEINTO y MORFOLOGÍA DE LOS CRISTALES DEL 

ESMALTE. 

Simmer en 1995, menciona que el contenido mineral del esmalte debe ser 

considerado una hidroxiapatita de calcio carbonatada no estoiquiométrica, y que 

su posible crecimiento ocurra en tres estadios. 

1) Formación de la semilla incipiente. Un grupo mínimo de iones capaces de 

sobrevivir y su subsecuente crecimiento en un cristal. 

2) Crecimiento bidimensional de la semilla. La semilla crece en longitud y 

anchura, pero no en espesor. Que probablemente sea un cristal de fosfato 

octocalcico con un espesor de una sola celda unitaria. 

3) Crecimiento tridimensional, proponiendo que envuelve dos pasos. 

• Precipitación: Con el posible espesor de una celda unitaria de fosfato 

octocalcico (OCP), precipitado en la cara (100) del cristal. 

• Hidrólisis: El espesor de una celda de OCP hidroliza en el espesor de dos 

celdas unitarias de hidroxiapatita (HAp). 

Se postula que las amelogeninas tendrían interiores hidrofóbicos y superficies 

aniónicas, los cuales pudieran interactuar en vivo con el crecimiento de cristales 

(Simmer, 1995). 

Los métodos utilizados para obtener micrografías del proceso de 

crecimiento, la morfología de los cristales y sus mediciones en anchura, espesor y 

longitud han mejorado gracias al desarrollo de la microscopía. Así por ejemplo al 

querer obtener mediciones de los cristales Jensen y Moler emplearon primero 

técnicas de rayos X en 1948. Con la aparición de la microscopía electrónica de 

transmisión se fue depurando esta técnica de medición desde 1955-1959 con 

Little, Frank et al en 1960, Ri:ihnnolm en 1962, Nylen en 1964-1965, Frazier en 

1968, Jongebloed et al 1975, Kerebel y Daculsi en 1976, etc. Hasta ir logrando 

resultados más confiables y aplicando técnicas matemáticas adicionales. 

Veamos entonces a grandes rasgos como fue este avance. Una vez 

desarrollada la microscopía electrónica Nylen et al, en 1963, empezaron a hacer 

observaciones, a través de ésta y rayos X, del tamaño y forma de los cristales de 
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esmalte de roedores durante su desarrollo y mineralización, describiendo su 

morfología como láminas delgadas (figura 1.10), y con patrones de difracción de 

área selecta confirmaban que se trata de hidroxiapatita. El avance de la 

mineralización aumentaba en espesor y anchura desarrollándose de manera 

hexagonal, midiendo los cristales maduros 50 a 60 nm de ancho y 25 a 30 nm de 

espesor. 

Utilizando por primera vez Microscopía Electrónica de Alta Resolución 

(HREM) para medir los cristales de esmalte humano en gérmenes de incisivos 

fetales y dientes erupcionados temporales, Daculsi y Kerebel (1978) comentan 

que durante las primeras etapas del proceso bajo la influencia de los 

ameloblastos, los cristales crecen rápidamente en anchura y lentamente en 

espesor. Al final de esta etapa alcanzan su promedio final de crecimiento en 

anchura. El crecimiento en espesor es un proceso lento y se alcanza hasta que 

maduran. Conforme crecen los cristales, pasan de forma rectangular a prismas 

hexagonales planos. Los valores promedio fueron 26.3 nm en espesor y 68.3 nm 

en anchura. La existencia de una vaina orgánica cercana a los cristales no está 

confirmada. 

Kerebel, en 1979, estudia la curva de crecimiento de los cristales de 

esmalte, dibujando el aumento en el número de planos de red durante el 

transcurso del desarrollo del esmalte. El y sus colaboradores visualizaron fusiones 

y dislocaciones relacionadas con el proceso de maduración. La matriz orgánica de 

los cristales permanecía sin resolverse. 

Weiss et al, en 1981, siguen el crecimiento de los cristales a través de 

determinaciones de espesores y anchura en esmalte dental de gatos recién 

nacidos y de fetos humanos (de 5 meses). Sus valores de espesor fueron de un 

mínimo de 2 nm en ambas clases de muestras, con un máximo de 3.7 nm. 

Comentan que los resultados obtenidos en los valores de los picos son 

compatibles con la presencia de capas mezcladas de OCP y HAP. Además 

plantean diversas propuestas sobre las diferentes posibilidades de combinaciones 

entre las capas de OCP Y HA. 
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Figura 1.1 O. a) Morfología de los cristales de esmalte de roedor con diferentes anchuras; b) 
Cristales de esmalte en forma de listón y c). Patrón de difracción del esmalte que se indexa 
completamente utilizando los parámetros de HAP (Nylen et al, 1963) 
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Weiss coincide en cada caso consistentemente con lo dicho por Brown y 

sus colaboradores (1962), que fueron los primeros en proponer estructuras de 

intercapas de OCP - HA y notar su similitud entre capas llenas con fosfatos y 

grupos de agua, diciendo que las capas de HA existen en pares y que tal vez 

indiquen que el OCP juega un importante papel en los estadios tempranos del 

crecimiento de los cristales de esmalte. 

Al analizar la forma de los cristales de HA de esmalte de rata, Warshawsky y 

sus colaboradores, en 1982 y 1987 observaron que los cristales mostraban 

hexágonos en secciones cruzadas al ser examinadas con MET. Usando el 

goniómetro del MET, se tomaron micrografías electrónicas de estereo-pares 

(figura 1.11-A) y réplicas de fracturas congeladas, además se propusieron dos 

modelos para explicar el perfil hexagonal de los cristales. 

El modelo del listón hexagonal propone que los perfiles hexagonales en la 

cima pueden mostrar lados iguales o no iguales pues son secciones cruzadas 

verdaderas pero no perfectas, de listones alargados hexagonales y pueden 

mostrar un sobrelapamiento. El modelo de listones rectangulares propone que los 

perfiles de los cristales son segmentos rectangulares tridimensionales 

(paralelepípedos), que están contenidos en las secciones de epon y proyectados 

como hexágonos opacos en las micrografías de transmisión. 

Observaciones morfológicas junto con predicciones de modelos indican que 

los cristales de esmalte de incisivos de ratón son listones planos con perfiles 

rectangulares en sección cruzada. Las imágenes hexagonales vistas en 

micrografías electrónicas en secciones delgadas de esmalte mostraron 

variaciones en su densidad y en el tamaño de los cristales (figura 1.11-B y 1.11-

C) y resultan de la vista en segmentos con forma de paralelepípedo de estos 

cristales como sombras bidimensionales (Warshawsky, 1987). 

En una de las investigaciones hechas por Simmelink et al, compararon la 

morfología y los patrones de disolución en un examen ultraestructural en cristales 

de esmalte de rata y humanos así como en cristales de hidroxiapatita sintéticos. 

Se aislaron cristales de esmalte de rata en desarrollo y maduros, cristales de 

esmalte maduro humano y apatita sintética, seccionadas finamente, examinadas 
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con MET sin descalcificar y las que se expusieron a ácido. Los resultados 

mostraron que las secciones cruzadas de todos los cristales tuvieron una 

0 
Figura 1.11-A. Micrografías estereo de los nuevos cristalitos formados del esmalte interno en el 
estadio de secreción, cerca del proceso de Tomes (TP), en incisivos de rata; perfiles grises 
(g);líneas pálidas (p); líneas filosas obscuras (s); cristales orientados longitudinalmente se ven en 
el camino (rod) del esmalte depositado adyacente al proceso de Tomes (Warshawsky y Nanci, 
1982). 
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Figura 1.11-B. Micrografía electrónica de cristalitos, tanto en sección transversal 
corno longitudinal, de esmalte externos en la zona de maduración. L, cristales 
situados longitudinalmente. En el eje longitudinal los cristales son mayores. 
Flechas curveadas, terminaciones de los cristales cortados. La flecha sólida 
muestra el espesor del cristal al ser inclinados. Flecha abierta RP, señala perfiles 
rectangulares y hexagonales (Warshawsky et al, 1987). 
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Figura 1.11-C Amplificación de la figura 1.11 Los cristales se pueden ver hexagonales (HP) o 
rectangulares (RP). Se notan las variaciones en la intensidad y el tamaño de los cristales. 
Imágenes opacas (O), así como translúcidas. Las imágenes hexagonales muestran picos que 
tienen lados iguales (e) o diferentes (un). El sobreapilamiento de los cristales se indica con los 
asteriscos, indicando que si las imágenes fueran perfectas secciones cruzadas tal sobrelapamiento 
sería imposible. 50 000 X (Warshawsky et al., 1987). 

33 



distorsión en la línea externa de los hexágonos planos en regiones donde el 

crecimiento de uno de los cristales afectaba a otro. La disolución de los cristales 

ocurrió preferencialmente a lo largo del eje c produciendo un defecto central o un 

hoyo en los cristales de aproximadamente 1 O nm de espesor. Estudios 

preliminares con un ácido débil en cristales de esmalte humano maduro indicaban 

que la relativa solubilidad del centro del cristal es rápidamente disuelta en la 

totalidad de su espesor mientras que la parte externa permanece intacta por un 

período más largo de tiempo como se muestra en la figura 1.12. 

Figura 1.12. Disolución de un cristal de esmalte dental humano sometido a ataque ácido durante 3 

segundos. Nótese que esta disolución disuelve primeramente el centro del cristal (Reyes-Gasga, 

1995). 

1.5. LINEA OBSCURA CENTRAL 

La línea obscura central se observó gracias a la microscopía electrónica. Ya 

desde 1963 fue localizada por Nylen, mencionando la presencia de una línea 

densa que se observaba en el centro de los cristales, aunque no en todos ellos. 

Frazier en 1968 estudió cristales de esmalte dental humano y al observar los 

hexágonos aplanados reporta la existencia de algunas irregularidades en sus 

superficies. Establece que solo el 20% de los cristales que estudia presentan esa 

línea opaca en su eje longitudinal. 

En 1979 Kerebel B., Daculsi y Kerebel L.M., estudiando con TEM el 

diámetro, anchura y espesor de los cristales de esmalte en los primeros estadios 

hasta su maduración, comentan que gracias a la microscopía electrónica de alta 

resolución se pudo visualizar y localizar las dislocaciones de borde en las apatitas 

biológicas; en el centro de los cristales de esmalte fetal humano, lo que 

correspondería a la CDL. Marshall y Lawless en 1981 muestran, en imágenes de 
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red y microdifracción, la CDL comentando que ésta representa un defecto planar 

que incluye un solo plano (100) de la estructura de hidroxiapatita. Comentan por 

primera vez que la imagen de dicha línea depende de las condiciones específicas 

de difracción. 

Nelson et al en 1986 trabajaron en el sobrecrecimiento del fosfato 

octocalcico y la apatita (figura 1.13). Los sobrecrecimientos fueron preparados 

usando un método de composición con cualquier semilla la de OCP o HAP de 

esmalte dental. La interfase OCP-HA se observó usando alta resolución. El 

análisis químico mostró que el OCP podía crecer en semillas de apatita bajo 

condiciones de composición constante. Pero el crecimiento de la apatita en OCP 

sin embargo, no guardaba una composición constante, indicando el crecimiento de 

una fase más pH básica que el OCP con una razón molar Ca/P de 1.50 ± 0.04. 

Con microscopía de alta resolución confirmaron que esta fase es similar a la 

apatita. Los datos mostraron que es posible crecer apatita en OCP y viceversa 

cerca de un pH fisiológico. 

Los crecimientos de HA y OCP son de interés biológico ya que ambas fases 

parecen precipitar durante la mineralización del tejido duro. Se ha afirmado, 

apoyándose en microscopía de alta resolución, que la Línea Obscura (CDL) 

consiste en una expansión mayor de la red de aprox. 20% en el centro del cristal y 

que corresponde a la celda unitaria del fosfato octocalcico, a través del plano (300) 

y (600), con espacios interplanares de 0.27nm y 0.31 nm respectivamente. 

:1 .~·•:'', 

Figura 1.13. Observación por MET de alta resolución del sobrecrecimiento del fosfato 

octocalcico en una semilla de hidroxiapatita (Nelson et al., 1986). 
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Examinando cuidadosamente imágenes de microscopía electrónica de alta 

resolución y comparándolas con imágenes simuladas por computación, así como 

con el uso de técnicas de difracción de electrones junto con consideraciones de 

datos químicos, Nelson et al, determinaron con razonable certeza los detalles 

estructurales del cristal con la estructura común de un defecto encontrado en 

cristales de apatita biológicos en el centro de los cristales de apatita sintética 

carbonatada. En cristales de apatita de esmalte dental, dentina y hueso se han 

observado intercrecimientos similares 0.8-1.5 nm en anchura. 

Tratando de explicar en que consistía la línea obscura central, consideran 

que pudiera ser un remanente de matriz orgánica calcificada, o una dislocación de 

tornillo, macias o una frontera de grano, o bien que se trata de un defecto planar 

localizado de iones de carbonato coherentes con la estructura de la HA. Defectos 

típicos fueron consistentes con inclusiones de fosfato octocalcico, con un espesor 

de una celda unidad, embebida en una matriz de apatita. A partir de sus 

observaciones sugiere que la CDL son inclusiones de fosfato octocalcico, 

consistente en una celda unitaria de OCP embebida en la matriz de apatita. 

Proponen que tal vez en la primera etapa de la mineralización existan, 

nucleaciones y posteriormente se asocien a la Línea Obscura. 

Por lo tanto, hay cuatro modelos sugeridos para explicar esta línea: 

1) Se propone la existencia de vacancias de calcio de aproximadamente 41 

nm de anchura pero sin desplazamientos de la red. 

2) Fallas de apilamiento y como resultado una contracción del vector [1/4 O 

O]. 

3) La incorporación del OCP con un espesor de una celda unidad 

embebida en una de apatita. 

4) La contracción de la capa central deficiente de Ca, poniendo átomos en 

sitios cercanos apatíticos correspondientes. Que con vacancias, la 

estructura del OCP se colapsara a la estructura de una apatita (Nelson 

1986). 

Cuisinier y sus colaboradores, estudiando cristales de esmalte dental fetal 

humano por microscopía de alta resolución observan nuevamente la forma clásica 
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de listones, descritos como los primeros minerales organizados que se forman 

durante la amelogénesis. Los cristales presentaron un cociente anchura/ espesor 

de 9.5 y el 40% estaban unidos. En las imágenes de red se notó la presencia de la 

línea obscura central (CDL) asociada con manchas blancas. Ambas estructuras se 

encontraron en cristales con un mínimo de espesor de 8 a 10 nanómetros. La fase 

del esmalte se describe como una HA carbonatada no estoiquiométrica de 

cristales hexagonales, con numerosos defectos, distorsiones en la red, 

dislocaciones, fronteras de grano y simetrías hexagonales perdidas. 

Se detectaron fronteras a bajo y alto ángulo. Las fronteras de bajo ángulo 

se observan en el centro del cristal, y podrían estar relacionados con la CDL y 

estar implicados en uno de los pasos de la nucleación en la formación de los 

cristales. Las fronteras de alto ángulo podrían resultar de la fusión de los listones 

de los cristales. Tales mecanismos podrían inducir una aceleración del crecimiento 

en espesor de los cristales observados durante el estadio de maduración de la 

amelogénesis. Mencionan que la CDL siempre se localiza en el centro de los 

cristales y termina antes de alcanzar los extremos del cristal, de ahí que sea ligada 

al mecanismo inicial de crecimiento. En este reporte se presentan dos hipótesis 

para explicar su origen. 

1) La CDL que podría ser creada por variaciones cristalográficas locales (como 

dislocaciones o la introducción de impurezas), o ser atribuida a defectos 

bidireccionales, tales como fronteras que fueron observadas en cristales 

maduros pero que no eran absolutamente correlacionados con la CDL. 

2) La CDL podría ser atribuida a substituciones iónicas, tales como substituciones 

carbonatadas en el centro del cristal. 

Este grupo continuó con los estudios en cristales inicialmente formados 

durante la amelogénesis, utilizando técnicas de difracción por rayos X, que reveló 

solamente la existencia de hidroxiapatita carbonatada (cHA). Mientras que en 

investigaciones con MET mostraron que los cristales de esmalte en desarrollo 

tienen forma de listón y sufrían cambios en su composición, pudiendo indicar la 

presencia de diferentes minerales de cHA. Observan también la presencia de 
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partículas de tamaño nanométrico (figura 1.14) cercanas a los cristales de 

esmalte y los cristales en forma de listón. 

Figura 1.14. Micrografía de una posible fase precursora del cristal, un cristal N señalando su 
anchura (W) y espesor (T); b, su patrón de difracción; C, la imagen digitalizada; A, celda unidad 
(Cuisinier et al., 1992). 
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Estas partículas podrían ser una fase precursora de los cristales 

observados como listones. Esta hipótesis está basada en el hecho de que ambas 

formas cristalinas se encontraron durante la amelogénesis, el tamaño nanométrico 

de las partículas, nunca habían sido detectadas en el esmalte maduro (Cuisinier, 

1992). 

Buscando observar la CDL o interfase entre el OCP y la HA, lijima (1992) y 

colaboradores llevan a cabo experimentos sintetizando mezclas laminares de 

cristales de fosfato octocalcico y apatita {figura 1.15), en un sistema de formación 

de esmalte en presencia de 1 ppm F a 37°C y un pH de 6. El cristal tiene una 

morfología como lámina delgada y larga, conteniendo una lámina de OCP en el 

centro de la matriz de apatita. 

Figura 1.15. Sobrecrecimiento de fosfato octocálcico e hidroxiapatita (lijima et al., 1992). 

El espesor de la lámina de OCP en dirección del eje a es una de varias 

celdas unitarias. Algunos cristales de apatita embeben una capa central en lugar 

de una lámina distinta de OCP. La lámina de OCP y la lámina central son 

paralelas al plano (100) de la apatita, mientras que el eje c del OCP es paralelo al 

eje e de la apatita. El análisis sugiere que el F causa el crecimiento de la apatita 

en el OCP y regula la formación de los cristales mezclados en láminas de OCP y 

apatita. Las láminas de OCP actuaron como un templete para el subsecuente 

crecimiento epitaxial de apatita y el crecimiento de cristales mezclados en láminas 

principalmente en dirección del eje e de ambos, el OCP y la apatita. 

Estos resultados soportan fuertemente la idea de que el OCP actúa como 

un templete o substrato para el subsecuente crecimiento de apatita en ta 

formación del esmalte. En la figura 1.16 se muestra el modelo de crecimiento 

lamelar, cristales mezclados de OCP y apatita. 
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(100)opotite ,', C 
-------- \!;; 

¡apatite~~-- _-:::-__ " (100)ocp e 
=-- . -------~---·-·-
: OCP :::: ::: ::: ::::: ::::::::: :::::: :::::::::::::::::: 

~apát'ite~-=---=-= 
Figura Ll6, Modelo de crecimiento !amelar, cristales mezclados de OCP y apatita. Iijima, 1992. 

Investigando los cambios en la morfología de los cristales de esmalte y 

usando esmalte secretorio porcino de entre 5 y 6 meses de nacidos, con HREM y 

FTIR, Miake (1993) y colaboradores observaron en el contorno de los cristales 

estructuras piramidales y retenían un contraste obscuro en su centro (CDL). Miake 

propone un modelo para explicar esa línea obscura central que quedaba retenida 

en los cristales de apatita después de las fusiones y las unidades de 

sobrecrecimiento. Se caracterizó como un crecimiento epitaxial de pequeñas 

unidades apatiticas unidas a una lámina delgada, conformando triángulos 

regulares (figura 1.17-a y b) . 

. ·. . ".;:' \ /'. . ' -'l~,<:~~~ :r 1 · · i".,,;,.~_¡ t ¡· ~/, -
I)f i:;:r11f-t ~~, · . \1t ~-· · 
' .. .,,,,, . ,-: . ~ . 
,· /"'' .. ' ¡ . 

(.<~,;!;::t;fM'· ·,. , ./ ~ ·: . r~ 
¡J' ·Tu . . , ,; . 
14~,/·~>· ,,··;)~(-·:~::<f'v~.·- :: i-- ./~ 

:" 3 , : ·, t:' l'':",...,. :-~ 
.... .¡,• .r i> '··:·' .. 
l
\r ~;.;:,,_. ~~: . 
,. ·!'j'{-i"·,'' .,.:, ! 
~,;':'::,;}¡/_· _ . . 100 _nm 

Figura 1.17a. Micrografía experimental del crecimiento de los cristales de HAP 

señalando la forma de triángulos con flechas (Miake et al., 1993). 
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Una importante conclusión del modelo de crecimiento propuesto es que la 

línea obscura central presente en los cristales de esmalte dental, representa el 

vestigio de una lámina precursora de OCP que ha sido enterrada (en el centro) por 

el sobrecrecimiento de unidades apatiticas (primero como triángulos, luego como 

rombos) y es menos frecuente su presencia en cristales sintéticos de carbonato 

apatita. 

r:=:=:k-- disloca~ón -A- -~ 
IáminadeOCP v- =w= 

t 

r=A&~,-------...-..-- - - -
' ' 

Figura 1 .17-b. Ilustración del crecimiento epitaxial de apatita. Miake, 1993. 

41 



1.6. HIDROXIAPATITA Y EL FOSFATO OCTOCALCICO. 

HIDROXIAPATITA 

La hidroxiapatita es una sal doble de fosfato tricálcico e hidróxido de calcio 

y un compuesto bio-inorgánico microcristalino e isomorfo de una forma natural de 

fluorapatita. Pertenecen a una gran familia de sustancias isomorfas llamadas 

apatitas, nombre griego que significa embustero. Este nombre se debe a la 

dificultad que presentan en su identificación y a su existencia no estequiométrica. 

El término apatita se aplica a un grupo de compuestos (no solo a los fosfatos de 

calcio) de fórmula general M10 (X4)6 22; donde M2
+ es un metal y x/· es un radical 

ácido y z· es un anión. El nombre de cada apatita depende de los elementos o 

radicales M, X, y Z. Fluorapatita (Z=F), HAP (Z=OH) figura 1.18 donada por el Dr. 

Lauro Bucio, Cloroapatita (Z=CI), y sus diferencias entre las propiedades físicas y 

químicas son debidas a las posiciones atómicas (Narasaraju y Phebe, 1996). 

La hidroxiapatita estequiométrica presenta la estructura molecular apatítica, 

donde M es el calcio (Ca2+), X es el fosfato (PO4)
3

- y Z es el radical hidroxilo (OH') 

la relación atómica Ca/P de la HAP sintética es de 1.67 y en el esmalte dental 

humano es de 1.62 (Eanes, 1979). Su formulación química es Ca10(PO4)6(OH)z. La 

HAP pura contiene 39% en peso de calcio, 18.5% de P y 3.38% de OH; mientras 

que la concentración de calcio en el esmalte dental humano es de 36.5%, y la 

HAP puede presentar sustituciones aniónicas y catiónicas. 

Hay que tener en cuenta que en el material pueden llevarse a cabo 

sustituciones de iones (de Po/· por, HPol· reduciendo la Ca/P entre 1.5 y 1.66) 

o deficiencias en los mismos lo que podría afectar las propiedades del material y 

su estabilidad química en diferentes medios. La fórmula química de estos 

compuestos es (Fulmer, 1992), ca,1o-x) (HP04) x (P04),s-x) (OH),2x) donde o :S X :S 1 

La hidroxiapatita (HA) contiene fosfatos de Ca y es un material 

biocompatible, se usa como sustituto de hueso o bien para promover su 

regeneración ya que los tejidos óseos se componen en gran parte de fases 

minerales, que tiene resistencia a la corrosión, alta resistencia a la compresión, es 

inerte (entre más se acerque al valor 1.67 es más estable dentro del cuerpo, si la 
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Figura 1.18 Estructura de la HAP ( Bucio, 1999) 
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razón disminuye es más bioactiva), posee baja conductividad térmica y eléctrica 

(al medio ambiente). 

Dentro de las desventajas físicas de la HAP se encuentran, el que tiene 

baja resistencia al impacto, falta de reproducibilidad de propiedades, dificultad de 

procesamiento y fabricación. Su resistencia mecánica es de 14 megapascales 

(Mpa) y su resistencia a la flexión es del orden de 110 Mpa (en pruebas de 

densificación en barras de 4.8 cm de largo, con sección transversal rectangular 

de 5x7 mm aplicando la prueba en cuatro puntos Thomas, 1980). 

La HA es químicamente estable a temperatura y pH del cuerpo humano, 

37ºC y pH mayor a 4.2 y alrededor de 7, respectivamente (Neuman, 1958). A 

bajas temperaturas sólo la HA y el fosfato de calcio dibásico (DCP) pueden 

encontrarse en solución acuosa. La solubilidad de la HA se incrementa al 

disminuir el pH (Díaz, 1998). La deshidratación de la HA cuando se somete a 

tratamientos térmicos en ausencia de agua puede llevar a la conversión de esta 

fase a fosfato tricálcico. 

Se sabe que a elevadas presiones de vapor (PH20=6.5 x 105Pa), la 

estructura de la HA se conserva por encima de los 1000 ºC (Lacout, 1992). Aún a 

temperaturas relativamente altas (aire, vacío y con un ambiente húmedo en 

ambos casos a 1300ºC), la presencia de humedad promueve la estabilidad de la 

HA (Thomas, 1980). 

La HA de esmalte dental humano sometida a calentamiento en el 

microscopio electrónico de transmisión, presenta dos fenómenos in situ; Uno es 

que se depositan moléculas de hidrocarbón en su superficie, formando 

estructuras fractales, ya que alcanza una energía de umbral después de la cual 

aparece un campo eléctrico produciendo estas estructuras y la otra es que hay 

una transición de conductividad dieléctrica (alrededor de 200ºC, Reyes, 1997). 

La HA cristaliza en un sistema hexagonal, aunque con alguna excepción en 

un sistema monoclínico. El grado de cristalinidad está directamente relacionado 

con el grado de reactividad del material. Su forma es de cristales alargados; 

gránulos gruesos y compactos; concreciones nodulares. Su estructura es 

cristalina y en el sistema hexagonal presenta los siguientes parámetros de red: 

a== b = 9.418 Aº y c = 6.884 Aº. 
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FOSFATO OCTOCÁLCICO. 

Al fosfato octocálcico también se le llama trifosfato hidrogenado 

tetracálcico, Caa H2 (P04)a · 5 H20. Se encuentra frecuentemente en sistemas 

conteniendo fosfatos de calcio más básicos que fosfatos dicálcicos y este parece 

tener un papel significativo en la química de huesos, dientes, fertilizantes de 

fosfatos y otros precipitados de fosfatos de calcio. Su existencia como una fase 

cristalina distinta más que una apatita defectuosa hidratada ha sido cuestionada. 

Resultados experimentales indican que el OCP está relacionado estructuralmente 

a la hidroxiapatita; sin embargo las dos sales no son isoestructurales y que el 

OCP está compuesto de capas de apatita que son paralelas al plano b-c y 

separados por capas hidratadas. El fosfato octocálcico tiene los siguientes 

parámetros de red: 

a=19.87 Aº b= 9.63 Aº c= 6.87s Aº Z= 2(Ca8H2(P04)s·5H20) 

Figura 1.19. El OCP dentro de la estructura de su celda unitaria, tiene 8 tipos de Ca (azul, verde y 

amarillo), 6 tipos de P en sitios tetraédricos (rojo), y 5 moléculas de agua (al centro). 

La química de la OHAP es complicada por su habilidad para formar 

mezclas de intercapas con OCP. La existencia de la mezcla de intercapas entre 

estas dos sales fue primeramente indicada por las similitudes de las celdas 

unidad, más aún cuando se asume que el OCP puede ser el precursor de OHAP 

y que la hidrólisis del OCP para producir OHAP se ha llevado a cabo in situ. 
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Eanes y Meyer en 1977, prepararon una serie de precipitados de fosfato de 

calcio en donde el cociente Ca/P podía incrementarse manteniendo los 

precipitados en contacto con la solución madre para variar los tiempos, la solución 

inicial fue supersaturada con respecto a ambas OCP e OHAP. 

La hidroxiapatita y el fosfato octocálcico forman mezclas intercapas en las 

cuales algunos de sus picos de difracción de rayos X h00 interactúan para formar 

combinaciones de picos. Brown et al en 1979 correlacionan los datos 

experimentales de Eanes y Meyer, con los valores que calculan de esos picos 

obtenidos con patrones de difracción de rayos X como en d 200 (OCP) -d 100 

(OHAP) hacia espacios bajos de (9.34 Aº) como una función del cociente de Ca/P 

mostrando una correlación razonablemente buena con una dependencia lineal 

del espacio en el cociente Ca/P con un aumento de1 .33 a 1.67. Sugieren que el 

OCP actúa como precursor en la formación de los minerales de tejidos duros. Si 

fuese así las intercapas serían una consecuencia natural pudiendo afectar las 

propiedades del esmalte de muchas maneras, por ejemplo al ingerir flúor, 

acelerando la hidrólisis del OCP volviendo menos soluble a la apatita. 
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2. - Microscopía. 

En esta sección comentaremos en forma breve los diferentes tipos de la 

técnica que más se utilizó en el análisis realizado en este trabajo de tesis: la 

microscopía. La microscopía nos representa un dato incuestionable sobre los 

resultados presentados: la visión directa del objeto bajo análisis. Es por esta 

razón, si se cuenta con los métodos de preparación de muestra adecuados, que la 

microscopía permite obtener la información que se requiere para dilucidar el origen 

de la línea obscura central presente en el esmalte dental. 

2.1. Microscopía Fotónica 

La microscopía óptica es una herramienta importante para el estudio 

microestructural de los materiales. Este estudio debe hacerse, sobre muestras 

cuidadosamente cortadas y pulidas. Además de pulir las muestras se puede hacer 

un ataque químico para revelar la estructura de grano y las fases presentes. La 

selección de los reactivos depende de las fases que nos interesen observar. 

Las características principales de un microscopio, que determinan las 

características de la imagen son: la amplificación, la resolución, la profundidad de 

campo y el tipo de aberraciones que introduzcan las lentes. 

Los detalles más pequeños que pueden distinguirse con un microscopio 

óptico son del orden de 200 nm. Esto se debe a que la mínima distancia que 

puede detectar el ojo humano es de 0.2 mm, Para un microscopio de luz 

monocromática verde 400 nm y una apertura del lente de 1.7, la resolución es de 

175 nm. 

Su profundidad de campo es deficiente comparada con la que se puede 

alcanzar con el MEB pero su capacidad de muestreo es mayor que cualquier otra 

de las técnicas descritas en este capítulo. 
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2.2. Microscopía de Barrido. 

La microscopía de barrido (MEB) es un medio muy versátil para 

investigar la microestructura ya que hay equipos que cuentan con diferentes tipos 

de detectores como por ejemplo, el EDS que permite analizar la composición de 

diferentes materiales. El MES ofrece posibilidades para obtener imágenes de 

superficies rugosas, gracias a su gran profundidad de campo (hasta de 40 µm). 

El voltaje de operación del MEB está entre 2KeV y 40KeV y el 

diámetro del haz utilizado está entre 2 y 1 O nm. El haz es barrido a través de la 

muestra por medio de unas bobinas deflectoras, mientras que un detector cuenta 

el número de electrones secundarios u otro tipo de radiación emitida por cada 

punto de la superficie (figura 2.1 ). Al mismo tiempo el '¡punto" de un haz de rayos 

catódicos es barrido a lo largo de una pantalla de televisión (CRT) y la brillantez 

del punto es modulada, amplificando la corriente que sale del detector. El barrido 

se hace por un conjunto de rectángulos conocidos como el "raster'' y la 

amplificación lineal del aparato se define como la razón entre la longitud lateral del 

CRT y la longitud lateral del raster que actúa sobre la muestra. 

Por ejemplo, si el haz de electrones barre un raster de 1 O x 1 O micras, y 

el tamaño del CRT es de 1200x100 milímetros, la amplificación es de 100 000 x. 

Cañón de Electrones 

1entes n 
C-Ondensadoras LJ 

Lentes 
Objetivas 
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LJ 
GEN 
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0 DET i------; AMP 

CRT 

Monitor 
de 

On&s 

DEi = Detector AMP- Amplificador GEN FSCANEO=: Gta:mirck &::im:o 

Figura 2.1. Sistema de operación del MEB para obtención de imagen. 
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Dentro de las funciones posibles en el MEB está la espectroscopia de 

dispersión de energía (EDS), que permite cuantificar la composición y la cantidad 

de un elemento químico dentro del material. Este análisis hace uso de la radiación 

emitida (rayos X) por cada elemento, después de ser colisinado por el haz debido 

a la diferencia en energía - producto del "salto" de un electrón de una órbita 

superior del átomo a una inferior - y de las líneas espectrales de cada elemento 

para hacer la cuantificación. Para mayor detalle de esta técnica se recomienda 

consultar las siguientes referencias (Bertin EP, Hearle JWS, 1973; Heinrich KFJ, 

1981; Pouchou JL, 1984). 

Aunque esta técnica es muy útil y versátil, existe la limitación de que la 

muestra debe ser conductora; de no ser así, se formará una densidad superficial 

de carga negativa en su superficie que deflectaría el haz de electrones antes de 

interaccionar con la muestra. 

2.3 Microscopía Electrónica de Tansmisión (MET) 

Esta técnica se utiliza para hacer estudios minuciosos del material, con 

gran resolución. Provee información sobre las heterogeneridades del material 

como son: defectos, deformaciones, inclusiones, precipitados y germinación de 

nuevas fases en el primer estadio de formación. La preparación de las muestras 

necesarias para su análisis en microscopio electrónico de transmisión (TEM) es 

laboriosa. 

El microscopio electrónico de transmisión permite obtener información 

acerca de la estructura del material pidiendo observar objetos a escalas 

comparables a las distancias interatómicas medias (3.0 Aº). Este microscopio usa 

como fuente de radiación un haz de electrones acelerados por una diferencia de 

potencial de 1 O a 120 KeV, (ver (1) de la figura 2.2) Proporcionando la energía 

suficiente para ser transmitidos a través de una muestra delgada de 

aproximadamente un espesor de 100 Aº (ver (4) de la figura 2.2). A su paso, los 

electrones son dispersados por el material y al salir de la muestra, son enfocados 

por medio de "lentes" electromagnéticas, hacia la pantalla fluorescente (ver (9) de 
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la figura 2.2). La radiación así producida puede ser proyectada en un plano de 

dos formas: corno patrón de difracción, ver (6) de la figura 2.2 ó corno imagen del 

objeto (Eberhart JP., 1991 ), ver (7) de la figura 2.2 . 

. 
LiJ (ll Cañón de electrones 

!2J Ánodo ..,.....---,;1---..........¡ 

t3l 

,,i Muestra 

_...,.....,,s 
____ !6 P1aoo Focal (µmm re difraxioo) 

Plano Imagen 

---• (9 Pantalla Fluorescente 
110l Bomba de vacío 

Figura 2.2. Partes de un microscopio electrónico de transmisión TEM. 1) Cañón de Electrones con 

voltaíe. 2) Ánodo puesto a tierra. 3) Sistema Condensador. 4) Muestra delgada. 5) Lentes 

objetivas. 6) Plano focal anterior 7) Plano imagen. 8) Sistema de proyección de las lentes. 9) 

Pantalla Fluorescente. 1 O) Bombas de vacío. 

Se obtiene una u otra proyección situando la lente proyectara en el 

plano focal de la lente objetiva, en cuyo caso se obtendrá el patrón de difracción, o 

bien en el plano imagen, en cuyo caso se obtíene la imagen del objeto. 

En ambas proyecciones se obtiene información acerca de la estructura 

cristalina de la muestra, pero la contienen en forma distinta; la relación existente 

entre ambas proyecciones y sus diferencias, pueden esbozarse a partir de la 

óptica geométrica que sigue el haz de electrones al salir de la muestra. 

Los patrones de difracción electrónicos son proyecciones en 20 del 

espacio recíproco, mientras que las proyecciones en el plano focal son las 

proyecciones en 2d del espacio real. La distancia entre dos puntos en el patrón de 
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difracción va corno el inverso de la distancia entre esos puntos en el espacio real 

[i.e dist (espacio recíproco) a dist (espacio real) J ( Verhoeven JD, 1975). 

El punto más intenso situado en el centro del patrón de difracción es 

resultado del haz que no fue difractado por el material y sirve corno punto de 

referencia para medir la distancia entre los puntos con respecto al centro. La 

distancia entre los puntos vecinos, a la cual se conserva la periodicidad, es una 

medida del grado de orden que hay en el arreglo de átomos en el material. En el 

caso de un sólido cristalino. 

Los puntos se repetirán periódicamente hasta el límite que marque a la 

abertura del haz, en el caso de un material amorfo, solamente la distancia a 

primeros vecinos esta bien definida, por lo que solamente se verán los primeros 

vecinos del punto central. 

Si la zona seleccionada para difractar posee muchos cristales, entonces 

el patrón de difracción estará formado de anillos y no de puntos discretos. Si los 

granos son poco cristalinos, entonces solamente se apreciara correctamente el 

primer anillo (primeros vecinos). 

2.3.1 Preparación de Muestras. 

Las muestras ideales para microscopía electrónica de transmisión 

(MET) deben ser delgadas (60-90 nrn), planas, con lados paralelos - para evitar 

variaciones fuertes en él contraste de masa - estables y representativas del 

material. Durante la preparación hay dos pasos básicos, el corte y el 

adelgazamiento (Reyes-Gasga, 1987). 

El tamaño recortado de la muestra debe ser de 1 mm ó menos de 

espesor y unos 3 milímetros de diámetro (Eberhart JP ., 1991) 

Partiendo de las muestras pulidas a espejo se requieren tres etapas de 

corte y desbaste mecánico. 

5[ 

1 



A) C-Orte Grueso 
B) Corte Fino a>+=-~~ 
C) Desbaste mecánico 

~ 

Muestra Preparada 

C]0 

Figura 2.3. Ejemplo de preparación de fa muestra para TEM. 

A) corte grueso, B) corte fino, C) desbaste mecánico, D) desbaste iónico. 

1 º Cortar una rebanada del compuesto colado en forma cilíndrica de 

dimensiones: 3mm de diámetro por 300 mm de longitud (ver inciso a la de la 

figura 2.3). 

2º Cortar una rebanada de 200 µm con la ayuda de un disco con filo de 

diamante, o desbastar con cuidado con lija de 100 hasta lograr un espesor del 

cilindro entre 100 y 200µ m (ver inciso b de la figura 2.3). 

3º Adelgazar la muestra mecánicamente en forma cóncava en el 

aplomo del compuesto y sobre las dos caras, obteniendo un espaciamiento 

residual de 20 µm. 

El procedimiento de adelgazamiento varía según el tipo de material; 

para muestras no conductoras, muy frágiles para prepararse manualmente ó que 

contienen fases diferentes que se corroen a velocidades d\ferentes, se usa el 

bombardeo iónico. El desbaste se lleva a cabo por medio de un erosión en la 

parte central de la muestra con iones de argón ó un haz de átomos neutros, hasta 

lograr una perforación sobre la muestra (ver incisos e y d de la figura 2.3). 
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La capa delgada de material (100 Aº a 200 Aº), que queda alrededor de 

la perforación, será la zona visible en el microscopio de transmisión. Para 

información más detallada de este proceso refiérase a Eberhart JP., 1991. 

2.3.2. Limitaciones de la técnica. 

Para ver muestras por MET éstas deben ser suficientemente delgadas 

corno para ser "transparentes" a los electrones. Un espécimen que cumpla con 

esta condición podrá transmitir suficientes electrones para producir la intensidad 

necesaria para proyectarse en una pantalla o película fotográfica. Generalmente 

esta condición es función tanto de la energía del electrón como del número 

atómico promedio del espécimen. Típicamente para electrones de 100KeV, los 

especímenes de aleaciones de aluminio deben alcanzar un espesor del orden de 

cientos de angstroms, de hecho, entre más delgado sea el espécimen mejor. El 

espesor puede ser mayor cuando se usan voltajes altos, y debe ser estrictamente 

menor cuando se usa HRTEM (MET de alta resolución). El proceso de 

adelgazamiento debe ser tal que se dañe lo menos posible la estructura y la 

química del espécimen. También deben identificarse los artefactos más comunes 

que se generen en el espécimen adelgazado con el proceso standard. 

2.4. - Microanálisis 

Es el análisis químico de muestras "muy pequeñas" por técnicas a base de 

electrones, cuando los electrones de energía apropiada afectan a la muestra, 

causan la emisión de rayos X cuyas energías dependen de la composición de la 

muestra. Usando este fenómeno para analizar el contenido elemental de 

microvolumenes (de uno a varios cientos de micrómetros cúbicos) es a lo que 

comúnmente se le llama microanálisis. 

Para analizar muestras microscópicas el microanálisis por dispersión de 

energía (EDS) es el método más fácil, pues es sensible a bajas concentraciones, 

los límites de detección mínimo (MDLs) están por abajo del 0.1% en el mejor de 
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los casos y típicamente menores a 1 %, es un rango dinámico que corre de MDLs 

al 100%, con una precisión relativa de 1 % a 5% durante todo el registro. 

Se considera el proceso que sigue a la excitación de la muestra por un haz 

electrónico donde con los rayos X emitidos son colectados, clasificados y 

contados. Las emisiones energéticas de un electrón excitado de la muestra se 

traducen en datos analizables captados en el detector EDS del microscopio de 

barrido o transmisión. Esta energía de la radiación emitida entonces es igual a la 

diferencia de energías entre los dos niveles electrónicos involucrados. La 

diferencia de energías es bastante grande para las capas internas, la radiación 

aparece como rayos X. Cuando los electrones son excitados con suficiente 

energía, cada elemento en una muestra emitirá por lo tanto en un único y 

característico patrón de rayos X. Bajo condiciones de análisis dados, el número 

de rayos X emitidos por cada elemento tiene una relación mas o menos directa a 

la concentración de ese elemento. 

Convirtiendo estas emisiones de rayos X a datos analizables, es el trabajo 

de una serie de componentes electrónicos, los cuales al final producen un 

espectro digital de la radiación emitida. El fotón de rayos X primero crea un pulso 

de carga en un detector semiconductor, y es entonces convertido en un pulso de 

voltaje cuya amplitud refleja la energía de los rayos X detectados. Finalmente, 

este pulso de voltaje es convertido en una señal digital causando un conteo, estos 

conteos acumulados de una muestra producen un espectro de rayos X (Kevex, 

1989). 
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3- Procedimiento experimental. 

Dentro de las estructuras altamente conservadas durante el proceso 

evolutivo en diferentes mamíferos y otras especies, como los escualos por 

ejemplo, son los dientes los que presentan mayor similitud en cuanto a su 

desarrollo embriológico, histológico, morfológico, estructural y composición. El 

utilizar fetos de ratón para los experimentos se debe a: 

a) la homología en la estructura primaria de las amelogeninas, para la 

formación de las principales amelogeninas en dientes de ratón con 

respecto a los de los humanos (Zeichner-David et al, 1995); 

b) que el período de gestación es más corto; 

c) su manipulación es fácil y su relativo bajo costo. 

Aunque por otro lado su tamaño representa un grado de dificultad mayor al 

disecar la muestra y la cantidad obtenida restringe el uso de otras técnicas de 

estudio. 

Hasta ahora, ~n el Instituto de Física de la UNAM, para analizar el 

material inorgánico del esmalte por MET, se han utilizado técnicas de 

preparación de muestras pertenecientes al área de la Ciencia de Materiales; 

esto es, adelgazamiento por lija hasta espesores de 60 micras, un 

adelgazamiento preferencial en el centro hasta espesores de 1 O micras, y 

finalmente el adelgazamiento por medio de pulido iónico hasta perforar la 

muestra logrando alrededor de la perforación, un espesor de aproximadamente 

90 a 100 nm, adecuado para ser observado por MET. 

Sin embargo, para estudiar el material orgánico existen técnicas de 

preparación de muestras para microscopía electrónica pertenecientes al área 

de las Ciencias Biológicas que permiten obtener información sobre el material 

orgánico y, tal vez, sobre una fase diferente de la HAP. 

Sin embargo hubo que aplicar variantes en la técnica, como lo muestran 

los resultados experimentales reportados en la literatura, para estudiar la 

transformación de fase de la HAP, que permitirían analizar las estructuras 

orgánicas del esmalte dental, así como obtener mayor información sobre la 
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con la finalidad de localizar la zona donde se encontraban los ameloblastos. 

3.1. OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 

Los ratones se pusieron en lotes de cinco parejas por un sistema de 

cruzamiento monogámico (una hembra y un macho por 24 horas), de la cepa 

albina BALB-c. El diagnóstico de los ratones hembra preñados se hace al 

siguiente día de haberlos apareado, determinándose por medio de la presencia 

del tapón vaginal, iniciándo el conteo de los días de gestación, con el día cero a 

partir de la presencia del tapón vaginal y hasta el día 19 (error± 24 horas) para 

obtener los productos, casi al término de la gestación. Los ratones hembra 

preñadas se sacrificaron mediante dislocación cervical, que es un método 

rápido, efectivo, útil y no interfiere en el resultado del experimento. Se 

obtuvieron y prepararon los fetos (seis en promedio por ratón hembra preñada), 

de una hembra de 16 días de gestación, dos de 17, una de 18, para observar el 

grado de diferenciación en los ameloblastos, dos de 19 días sacrificándose en 

las doce primeras horas de ese día y dos poco antes del nacimiento. 

Obtención de material biológico 

De acuerdo al método de la eutanasia física, se sujeta al ratón 

tomándolo de la cola (aproximadamente a tres cm del comienzo de la misma) 

colocándolo en una superficie donde se pueda asir con sus cuatro patas. Sin 

dejar de sujetar la cola, se coloca un instrumento detrás de la nuca en una 

acción rápida, presionando y al mismo tiempo jalando la cola (figura 3.2-a). 

Una vez sacrificada la madre el procedimiento debe ser rápido. Se 

coloca en posición decúbito dorsal. En la línea media ventral se hace una 

incisión en la piel con la tijera (figura 3.2-b) localizando el tejido que une los 

músculos abdominales por la línea media y se realiza un corte perpendicular 

hacia las extremidades inferiores y se extraen los sacos uterinos que contienen 

a los fetos vivos. Cuando se tiene la bolsa con el feto, se abre se expone, se 

decapita, se corta la parte anterior de la mandíbula y se fija la muestra en 

glutaraldehído al 2.5%, amortiguado en solución de fosfatos (PBS) esta 
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maniobra se lleva a cabo en 5 minutos máximo, depositándolas en frascos 

pequeños. 

En una caja de Petri o sobre una hoja de cera de toda estación, con 

unas gotas de glutaraldehído, se disecan por microcirugía las mandíbulas con 

el auxilio de un microscopio estereoscópico, para liberar la parte anterior de las 

mandíbulas del tejido blando, aunque también se obtuvieron dientes completos, 

todos ellos para ser procesados para microscopía electrónica, (figura 3.3). 

3.2. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA PARA EL ANÁLISIS DEL 

MATERIAL ORGÁNICO. 

Se preserva la muestra con glutaraldehído para detener la actividad 

biológica y para la estabilización de los componentes celulares con la mínima 

distorsión estructural y espacial. Esta es la fijación que se logra por medios 

físicos y de reacciones químicos. Con métodos de fijación química se pretende 

que las sustancias deben tener determinados grupos reactivos que interactúan 

con los componentes celulares, entre los cuales se forman enlaces cruzados y 

de lo cual resulta la estabilización del tejido lo más parecido al estado vivo. 

La preparación de la muestra biológica para MET requiere, mezclas de 

sustancias reactivas en un amortiguador que permite mantener las condiciones 

de pH a niveles fisiológicos e isotónicos. El pH varía según la hidratación del 

tipo de tejido. En general se recomienda llevar a cabo la fijación de muestras a 

temperatura ambiente de 1 a 2 horas, aunque esto cambia por ejemplo al 

utilizar fijadores aldehídicos pues se lleva a cabo en un cuarto frío a bajas 

temperaturas (4ºC). 

Para la fijación se puede usar el glutaraldehído al 2.5% y el tetraóxído de 

osmio al 1% en un paso secuencial para estudiar estructura general, aunque el 

osmio esta contraindicado sí se requiere un método de contraste preferencial o 

una reacción inmunocítoquímica. 

58 



Ya fijada la mandíbula, se procede a su deshidratación. Se continúa 

reemplazando gradualmente el agua con un fluido que actúa como sustituto de 

este elemento y como solvente de algunos materiales de inclusión, la 

deshidratación se puede realizar con alcohol, metano!, acetona o acetonitrilo. 

En algunos casos se requiere de un paso intermedio con óxido de propileno 

para eliminar completamente el agua y para una adecuada inclusión 

solubilizando la resina, facilitando su penetración y que alcanze una 

polimerización adecuada; con esta maniobra el tejido mantiene su morfología. 

La muestra se coloca en moldes plásticos y se cubre con la resina de 

inclusión. Para la polimerización de esta resina (epon), (figura 3.4) se meten 

dichos moldes con las muestras a la estufa a 60º durante 48 horas, para que 

adquiera plasticidad, dureza y facilite la obtención de láminas ultradelgadas. 

Para cortar la muestra biológica y obtener láminas nanodelgadas (60-90 

nm) se utiliza un ultramicrotomo (figura 3.5). El corte se hace con cuchillas de 

diamante o de vidrio, estas últimas se adaptan con cinta adhesiva en forma de 

recipiente, se llena con agua destilada para recibir los cortes y que queden 

flotando (figura 3.6). Las muestras se depositan en rejillas previamente 

cubiertas con una membrana de formvar (figura 3.7). 

Una vez que se tiene la rejilla con la muestra se contrasta. El contraste 

depende de la aplicación de soluciones de sales de metales de elevado 

número atómico que presentan afinidad por las moléculas orgánicas de interés. 

Estas moléculas permiten la formación de imágenes en la pantalla fluorescente 

del MET; y según el tipo de resina usada, serán sus condiciones de 

manipulación. 

Para obtener una buena preparación biológica para MET, es importante 

adaptar un recipiente como se observa en la figura 3.8, mantener la atmósfera 

húmeda (algodón húmedo y las lentejas de NaOH) y no precipitar el contraste 

ya que la formación de precipitados interfiere con la observación y daña la 

columna del MET, por lo que se lava abundantemente (Asociación Mexicana de 

Microscopía, 1997). 
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Figura 3.6. Cuchillas de vidrio y contenedor con los cortes, a 

la derecha la mordaza con el bloque que contiene la muestra. 

Figura 3. 7. rejillas de 
cobre recubiertas con 
membrana de Formvar. 

Figura 3.8. Recipiente para evitar la formación de precipitados, del lado izquierdo se usa una 
tapadera de metal cuando se trabaja con el acetato de uranilo y el citrato de plomo, 
del lado derecho se depositan lentejas de sosa cáustica (NaOH) y un algodón húme
do Al centro agua para lavar las rejillas entre cada contrastante 



El protocolo que se utilizó puede ser resumido en 1 O pasos de la 

siguiente forma: 

1) Fijación. Glutaraldehído al 2.5% amortiguado en PBS (amortiguador de 

fosfatos salino) 2 hrs a temperatura ambiente; 2) enjuagado con PBS, 3 veces, 

5 minutos cada vez; 3) Postfijación en tetraóxido de osmio (OsO4) al 1 % en 

agua bidestilada, de 1 a 24 hrs; 4) Deshidratación con etanol, al 70% 5 

minutos, al 80% 5 minutos, al 90% 5 minutos, al 96% 5 minutos y al 100% 5 

minutos. 3 veces; 5) Óxido de propileno 5 min. 3 veces; 6) preinclusión en 

mezcla de resina epóxica + óxido de propileno (proporción 1: 1) ~ 16 hrs; 7) Se 

orienta la muestra y se incluye en resina epóxica, se deja en la estufa 48 hrs; 8) 

Para obtener los cortes de aprox. 40 a 90 nm de espesor se utiliza el 

ultramicrotomo; 9) Los cortes se montan en rejillas de cobre cubiertas con 

membranas de formvar; 1 O) El contraste se hace con acetato de uranilo al 5% 

por 20 minutos y citrato de plomo al 0.5% por 1 O minutos. 

3.3. PREPARACIÓN DE MUESTRAS PARA EL ANÁLISIS DE MATERIAL 

INORGÁNICO. 

Por otra parte debe menc·1onarse que la preparación de muestras de 

tejidos duros para MET realizadas hasta ahora, dentro del laboratorio de 

Microscopía Electrónica del IFUNAM, como en el estudio de los cristales de 

esmalte dental humano en dientes erupcionados, para la caracterización de la 

fase inorgánica, consiste en una técnica de preparación similar a la utilizada 

para los materiales cerámicos. 

Esta técnica se inicia con el corte del órgano dentario, de manera 

transversal y longitudinal siguiendo las marcas hechas previamente para lograr 

un corte cuadrangular, mediante una recortadora marca Jean Wirtz con disco 

de d"1amante de 4 por 3 pulgadas de diámetro, hasta lograr bloques de 3x3x1 

mm de esmalte dental, esto se observa por microscopía óptica y/o de barrido 

(MEB). Sin embargo para transmisión y microscopía de alta resolución el 

espesor de las muestras a observarse debe ser menor de 100 nm (Yacamán, 



1995). Para lograr espesores con estas dimensiones, la muestra primero debe 

desgastarse mecánicamente. Para ello, cada corte se pega al portamuestras 

de la pulidora con material termoplástico que se lleva a una parrilla de 

calentamiento para que se derrita el termoplástico y pueda adherirse la 

muestra. 

Una vez que se enfría el pegamento se desgasta la muestra en el 

Minimet polisher marca Buehler (que es un pulidor automático), hasta que 

quede plana, con lijas graduales 320 o 600, 1200 y 4000 hasta obtener el 

espesor adecuado (150 µm. aproximadamente). Dé ahí se pasa al Dimpler, 

para obtener ataque iónico. La muestra se pega a una rejilla de cobre con un 

orificio en el centro utilizando silicona Devcon durante cinco minutos, se espera 

a que se enfríe (10-15 min.) Así queda lista para trabajarse y pulirse; se verifica 

que el desgaste en forma de cazuela se logre centrado, el desgaste ahora es a 

un espesor aprox de 15 a 20 µm. Para un desbaste ultra-fino <90 nm, la 

muestra se translada al Dual ion mill posteriormente (aparato que desgasta 

ionicamente por capas), con la finalidad de obtener una perforación pequeña 

central y así poder ser observado por el MET y en alta resolución. Ya obtenido 

el grosor requerido de la muestra, se le recubre con una capa fina de carbón en 

la evaporadora para hacer a la muestra conductora ahora está lista para ser 

observada. 

3.4. CONSIDERACIONES FINALES PARA LA PREPARACIÓN DE 

MUESTRAS DE TEJIDO DURO PARA SER OBSERVADAS POR MET Y POR 

HREM. 

Como se ha mencionado la preparación de la muestra en su aspecto 

biológico para poder ser observado en el MET sigue una técnica diferente ya 

que hay necesidad de preservar el aspecto vital de los tejidos. Es necesario 

que el material sea procesado para soportar las condiciones a que debe ser 

sometido dentro del cañón electrónico, además de que se contrasta y se 

recubre con carbón para ser observado por MET. 



Hay que mencionar que deben hacerse algunas modificaciones para 

observar las muestras por HREM, por ejemplo omitiendo el uso de 

contrastantes de cualquier tipo y depositando las muestras en rejillas sin 

película de soporte, ya que su espesor debe ser entre 40 y 60 nanómetros. 

Para minimizar el daño causado a la muestra por el haz en el momento 

de ser observada, se le deposita una capa de carbón. Durante la sesión para 

obtener micrografías, se procura tener el haz tan bajo como sea posible para 

en1ocar y corregir el astigmatismo haciéndolo en un área cercana a la de 

interés. Minimizando el tiempo de exposición, se toman las 1otografías del área 

selecta en campo claro y campo obscuro, esto nos permite detectar la 

presencia de la zona de cristales y se toma su patrón de difracción de 

electrones. Las redes periódicas de los cristales fueron indexadas por 

comparación de sus distancias interplanares con los valores calculados. Al 

obtener las micrografías de alta resolución se utilizó una pantalla de 

congelamiento de imágenes para la búsqueda de los cristales y tener el menor 

daño electrónico. 

Se utilizó un microscopio JEOL 100 X a 100 KV; JEM 200 CX a 200 KV; 

JEOL 201 O con un voltaje de aceleración de 220 KV, con una resolución de 

punto a punto de 2.3 Aº, equipado con una microsonda para análisis químico 

elemental NORAN y un JEOL 4000 CX a 400 KV con resolución de 1.7 Aº. 

3.5. PREPARACIÓN DE MUESTRAS PARA MEB. 

Las muestras para observación en barrido, fueron los bloques 

cuadrangulares seccionados de esmalte dental fetal embebidos en epon y 

muestras llevadas a punto crítico, montadas en los portamuestras fijadas con 

papel engomado por ambos lados, recubriendo la muestra con una capa de 

oro. La imagen de los bloques se observó con un microscopio electrónico a 

través de electrones retrodispersados y las de las muestras llevadas a punto 

crítico con electrones secundarios. 



Las técnicas utilizadas en el análisis qu1m1co son: el análisis por 

espectroscopia de dispersión de energía de rayos X característicos (EDS), el 

microscopio cuenta con el dispositivo adecuado para obtener imágenes de 

concentración conocidos como mapeos químicos. Se utilizaron los 

microscopios electrónicos de barrido Philips XL30 acoplado a una microsonda 

para análisis químico elemental EDAX modelo NEW, tipo zafiro, bajo 

condiciones de trabajo entre 20 y 25 KV, al alto vacío y con una distancia de 

trabajo de 1 O a ±1 mm, utilizando electrones secundarios y retrodispersados. 

3.6. PROCESAMIENTO Y SIMULACION DE IMÁGENES. 

Una vez logradas las micrografías de alta resolución, se realizó la 

interpretación de sus imágenes. Su contraste depende de varios parámetros 

entre los que se encuentran, la dirección del haz electrónico con la muestra, el 

espesor de esta, las condiciones de operación del microscopio y la habilidad 

del operador; aunque nos ayudamos con la simulación de imágenes por 

computadora, donde se toma un modelo de la celda cristalográfica de la 

muestra (hidroxiapatita) y se genera un cristal con las dimensiones de ésta, 

obteniéndose imágenes simuladas que se compararon con las obtenidas 

experimentalmente, mostrando si había coincidencia de sus contrastes. 

Teniendo el modelo atómico se procedió también a obtener la simulación de los 

patrones de difracción. 



4. - RESULTADOS. 

En esta sección se presentarán éstos siguiendo una secuencia del 

mundo milimétrico al mundo nanométrico. De esta manera, primero se 

presentan los resultados obtenidos con la microscopía de luz, siguen los 

resultados a nivel micrométrico observados con la microscopía de barrido y 

finalmente se presentan los resultados a niveles nanométrico y atómico de la 

m·1croscopía de transm·1sión y de alta resolución. 

4.1. Microscopía fotónica 

Después que se procedió al sacrificio del ratón para obtener las muestras 

de los fetos y seguir el protocolo ya estipulado hasta obtener los cortes y 

montarlos, se observaron éstas con el microscopio de luz. 

La figura 4.1 es una imagen tomada por microscopía óptica con luz 

transmitida donde se muestra un corte transversal de un incisivo de feto de 

ratón de 18 días en las primeras horas. Esta imagen muestra un epitelio cúbico 

estratificado, en donde observamos la zona en la cual se originarán los 

ameloblastos, indicada con la letra "a", la letra (P) corresponde a tejido de 

origen mesenquimatoso que va a formar la pulpa dental. En este estadio las 

células están organizándose para posteriormente entrar a un periodo de 

morfodiferenciación. 

En la figura 4.2 se muestra un corte semifino, de 250 nanómetros 

aproximadamente; en la parte superior podemos observar del lado derecho el 

epitelio estratificado. En esta figura, el número (1) corresponde a la zona de 

vesículas mostrada en la imagen de MEB de la figura 4.3. Podemos observar 

también en la figura 4.2 que los ameloblastos están diferenciados, bastante 

alargados y en estado secretorio. Al final de estos ameloblastos, en la punta, 

se tiene una zona que correspondería a las fibras de Tomes (fT). El número (3) 

de la figura 4.2 pertenece a la interfase C-P, o sea entre la parte clara y el borde 

obscuro del peine, lo que veremos posteriormente con mayor detalle en 



fotografías de barrido (figura 4.3). Con el número (4) se identifica una zona clara 

del peine donde se comienzan a depositar una mayor densidad de iones de 

calcio, mientras que el número (5) denota el depósito de los futuros cristales, o 

zona principal de lo que será el esmalte. También puede observarse la interfase 

indicada por el número (6) con la predentina (Pd), que es una secreción de los 

odontoblastos (O). La pulpa dental esta identificada con la letra P. Esta 

nomenclatura es muy importante ya que es la que usaremos más adelante para 

identificar las zonas de interés en otras micrografías por microscopía electrónica 

de barrido y microscopía electrónica de transmisión convencional como la de 

alta resolución. Esta es la importancia de la figura 4.2. 

4.2. Microscopía de Barrido 

Las observaciones mediante la microscopía electrónica de barrido 

resultaron muy interesantes. Es necesario comentar aquí que las imágenes 

usando los electrones secundarios no eran tan obvias puesto que estas son 

muy útiles en la microscopía electrónica de barrido para identificar escalones y 

estudiar la morfología de la superficie, pero en este caso eran cortes finos y por 

lo mismo muy planos. Entonces se utilizaron electrones retrodispersados para 

poder tener un contraste más reconocible. Las imágenes por electrones 

retrodispersados dependen del número atómico de la zona que los produce, y 

por lo tanto cualquier zona que tuviera diferente composición se contrasta 

inmediatamente. 

Así haciendo uso de este tipo de imágenes, se muestra en la figura 4.3. un 

bloque que se preparó de incisivo de feto de ratón de 19 días incluido en epon. 

Este bloque fue retallado para eliminar lo que correspondería propiamente a la 

zona dentinaria y dejar específicamente la zona de formación del esmalte. 



Figura 4.3. Micrografía de MEB con electrones retrodispersados de un corte transversal de la 
inclusión en epon de un incisivo de feto de ratón de 19 días. La numeración indica las zonas 
analizadas por EDS, (Ei) estrato intermedio, (a) zona de ameloblastos, (IT) fibras de Tomes, (Pd) 
predentina. Ver el texto para mayor información. 



En esta figura 4.3 nuevamente se han indicando las diferentes zonas en 

las cuales vamos a dividir el área para poderla trabajar mas adelante. Se ha 

tratado de continuar con el mismo tipo de nomenclatura desde las imágenes de 

microscopía óptica para poder identificar la zona a la que nos estamos 

refiriendo. Así, por ejemplo, si se hace una comparación entre las indicaciones 

que tiene la figura 4.2 con la figura 4.3 o con la figura 4. i 2, se puede identificar 

la zona a la cual nos estamos refiriendo pues los números utilizados para 

identificar las zonas son concordantes con el tipo de ·información que vamos a 

presentar. 

En la figura 4.3 podemos distinguir varios puntos que son de interés para el 

análisis de este trabajo. Así tenemos por ejemplo: (Ei), que nos representa el 

estrato intermedio, la (A) que corresponder a la zona de ameloblastos, el 

número (1) está en el extremo hacia el exterior de lo que sería la parte incisal 

del diente que corresponde a la zona vesicular, el número (2) es el chinito (esta 

parte del tejido puede ser que se deba a un doblez causado por el corte y no 

volvamos a ver esta imagen), el número (3) corresponde a lo que serían las 

fibras de Tomes (fT), pero justamente donde empieza ya a llevarse a cabo el 

depósito de lo que serán los cristales, el número (4) es la zona obscura que 

corresponde a los primeros depósitos de cristales, la zona identificada con el 

número (5) corresponde a una franja continua donde están la mayoría de los 

iones que van a formar propiamente el esmalte dental, y el número (6) identifica 

la interfase entre el tejido del esmalte y la predentina, siendo la predentina 

denominada con las letras Pd. 

Es preciso aquí decir que las figuras 4.2 y 4.3 muestran las imágenes que 

representan la base con la cual vamos a trabajar en lo que resta de esta tesis 

para estudiar el origen de la nucleación y el crecimiento de los cristales del 

esmalte dental a partir de las zonas mostradas. 

4.3. Microanálisis por MEB. 

En la figura 4.3 se ha realizado el análisis químico de cada una de las 

zonas mostradas y los resultados se presentan en la figura 4.4 y en la tabla 



1 V .1. Como se comentó anteriormente, el microanálisis nos permite conocer el 

tipo de elementos que presentan las zonas en conjunto con las concentraciones 

que se registran. 

En la figura 4.4 se muestran dos espectros EDS de rayos X 

característicos que son representativo de toda la zona. La figura 4.4-A muestra 

el espectro característico obtenido en el número 1, 2, y 3, parte de la vesícula el 

chinito y la interfase; mientras que en la figura 4.4 B se muestra el espectro 

característico observado en la zona clara, en la interfase dentina y en el peine 

de la zona clara, que corresponden a los números 4, 5, y 6 de la figura 4.3. Los 

espectros de EDS de las zonas con los números 1, 2, y 3 no presentan calcio, 

sin embargo si se presentan concentraciones de fósforo; además existen 

concentraciones de carbón y de oxigeno. De igual manera nos llama la atención 

la concentración de cloro. 

En la tabla 1 V.1 se presentan las concentraciones del promedio de los 

análisis realizados con microanálisis, y así tenemos, por ejemplo, que el calcio 

no se presenta en la vesícula ni en el chinito ni en la interfase sino se presenta 

en el peine, en la zona clara, y en la interfase con la dentina. De igual manera 

vemos que el sodio se presenta solamente en la zona clara y el potasio 

solamente en la interfase. La observación de cloro se mantuvo a lo largo de 

todos los puntos de análisis y fue mayoritario en la zona vesicular, chinito e 

interfase e inclusive en el peine y disminuyó en la zona clara y volvió a 

aumentar en la parte de la interfase con la dentina. Este es un resultado muy 

interesante puesto que el cloro se encuentra en zonas muy definidas. Su origen 

es de las sales que se usaron como lo es el PBS. 

El hecho de que haya muchos elementos celulares probablemente sea la 

causa de que se encuentre el cloro y el sodio, o bien que se deba al método de 

preparación de la muestra. Sin embargo ya que hemos determinado que se 

trate de una sal de cloruro de sodio, porque además no se presentan los 2 

elementos CI y Na en todas las fases, pudiera también tratarse de membranas 

donde hubierase bombas dependientes de cloro y que esas bombas estuvieran 

funcionando. Ya que las concentraciones de cloro van variando, posiblemente 
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Figuras 4.4-A) Espectro de EDS de rayos X característicos de las zonas 1, 2, y 3 mostradas en la 
figura 4.3. B) Espectro de EDS de las zonas 4, 5 y 6, mostrado en la figura 4.3. 

Tabla 1 V.1. Resultados del análisis químico por EDS de las zonas marcadas del 1 al 6 en la figura 
4.3. Se presentan los promedios tanto en wt % (a) como en At % (b). 

a 
Elemento 1. Vesicular 2. Chinito 3.lnt. C-P 4.PeíneZ-C 5.Zona Clara 6.lnt. Dentina 
c 60.92 62.31 64.87 53.59 16.78 50.15 
o 17.72 15.02 14.1 18.1, 24.06 15.73 
p 10.39 11.68 11 .21 13.76 23.17 14.82 
CI 10.97 11 9.83 10.25 0.85 7.03 
K o o o o o 0.49 
Ca o o o 4.31 33.78 11.79 
Na o o o o 1.36 o 

b 
Elemento 1. Vesicular 2. Chinito 3.lnt. C-P 4.PeineZ-C 5.Zona Clara 6.lnt.Oentina 
e 74.32 76.14 78.03 69.35 30.54 67.98 
o 16.23 13.78 12.73 17.58 32.87 16 
p 4.92 5.53 5.23 6.9 16.35 7.79 
Cl 4.53 4.55 4.01 4.49 0.52 3.23 
K o o o o o 0.21 
Ca o o o 1 67 18.42 4.79 
Na o o o o 1.29 o 



no sean las mismas concentraciones en una región con membranas de 

morfología lisa que con membranas de bordes estriados. Para tener 

resultadosicionales que permitan dilucidar este aspecto, tendría que emplearse 

otro tipo de técnicas. 

También es de notar que la concentración de calcio se encuentra a partir 

del peine, y en la zona clara es altísima (de 18.42), y luego disminuye en la 

interfase con la dentina. La concentración mostrada en la tabla 1 V.1 permite 

conocer la razón calcio-fósforo (Ca/P) en diferentes zonas. En la zona del 

peine, en la zona clara, y en la interfase, la razón Ca/P va desde 1.24, pasa por 

1.13 y disminuye a 0.61 respectivamente. Esto es interesante ya que la de la 

hidroxiapatita es de 1.67, y en el esmalte se han reportado valores que van de 

1.3 a 2. Así que aquí la hidroxiapatita podría considerarse como aún incipiente. 

Otra cosa que es de notar en la tabla 1 V .1 es que la presencia del fósforo 

es altísima principalmente en la zona clara y disminuye hacia la parte vesicular 

del chinito y la interfase C.P.; y también disminuye hacia la interfase con la 

dentina. Otro modo de operación que presenta el microanálisis es que permite 

obtener mapas químicos, es decir mapas en los cuales se muestren las áreas 

de las cuales proviene el elemento en consideración. El mapa químico de la 

zona relacionado con la figura 4.3 se muestra en la figura 4.5. 

La figura 4.5 nos muestra en el inciso A la imagen de microscopía 

electrónica obtenida por electrones retrodispersados que vendría siendo la 

imagen original que se observan en la cámara de televisión del microscopio. 

Una vez que tenemos ésto, y después de hacer el análisis químico por medio 

de la adquisición de los espectros EDS, podemos solicitar a la computadora del 

microanalizador que presente las zonas de las cuales proviene el elemento. 

De esta manera tenemos, por ejemplo, en el inciso b de la figura 4.5 el 

mapeo químico del oxigeno. Comparando ambas imágenes podemos identificar 

inmediatamente de donde proviene la señal más abundante en oxigeno. En la 

figura 4.5 C se muestra el mapeo químico del fósforo. Aquí se puede fácilmente 

comparar las zonas que contienen oxígeno y aquellas que contienen fósforo. En 

el inciso D de la figura 4.5 se puede observar que esa misma zona presenta 

bastante calcio puesto que esta figura es el mapeo químico del calcio. 
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Figura 4.5-A. Micrografía de barrido con electrones retrodispersados: el número (4) indica la zona 
del peine parte gris, (5) la zona blanca, donde se localizaron la mayor cantidad de iones y (6) la 
interfase con la dentina. (B-E) el mapco realizado por EDS de la zona blanca: (B) mapa de O, (C) 
mapa de P, (D) mapa de Ca, y (E) mapa mostrando la unión de los tres elementos. 



En el inciso E de la figura 4.5 se muestra la sobreposición de estos 3 

elementos y se puede comparar esta, con la figura del inciso A. Se puede 

observar por el análisis químico (EDS), que en la zona indicada con el número 5 

la concentración de calcio y fósforo es muy alta, pues seguramente ya se ha 

sido depositada una gran cantidad de elementos que provienen de las vesículas 

secretadas desde aparato de Golgi y que finalmente se rompen depositándose 

en los alrededores de las fibras de Tomes. 

La figura 4.6 muestra dos imágenes, una es la imagen general de la zona 

y la otra es la imagen del daño causado por el haz posterior al análisis. La tabla 

nos muestra un promedio del análisis de la zona 5 de la figura 4.3, con la 

concentración de los elementos encontrados en peso y porcentaje atómico. Así 

podemos observar que tenemos, aparte de calcio y de fósforo, sodio y cloro. 

El microanálisis también se realizó en muestras íntegras. La figura 4.7 

muestra la imagen donde se llevaron a cabo estos microanálisis. Se trata de 

una muestra de un feto de 19 días pero llevada a punto critico. Los 

microanálisis en la zona incisa! fueron tres en los puntos indicados con los 

números (1,2,3) de la parte externa hacia la parte media. Otro más se realizó en 

la zona marcada con el número (4), esta zona se localiza apicalmente. Esta 

muestra se fracturó, lo que permitió hacer también un par de análisis más, uno 

en dentina (D) y otro en la zona central correspondiente a pulpa (P). Cabe 

mencionar que se observa parte del hueso. Los resultados se muestran en la 

tabla 1V.2. 

En la figura 4.8 podemos observar una muestra también de un feto de 19 

días, llevada a punto critico. En ella se realizaron cuatro microanálisis químicos 

de la parte externa hacia la parte media en la zona incisa!, se indican los puntos 

(1,2,3,4) en los cuales se realizaron los análisis. 

El espectro de EDS más representativo de la zona incisa! se presenta en 

la figura 4.9, en la cual podemos ver las concentraciones de los elementos a 

parte de calcio, fósforo y de oxigeno. En este caso también se detectaron 

concentraciones de sodio, magnesio, aluminio y cloro. Las concentraciones 

relativas y los promedios obtenidos se presentan también en la tabla 1 V.2. En 

esta tabla se presentan los valores de concentración de los elementos tanto en 
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Figura 4.6. (A) Zona donde se realizó el análisis (a) por EDS. (B) Espectro 
de EDS característico. (C) Tabla con las concentraciones de los elementos 
mostrados en (B). (D) Misma micrografía que en (A) pero mostrando el daño 
(d) causado por el haz en la zona estudiada. 

77 



Figura 4.7. Micrografía de MEB mostrando la imagen con electrones secundarios de un incisivo 
inferior de feto de ratón de 19 días, preparada a punto crítico para análisis por EDS en el MEB; 
sitios de análisis zona incisa! (1, 2, 3), más hacia apical (4), una fractura del esmalte en la zona 
dentinaria (D) y la zona pulpar (P). También se observan los restos de hueso alveolar y mandibular 
(h). 

Figura 4.8. Micrografía de MEB por electrones secundarios de una muestra preparada en las 
mismas condiciones que la presentada en la figura 4.7. También se señalan los s1t10s de análisis 
químico (EDS) 11, 12, 13, 14. 
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porcentaje atómico como del porcentaje en peso. Como ~~~e o~~erv~fse ~JgµéflJ~~[] 
el análisis químico la concentración de fósforo y calcio es considerable, 

continuando con el oxígeno. Es decir, con estos resultados se trate 

probablemente de hidroxiapatita. Las relaciones de sodio, magnesio y aluminio, 

muy probablemente estén dentro del rango de los valores reportados para el 

esmalte dental adulto. 

En la figura 4.1 O-A y B se muestra el espectro típico de la zona de la 

dentina mostrada en la figura 4.7. En este caso también encontramos fósforo, 

calcio y oxígeno, aluminio, sodio, magnesio y cloro. Un aspecto que es 

importante notar es que se encuentra un pico considerable de azufre. De hecho 

la concentración de azufre es relativamente alta comparada con el cloro, e 

inclusive que la de calcio y el magnesio. Es más o menos igual en proporción al 

sodio. Las consideraciones de estos elementos, tanto en porcentaje atómico 

como en porcentaje peso, se muestra en la tabla 1 V.3. 

En.J.a figura 4.11 se presenta un espectro típico de los observados de la 

muestra de la figura 4.8. En este caso no se detecta azufre como en el caso del 

espectro en la figura 4.1 O. Se observan los elementos que normalmente se 

presentaban y que, aparte del calcio, fósforo y oxígeno, se presentan, sodio, 

magnesio, aluminio y cloro con las concentraciones presentadas en la tabla 

1V.4. 

En el comentario final de esta sección, podemos decir que la técnica de 

microanálisis, en conjunto con el método experimental desarrollado en este 

trabajo de tesis, ha permitido analizar en forma puntual y por zonas la 

concentración de los elementos que participan durante la nucleación y 

crecimiento de los cristales de esmalte dental. 
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Figura 4.9. Espectro de EDS de rayos X característicos representativo de la zona incisa! de la 
figura 4.7. 

Tabla 1V. 2. Resultados del análisis por EDS de la zona lncisal (11), 12, 13, 14, de la figura 4.7 

Elemen- Zona In- Zonal2 Zonal3 Zonal4 
To cisal (11) 

Wt% At% Wto/:, Atº/o Wt% At°!<:, Wt¾ At% 
o 17.98 31.62 25.58 43.54 29.45 46.15 30.76 47.8 
Na 4.25 5.2 1.55 1 .83 5.92 6.46 6.08 6.58 
Mg 2.09 2.42 1.02 1.15 2.67 2.75 2.38 2.44 
Al 3.39 3.53 1.84 1.86 3.06 2.84 2.55 2.35 
p 30.34 27.56 19.56 17.2 26.27 21.26 25.29 20.3 
CI 2.27 1.8 1.72 1.32 1.59 1.13 1.33 0.93 
Ca 39.68 27.86 48.72 33.1 31.03 19.41 31.61 19.61 
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Figura 4.1 O-A) Espectro de EDS de la zona (D) dentinaria de la figura 4.7. {B) espectro de EDS de 
la zona (P) central o pulpar. 

Tabla 1V.3. Resultados del analisis por EDS cerca de la zona apical señalado con la letra P (zona 
de la pulpa) y D (zona de la dentina) de la figura 4.7. 

Elemento ZonaP Zona D 
Wt% At% Wt% At% 

o 25.01 38.28 28.8 42.75 
Na 9.18 9.78 10.09 10.42 
Mg 3.B9 3.92 4.0B 3.99 
Al 6.65 6.03 6.74 5.93 
p 35.71 28.23 32.02 24,55 
s 9.37 7.16 6.3 6.15 
CI 4.71 3.25 3.88 2.6 
Ca 5.48 3.35 6.08 3.6 

~- 1 ,, . 
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Figura 4.11 .. Espectro representativo de la zona incisa! de la figura 4.8. 

Tabla 1V.4. Resultados del microanálisis por EDS de la muestra analizada en la zona mcisal 11, 12, 
13, 14, de la figura 4.8. 

Elemen- Zona In- Zonal2 Zonal3 Zonal4 
To clsal (11) 

Wt% Ato/o Wt% At% Wt% At% Wt% At% 
o 43.62 58.55 42.57 57.69 30.56 46.89 31.27 48.18 
Na 10.93 10.21 10.88 10.26 7.49 7.99 6.14 6.58 
Mg 5.31 4.69 5.09 4.54 3.09 3.12 2.64 2.68 
Al 5.85 4.65 5.71 4.59 3.71 3.38 3.11 2.84 
p 21.16 14.67 21.33 14.94 261 20.69 25.56 20.34 
CI 2.78 1.68 2.51 1.53 1.82 1.26 1.84 1.28 
Ca 10.36 5.55 11.91 6.44 27.23 16.68 29.45 18.11 



4.4. Microscopia de Transmisión. 

En el área de microscopía electrónica de transmisión, las muestras 

fueron preparadas de acuerdo a lo estipulado en la parte del procedimiento 

experimental y los resultados se pueden observar en las siguientes imágenes. 

La figura 4.12 representa la zona de análisis en la cual se realizaron los 

trabajos de microscopía electrónica de transmisión. Esta zona la podemos 

comparar fácilmente con la figura 4.2 y la figura 4.3 sin ningún problema puesto 

que hemos utilizado el mismo tipo de nomenclatura en esta fotografía que en 

aquellos casos. 

Así tenemos, por ejemplo, con el número (1) los núcleos de los 

ameloblastos, la letra (A) nos indica la zona de ameloblastos, las letras (fT), 

nos indica las fibras de Tomes que es la zona clara y la letra (e) es la zona 

principal de depósito de los futuros cristales del esmalte. De esta manera 

tenemos que el número (5} es donde ya se depositaron los primeros cristales y, 

conforme se van depositando más, van engrosando la zona donde empiezan a 

mineralizarse. Estos cristales corresponden en la figura 4.2 y 4.3 a la zona 

blanca. De la misma manera tenemos que las letras (id) y el número (6) es la 

interfase con la dentina, mientras que la zona (Pd) indica la predentina. 

También se muestra otra nomenclatura que es nueva en este caso: las letras (C 

i), con las cuales hemos identificado el área donde se presentan los cristales 

incipientes. 

Podemos comentar que estos cristales incipientes tienen forma de agujas 

o de listones, reportados en la literatura, se encuentran cercanos a las fibras de 

Tomes. En esta figura 4.12 se han señalado dos áreas, (A1) y (A2), de las que 

posteriormente podremos observar algunas amplificaciones. De esta manera 

podemos decir que gracias a las figuras 4.2, 4.3 y 4.12 hemos podido identificar 

las zonas de interés en las que vamos a presenciar la nucleación y el 

crecimiento de los cristales del esmalte dental. Cabe comentar que, utilizando el 

método experimental comentado en la sección 3, es posible observar las 

zonas donde se encuentra el material orgánico y las zonas de nucleación de los 

cristales, presentados en la figura 4.12 en una vista general. 
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Figura 4.12. Imagen (estadio secretorio) de MET donde se muestran: núcleos de los ameloblastos 
(1 a) ver figura 4.13, interfase C-P (3), peine zona clara (4), zona clara con mayor% de Ca (5), en la 
zona pnnc1pal de depósito de los futuros cristales de esmalte(e), interfase con la dentina (6-id), 
Cristales incipientes o inmaduros (Ci), fibras de Tomes (fT), predentina (Pd). A1 y A2 zonas de las 
que se mostrará una amplificación posteriormente. 



La figura 4.13 muestra la belleza de la imágen obtenida con el 

microscopio electrónico de transmisión, producto de la calidad en la preparación 

de la muestra en conjunto con el procedimiento experimental seguido. En la 

figura 4.13 se muestra la variedad de estructuras que constituyen a la célula del 

ameloblasto. 

En la figura 4.14-A se muestra la zona de material orgánico un poco 

alejada del área que presenta el número 4 de la figura 4.5, es una zona aledaña 

de las fibras de Tomes. Esta figura presenta la zona celular de los ameloblastos 

en donde se observa el aparato de Golgi, restos de mitocondrias, de algunos 

otros organelos y muchas vesículas. Probablemente en lisis para después dar 

paso a lo que serán los cristales. En la micrografía número 4.14-8 y C podemos 

observar unas zonas extracelulares con algunas vesículas posiblemente 

rompiéndose para poder depositarse probablemente, los elementos que van a 

constituir dichos cristales. 

Debemos comentar que el número (1) que se muestra en la figura 4.12 

corresponde al número (1) que se presenta en la figura 4.2 y 4.3. Es 

exactamente la misma zona de la figura 4.14-A ( con elementos celulares como 

el aparato de Golgi). La figura 4.14-8 y C es una zona más próxima de los 

puntos de mineralización (zona extracelular). 

En la figura 4.15-A se muestra una zona muy interesante; es un corte 

donde podemos apreciar elementos de los ameloblastos, pero también, en la 

parte superior, los posibles núcleos de crecimiento de los cristales. Podemos 

observar en la figura 4.15-8, un acercamiento de esa zona de la figura A donde 

se pueden distinguir los cristales en formas de agujas; es decir, la zona de esta 

figura muestra áreas en las cuales da inicio la nucleación de los cristales del 

esmalte dental. Nótese el conglomerado que estas agujas forman. 

En la figura 4.16 se presenta un área cercana a donde se localizan los 

cristales del esmalte dental y que corresponde al numero 5 en la figura 4.2, 4.3 

y 4.12. Aquí se muestra una vez más la presencia de conglomerados de los 

cristales en forma de aguJas. En la figura 4.17 las imágenes A, 8 y C muestran 

amplificaciones de los cristales en forma de agujas y las cuales se presentan 
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Figura 4.13 Micrografía de MET en campo claro en donde se observan estructuras del ameloblasto, 
que constituyen la célula (zona 1a figura 4.12), el núcleo (N), la cromatina (cr, flechas) y colágeno 
( col) entre otras. 
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Figura 4.14 (A). Micrografía de MET en campo claro de la zona celular de los ameloblastos. 
Aparato de Golgi (g), m1tocondria (m). 8-C zonas próximas a los puntos de cristalización. (B) 
Vista extracelular. (C) Posible depósito del material 
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Figura 4 15-A). Micrografía de MET en campo claro donde se observan: la zona de ameloblastos 
(a) y cristales incipientes (Ci). B) Acercamiento de uno de los sitios de nucleacion de la zona 
muestra los conglomerados de cnstalitos incipientes en forma de agujas (Ci). 
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Figura 4.16-A). Micrografía de MET de los sitios de depósito de los cristales, cristales incipientes 
(Ci), área de nucleación (AN). B) Conglomerado de cristales incipientes en forma de agujas (Ci) 
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Figura 4.17-A, By C. Micrografías de METen campo claro de los cristales en forma de agujas (C). 
Posiblemente las zonas marcadas con (N) corresponden a las nanoesferas. 
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como líneas obscuras las que posteriormente serán los cristales. También se 

ven perfiles grises, las posibles nanoesferas del material orgánico (a los 19 

días). 

En la figura 4.18 se muestra la franja de cristales incipientes o 

inmaduros que presenta la nucleación de los cristales de esmalte dental, y que 

corresponden al número 5 en las figuras anteriores. Los patrones de difracción 

de esta región son casi amorfos (figura 4.19-8) pero, como vamos a ver mas 

adelante, corresponde a un patrón donde la zona esta compuesta de muchos 

nanocristales en conjunto con material orgánico. Esta zona es muy interesante 

puesto que aquí ya se presenta la mayor mineralización de la muestra. 

La figura 4.19-A muestra una zona con un mayor acercamiento de la 

figura 4.18. En este caso se observan fibras que rodean el material orgánico, 

las fibras de Tomes, presentan restos celulares. Se observan diferentes 

tamaños de cristales o elementos que los van a formar, pero que todavía están 

en una etapa inmadura. También se observa el material contenido en las 

vesículas provenientes del aparato del Golgi. 

Se observan cristales en forma de 1"1stones (marcados con la letra C). El 

contraste mostrado con la letra N representa posiblemente material orgánico 

que esta dirigiendo la orientación de los futuros cristales. En la figura 4.19 B 

podemos observar el patrón de difracción de electrones de esa zona; como se 

comentó anteriormente este es un patrón no muy bien definido. El anillo que 

presenta, corresponde a la distancia interplanar del plano (211) de la 

hidroxiapatita. Lo único que nos esta mostrando el patrón de difracción es la 

existencia en esta zona de cristalitos de orden nanométrico claramente 

sumergidos en un material orgánico. 

Un mayor acercamiento de este tipo de imágenes se presenta en las 

figuras 4.20 y 4.21. De hecho, estas figuras corresponden a una amplificación 

de la zona del recuadro mostrado como A 1 en la figura 4.12. En este caso se 

muestra una fibra de Tomes y un posible depósito del material proveniente de 

las vesículas y su inmediata degradación para hacer espacio a la maduración 

de los futuros cristales del esmalte dental. Una amplificación del depósito de 

material observado en la figura 4.20 se muestra en la figura 4.21, donde se 
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Flgura 4.18. Micrografía de MET en campo claro de una franja de la zona 5 en la figura 4.12 donde 
se observaron cnstales inmaduros del esmalte dental. 
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Figura 4.19. A) Restos celulares que se localizan en las fibras de Tomes (fT), posible material 
orgánico (N) (nanoesferas), cristales inmaduros (Ci), futuros cristales de esmalte en diferentes 
direcciones (5). B) Patrón de difracción de electrones de la zona 5, aún amorfa, material tomado de 
incisivo inferior de feto de ratón de 19 dias 1 O hrs. 
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Figura 4.20. Micrografía de MET (zona A 1 figura 4.12) en campo claro donde se muestran las 
fibras de Tomes (fT), las nanoesferas (N) y zona de depósito de los cristales (5). Incisivos 
inferiores de feto de ratón de 19 días. 

1 µm 

Figura 4.21. Amplificación de la zona indicada por (N) donde se observan las nanoesferas. 



observan alrededor de este depósito elementos orgánicos precursores de los 

cristales; posiblemente estamos observando un contraste que puede 

corresponder a las nanoesferas a las cuales se hizo referencia en la sección 

número 1 (figura i .3). 

Un punto importante, que nos interesa a estas alturas, es la observación 

de los cristales del esmalte dental. Para eso analizemos con mayor 

detenimiento la figura 4.22. Esta es una imagen de microscopía electrónica de 

transmisión de los cristales de esmalte, pero todavía en un estado inmaduro. Es 

decir, en este estadio las fibras, que después de un tiempo de maduración 

adicional serán los cristales del esmalte, se encuentran en un estado de 

reciente inicio de la mineralización. 

La zona se compone en su mayoría de material orgánico. Si obtenemos 

el patrón de difracción de la zona mostrada en la figura 4.22 (un acercamiento), 

es muy semejante al mostrado en la figura 4.19-B. Esto indica que la zona se 

compone de cristales de tamaño nanométrico y que las fibras que se observan 

se conforman en mayor proporción de material orgánico. 

En la figura 4.22 se pueden ver los cristales en forma de listones y, 

además, se observan 2 tipos de contrastes muy bien identificados: uno son los 

listones que corren a lo largo de la diagonal y otro son los cristales más 

pequeños que posiblemente representen estos listones pero en dirección 

transversal. 

En la figura 4.23 observamos una amplificación del recuadro mostrado 

como A2 en la figura 4.12. En ésta figura se puede observar una gran cantidad 

de vesículas con el producto secretorio proveniente del aparato del Golgi, se 

observan células nerviosas de Schwann con axones en proceso de 

mielinización, con una lámina concéntrica de mielina, fibras de Tomes, 

mitocondrias, restos membranosos, incluyendo algunos listones que van a 

formar el esmalte dental durante la nucleación. En la figura 4.24-A se observa 

en un acercamiento a la interfase entre las estructuras de agujas y de material 

orgánico de la figura 4.23. Aquí se muestra que son cristales incipientes 

correspondientes al esmalte dental en proceso de formación y además incluidos 

en material orgánico, lo cual produce los contrastes observados en los patrones 



Figura 4.22. Micrografía de METen campo claro de la zona 5 (figura 4.11). Se muestran cristales 
inmaduros en diferentes direcciones. 
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Figura 4.23. Se observa gran cantidad de vesículas (V) con el producto secretorio proveniente del 
aparato de Golgi. Se encuentran también células nerviosas de Schwann involucrando a las fibras 
nerviosas en proceso de mielinizac1ón, axón mielinico (am), láminas concéntricas de mielina 
(Lcm), fibras de Tomes {ft), zona más obscura donde se encuentran los cristales (z), m,tocondrias 
{m) y restos membranosos (rm). 
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Figura 4.24. Micrografías de MET en campo claro. A). Se observan gran cantidad de estructuras 
como agujas (ag) y listones con diferente dimensiones y material amorto (L). B) Acercamiento a 
una zona donde se muestran delgadas lineas pálidas (P), unas como lineas filosas obscuras como 
agujas (s), pertiles grises (9) posible zona de nanoesleras, cristales orientados longitudinalmente 
se ven en el camino (rod) del depósito del esmalte, cristales incipientes (ic), las fibras de Tomes 
(TP) o fT. Agujas vistas en dirección transversal indicadas por la flecha. Obsérvese la similitud con 
la ligura 1.11-A. 



de difracción de la figura 4. i 9-8. Aparte de las agujas, se observan contrastes 

de círculos más clarosque podrían representar la manera de depositarse el 

material que forma las nanoesferas, de las que se hizo mención en el capitulo 

uno. La figura 4.24-8, también es una imagen amplificada de una zona de 

agujas o "líneas filosas" como las llama Warshasky (1982); (g) denota los 

perfiles grises que podría tratarse del material orgánico, las fibras de Tomes y 

las diferentes direcciones que siguen los cristales. La zona marcada con la 

flecha corresponde a los mismos cristales solo que en dirección transversal, y 

no longitudinal como el resto de ellos. 

Finalmente la figura 4.25, es una figura muy importante, nos muestra una 

imagen de microscopía electrónica de transmisión en campo obscuro; éste fue 

realizado poniendo la apertura de la lente objetiva en el primer anillo del patrón 

de difracción mostrado en la figura 4.19-8. En esta figura podemos ver 

claramente en contraste brillante los cristales de tamaños nanométricos que 

representan el inicio de la nucleacíón de los cristales del esmalte dental. 

Esta imagen fue observada muy cercana a la zona número 5. Como puede 

verse en la figura 4.25, las dimensiones de los cristales del esmalte dental son 

muy pequeños, del orden de nanómetros y para poderlos observar en detalle 

se requiere una mayor resolución; es decir, es necesario utilizar la microscopía 

electrónica de alta resolución. 
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Figura 4.25. Micrografía de MET en campo obscuro de los cristales de esmalte (C). En este modo 
de operación del MET los cristales son todos los puntos brillantes que se encuentran alrededor del 
orificio obscuro. Obsérvese las dimensiones que presentan: son, en promedio, de décimas de 
nanómetros. 



4.5. Microscopía de Alta Resoiución 

Utilizando la microscopía electrónica de alta resolución se observan los 

cristales a resolución atómica. Las áreas como la mostrada en la figura 4.25 

fueron las adecuadas para la observación por MET de alta resolución. En la 

figura 4.26-A se muestran dos cristales al nivel atómico CE y C. Estos cristales 

presentan dimensiones nanométricas, entre 20 nm de espesor y 60 nm de 

longitud aproximadamente. Vemos cristales o en el momento de nucleación, en 

los cuales se puede observar un arreglo casi hexagonal en ambos cristales. 

La figura 4.26-B muestra otros cristales durante la nucleación. En esta 

imagen el arreglo se ve diferente, al presentado por los cristales mostrados en 

la figura 4.26-A, como en forma de gota o como si se fueran a fusionar después 

estos cristales para crear uno más grande. 

En la figura 4.27 se observan cristales que presentan un arreglo 

hexagonal que además está curvados; es decir, en (A) tenemos varios 

cristalitos del esmalte formando lo que vendría siendo una fibra, cristales en 

forma de aguja o un listón como le hemos llamado en la sección anterior. 

También es interesante hacer notar que se observa el contraste de la línea 

obscura en la amplificación de la figura 4.27-B. Entonces, podemos decir en 

este momento, que en esta imagen se observa la nucleación y el crecimiento de 

los cristales del esmalte dental. 

El cristal mostrado en la figura 4.26 con las letras CE ha sido procesado 

computacionalmente, de tal manera que tengamos una mejor imagen con 

menor ruido y mayor información. 

Ésta se presenta en la figura 4.28. Es interesante notar en esta imagen la 

presencia de dislocaciones y varias fallas de apilamiento en la unión de dos 

partículas que conforman el cristal. 

En la figura 4.29 se muestra lo que se buscaba como objetivo del 

presente trabajo de tesis: la obtención y observación de cristales con la 

presencia de la línea obscura central en su estructura. La flecha en la figura 

4.29 la detecta. Aquí se muestra la forma en que crece el cristal: en forma 

1 1111 



Figura 4.26. Micrografía de MET en alta resolución de los nanocristales observados en la figura 
4.25. La estructura de la partícula (C) no está tan definida como la partícula (CE) la cual 
presenta un arreglo hexagonal. B) Partículas que presentan un arreglo cuadrado siguiendo un 
patrón en forma de gota. 
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Figura 4.27. Micrografías de MET de alta resolución de los nanocnstales observados en la figura 
4.25. A) La flecha indica la nucleación y el crecimiento de los cristales. B) Amplificación de la 
partícula que presenta el contraste de la linea obscura central, flecha entre las letras cdl y la letra 
a. 
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Figura 4.28. Imágenes de MET de alta resolución digitalizadas del cristal mostrado como (CE) en la 
figura 4.26 a) Zona amplificada donde no se presenta defecto excepto por la curvatura de las 
posiciones atómicas a lo largo de la dirección indicada por la flecha; b) imagen a menos 
ampl1ficac1ón donde se presenta con dos líneas la unión de al menos dos partículas que conform;:in 
el cnstsl. 
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Figura 4.29. Micrografía digitalizada de MET de alta resolución de la partícula presentada en la 
figura 4.27b que muestra la línea obscura indicada con la flecha. 
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piramidal. Es decir, los átomos se van apilando de tal manera que se forman las 

pirámides ya reportadas en la literatura. Es de notarse en la figura 4.29 que 

todas las características estructurales reportadas para un cristal de esmalte 

dental humano son observadas aquí. En principio, no se observan defectos 

estructurales a través de la línea obscura mostrándose un buen ajuste atómico 

entre una y otra parte del cristal a pesar de la presencia de la línea. Además se 

demuestra que la curvatura que presenta el cristal se obtiene por medio de 

dislocaciones que se encuentran dentro de la estructura de uno y otro lado de la 

línea obscura, pero no a través de la línea obscura. 
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4.6. Microanálisis químico (EDS) de la iínea obscura en cristales de 

esmalte de ratón adulto. 

Para examinar los cambios químicos, y principalmente en y alrededor de 

la línea obscura en diferentes áreas de los cristales del esmalte, se utilizaron 

cristales de esmalte maduro, el cual se pulverizó y el polvo se colocó en una 

rejilla de cobre previamente cubierta con colodión y una capa de carbón para 

mayor resistencia. 

Los cristales de esmalte de ratón adulto se observaron por MET, 

localizándose la presencia de la línea obscura central como se muestra en la 

figura 4.30. Se realizó el microanálisis a lo largo del cristal tal y como lo muestra 

la figura 4.31. Las técnicas de estudio fueron a través de MET de alta resolución 

y la técnica de EDS de microanálisis de rayos X característicos en conjunto con 

la técnica de nano difracción, que permite enfocar el haz electrónico en un área 

circular con un diámetro de aproximadamente 10 nm. 

El análisis químico se obtuvo en diferentes posiciones en varios planos 

del cristal, con especial interés en la presencia de la línea obscura central 

(figura 4.31 ). La zona analizada en la COL, no mostró diferencias significativas 

en las posiciones atómicas en comparación con el resto del grano, pero tuvo 

mayor cantidad de calcio (tabla 1V.5). Corno se puede ver la concentración de 

Ca/P varía considerablemente dependiendo del punto analizado (tabla 1V.5). 

Se encontraron diferencias en el cociente en Ca/P desde 0.68 a 1.77 en 

porcentaje atómico de sus centros hacia el exterior y sobre la CDL. Sin 

embargo del lado izquierdo el cociente fue de 1.77, mientras que del lado 

derecho de la CDL fue de 1.35. Por otro lado en el cristal mismo el cociente 

Ca/P fue de 0.68 y 1.0. Todos estos porcentajes son completamente diferentes 

de aquellos en HA pura, que es de 1.67. 

Antes de sacar una conclusión de este análisis debe tenerse en cuenta 

que éste fue realizado usando un haz electrónico con sección transversal de 

aproximadamente 1 O nm. Este haz cubre, por lo tanto un área con 1 O nm de 

diámetro, y esta es el área de la cual proviene la información del microanálisis. 

La línea obscura tiene un espesor de aproximadamente 1.5 a 2 nm. De 

aquí que el análisis químico provenga de una zona que contenga no solo la 
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Figura 4.30-A) Micrografía de MET de campo claro de un cristal de esmalte de ratón adulto, se 
observa en el centro la COL. B) Patrón de difracción de electrones de! cristal anterior, confirmando 

que se trata de HAp, en la díreccrón J011 0J. Compare este patrón con el mostrado en al figura 
4. 19. 



línea obscura, sino también parte del cristal. Esto en el caso de los análisis 

obtenidos para los sitios mostrados en las figuras 4.31a y b; en el caso de los 

mostrados en las figuras 4.31c y d, es muy probable que la zona de análisis 

incluya la interfase del cristal con la parte orgánica e inclusive podría incluir 

parte de otro cristal. De aquí las variaciones obtenidas para los valores de Ca/P. 

Sin embargo y a pesar de lo expuesto con respecto a las condiciones 

experimentales, es imposible pasar por alto la variación que se presenta en los 

valores de Ca/P. Aún con las limitaciones técnicas que se presentaron es claro 

que Ca/P no es constante y que, dependiendo de la posición a lo largo del 

cristal, presenta valores diferentes. 

A lo largo de la línea obscura (figura 4.31, posiciones a y b) el valor 

obtenido para Ca/P fue 1.77 y 1.35; mientras que supuestamente en las áreas a 

los lados de la línea el valor fue de 0.68 y 1, lo cual es probable que incluya 

partes orgánicas, por lo tanto la concentración Ca/P disminuya y aumente el del 

C y O, aunque esto no es lo reportado en la figura 4.31. Además, la señal de C 

también proviene de la capa que recubre la superficie del esmalte de acuerdo al 

procedimiento experimental que se siguió para preparar la muestra para su 

observación por MET. 

Si tomamos en cuenta los valores de Ca/P reportados en la tabla 1V.5, 

diríamos que existen varios compuestos de la familia de los fosfatos cálcicos en 

el esmalte dental. La brushita (fosfato hidrogenado de calcio dihidratado u 

ortofosfato hidrogenado de calcio dihidratado CaHPO4(H2O)2), por ejemplo, 

presenta una relación Ca/P de 1 al igual que la monetita sintética (fosfato 

hidrogenado de calcio Ca(HPO4)). Sin embargo la celda unitaria de la brushita 

es monoclínica (con parámetros de red a=0.58, b=1.52 y c=0.62 nm con 

~=116º) y la de la monetita es triclínica (con parámetros de red a=0.69, b=0.66 

y c=0.69 nm, con a=96.34(2), ~=103.82(2), x=88.33(2)). Además si estas 

estructuras están presentes deberían ser fácilmente detectadas por MET de alta 

resolución; lo cual no ha sido así. 

Por otro lado, valores de Ca/P de 1 .3 y 1.5 nos llevan a los 

correspondientes del fosfato octocálcico (1.33) y de la Whitloquita (ortofostato 

beta cálcico [\-Ca3(PO4)2). El fosfato octocálcico presenta una celda triclínica 
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Figura 4.31 Representación esquemática de !os diferentes puntos en donde se 
obtuvieron los espectros de EDS y cuyos resultados son mostrados en fa tabla IV.5. 

Tabla IV.5. Valores de Ca/P, tanto en Wto/o y At%, correspondientes a los espectros de 
EDS de diferentes puntos mostrados en la figura 4.31. 

Sitio de Ca/P Ca/P 

análisis Wt% At% 

fig. 4-30 

A 2.30 1.77 

b 1.75 L35 

e 0.88 0.68 

d l.28 l 
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a=i .98, b=0.96 y c=0.68 nm, con a=89.28, ~=92.22, x=108.95) y la whitloquita 

puede ser hexagonal o monoclínica (hexagonal; a=1.04 y c=3.73 nm; con 

x=120; monoclínica, a=2.28, b=0.99 y c=i .71 nm). 

Sin embargo, ya ha sido demostrado que la estructura de la 

hidroxiapatita es aquella que mejor ajusta los resultados estructurales y 

químicos del esmalte dental. Y se ha propuesto que el fosfato octocálcico es el 

adecuado para interpretar la estructura de la línea obscura. 



4.7. Simulación comp11tacionai de la línea obscura. 

Los resultados de la sección anterior muestran que el cristal del esmalte 

es hidroxiapatita, mientras que algún fosfato cálcico diferente, tal como el 

fosfato octocálcico, es el que se presenta como línea obscura. 

Se ha sugerido que la hidroxiapatita y el fosfato octocálcico pueden 

formar una interfase altamente coherente y que, por esta razón, la hidroxiapatita 

puede crecer en forma epitaxial a partir de una capa de fosfato octocálcico 

(Brown 1962, 1979; Nelson 1986). Por lo tanto se ha sugerido que la línea 

obscura se produce durante la nucleación del cristal del esmalte cuando un 

templete de fosfato octocálcico es usado para crecer la hidroxiapatita del 

esmalte (lijima, 1992). 

A partir de estas ideas, y tomando en cuenta los resultados de las 

secciones anteriores, proseguimos a crear un modelo de la línea obscura para 

comparar sus características con las reportadas. 

Para el modelo de la CDL, se usaron dos interfases de HAP-OCP de 

acuerdo al modelo de Brown con solamente una celda unitaria de OCP en 

medio (figura 4.32). Por lo tanto de acuerdo con este modelo, el ancho de la 

CDL debe estar en el rango de 1.85 nm a 2.59 nm, y esto produciría un cambio 

de 0.23 nm entre el plano { 10 I o} de la HA de un lado y al otro de la COL. 

Una vez formado el modelo se llevó a cabo la simulación de las 

imágenes de MET en la computadora, utilizando para esto el programa de 

simulación de imágenes MACTEMPAS. Las imágenes obtenidas, para 

diferentes valores de desenfoque y con un espesor de 4.5 nm, son mostradas 

en la figura 4.33. 

Analizando la figura 4.32 se observa que no se obtiene un 

crecimiento epitaxial y una interfase altamente coherente entre la HAP y el 

OCP. Como lo indican para el caso de la línea obscura los resultados 

experimentales, la interfase fue formada por la mitad de la celda unitaria de la 

HA y una celda unitaria de OCP y después de la relajación del sistema de 

interfase, el ángulo entre aHA y aocP no es de 132º sino de aproximadamente 

de 129º. Más aún se encontró que los planos (0001) de HA y (001) de OCP no 

son coplanares. 
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Figura 4.33. Imágenes simuladas computacionalmente a partir del modelo presentado en la figura 
4.32. El espesor del cristal se supuso de 4.5 nm, la aberración esférica de 1.0 mm y el voltaje del 
microscopio electrónico de 400 KV. Las imágenes corresponden a los desenfoques de 20 nm (A), 
30 nm (B), 70 nm (C) y 80 nm (D). Si se observan las imágenes en incidencia rasante, se 
observará el cornm,ento que se produce por la existencia de s~ 0.23 nm mostrado en la figura 
4.32. 



Por lo tanto, el modelo generado no reproduce completamente las 

observaciones experimentales. Nótese que para que se pueda dar este 

modelo, el eje a HAP de la celda de la hidroxiapatita debe ser paralelo al eje b 

ocP de la celda del OCP. El corrimiento S generado entre los planos de la HAP 

a ambos lados de la línea obscura es un generador de defectos cristalinos, tales 

como dislocaciones y fallas de apilamiento. Estos defectos estructurales, al 

menos dentro de los límites de resolución de los MET utilizados, no han sido 

observados ni reportados. 



5. - Discusión. 

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis pueden calificarse de 

excelentes. Trabajando con incisivos mandíbulares de fetos de ratón, y utilizando 

técnicas de microscopía electrónica y análisis de rayos X, se observó y analizó la 

amelogénesis en su estadio secretorio, la nucleación y el crecimiento de los cristales 

del esmalte. Se observó la presencia de la línea obscura en cristales de dimensiones 

nanométricas y se estudiaron sus características. A partir de estos, se sometió a 

prueba el modelo del fosfato octocálcico de Brown para la línea obscura, quedando la 

siguiente propuesta. 

HAP en el inicio de la nuc!eaclón 

A eMatenalorgánico ~ 

B 

e 

D 

o::::x:J 

AfflOOh~ 
~~~ 

~~ Material orgánico"atrapado" 

Cristal de HAP 

Figura 5.1. Modelo de nucleación y crecimiento propuesto a partir de los resultados 

del presente trabajo de tesis. A) El material orgánico de las agujas funcionan como 

templete para la HAP. B y C) El crecimiento "piramidal" de la HAP se dá también 

hacia "adentro" del material orgánico. D) Restos de material orgánico queda atrapado 

en el centro del cristal de HAP formando así el cristal del esmalte. 
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5.1. Microamfüsis ein los iincisivos ma111clibuiares ele fetos de ratón fl'lembra de 1 !l 

días. 

Durante el presente trabajo de tesis se realizaron estudios en dos grupos de 

incisivos mandibulares de fetos de ratón de 19 días de gestación, con una diferencia 

de 12 horas entre uno y otro, en los cristales de reciente formación con forma de 

agujas. En toda la zona celular los elementos presentes C, O, P, y CI son apropiados 

a la región estudiada debido a las reacciones del proceso celular. El área que 

corresponde a los primeros depósitos de iones fue observada primero como una 

interfase. Las zonas obscura y clara alrededor del proceso de Tomes presentaron 

iones de Ca, pero en diferentes concentraciones según el sitio de análisis. 

El promedio de la relación Ca/P fue de 0.24 indicando el inicio de los primeros 

depósitos de iones. La zona principal de depósito de Ca fue identificada como Zona 

Clara donde la relación Ca/P fue de 1.126. Esta zona sugiere un mayor depósito de 

iones formadores de los cristales, sin embargo el patrón de difracción de electrones 

solo mostró un amorfo. 

La región de la interfase con la dentina tuvo una relación Ca/P menor que la 

encontrada en la zona blanca en el tejido formador de esmalte y fue de 0.615, como 

resultado de la menor cantidad de cristales en este tejido. Aunque el patrón de 

difracción de electrones mostró la presencia de material más mineralizado. 

Durante el análisis por EDS en la zona incisal de los dientes preparados a 

punto crítico, los elementos encontrados en la zona incisa/ más externa fueron 

siempre los mismos, pero la relación Ca/P fue menor de 0.4; hacia la zona media 

incisal la relación Ca/P fue de 0.85 a 1.16. Más aún se encontraron pequeñas 

cantidades de Na, Al, Mg y CI. 

Los elementos asociados con cristales de apatita son de interés debido a sus 

efectos en la formación y estabilidad. Se han clasificado algunas propiedades de 

algunos elementos, en el aluminio sin ningún efecto, CI como cariogénico, Mg 

cariostático y cariogénico, el Na, no esta clasificado. Estos elementos se conocen que 

interfieren en la formación de la mineralización de apatita in vitro (LeGeros, 1991 ). La 

incorporación de Mg en la apatita sintética es muy limitada (~0.4wt% Mg), pero 
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aumenta por la incorporación simultánea de F ó CO3. Más aún, la incorporación 

simultánea de co/- y Mg 2
+ en la apatita causa efectos sinérgicos en la cristalinidad 

de la apatita. En la formación de la apatita se discrimina fuertemente la incorporación 

de cr a favor de F- cuando están simultáneamente presentes. Con el Na +, siendo 

similar en tamaño al Ca2
+, no se espera que cause ningún efecto en los parámetros 

de red. La incorporación de Na es aumentada con la incorporación de COa. 

Hay muchas referencias sobre la participación de estos iones en el esmalte 

maduro, ¡pero no durante !a nuc!eación de los cristales de esmalte, en el principio 

de su depósito durante el estadio secretorio. 

Aún cuando se tratara de la formación de esmalte aprismático, la nucleación se 

lleva a cabo, a pesar de que en esta primer capa de 30µm de espesor (según Gómez 

de Ferraris, en los dientes primarios), su tipo de agrupación solo sea 

perpendicularmente a la superficie y paralelos entre sí. Se ha sugerido que este tipo 

de esmalte es el resultado de la ausencia o poco desarrollo de los procesos de 

Tomes. 

La formación de los cristales de esmalte comienza en el estadio secretorio de 

la amelogénesis; y en este estadio postmitótico, los ameloblastos secretan la matriz 

orgánica. A una distancia dada de la membrana ameloblástica apical empieza el 

proceso de mineralización. Durante el siguiente proceso de desarrollo, y hasta la 

maduración del esmalte, las fases mineral y orgánica presentan considerables 

cambios los cuales son controlados por la actividad celular de los ameloblastos. 

5.2. Nucleación y crecimiento del esmalte. 

Ya desde 1955 Carlstróm comenzó a estudiar los cristales de esmalte, a través 

de difracción de rayos x, como estructuras calcificadas, dando como resultado 

algunas descripciones cristalográficas. Posteriormente se hicieron otros estudios para 

ver las mediciones sobre anchura y espesor de los cristales de esmalte pero tales 

mediciones se hacían solamente con técnicas radiográficas, lo cual daba como 

resultado un gran error en dichas mediciones. Posteriormente, Nylen estudia los 

cristales y continua trabajando sobre medidas en anchura y espesor, pero haciendo 

uso de técnicas como la microscopía electrónica; observa la nucleación de los 
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cristales que se lleva a cabo en la vecindad de los ameloblastos y menciona ya la 

presencia de una línea densa, la línea obscura, observada bisectando los hexágonos 

a lo largo de su diámetro más ancho, pero pensando en que esto fuese un patrón de 

interferencia debido a una fase discontinua del cristal. Describe los cristales en una 

etapa temprana corno cristales muy pequeños y en gran cantidad, y conforme se van 

alejando de los ameloblastos y su estadio de maduración avanza ya presentan forma 

de listones. Encuentra que conforme va aumentando la mineralización de los cristales 

los patrones de difracción presentan anillos delgados. Esto quiere decir que los 

cristales de hidroxiapatita comienzan a crecer mientras que si es menos mineralizada 

los discos no se pueden resolver visualmente ya que los cristales presentan apenas 

dimensiones nanométricas. Esto último es el caso del presente trabajo. 

Miake et al, analizando eventos tempranos durante del crecimiento del esmalte 

en la mineralización del esmalte porcino, el cual es semejante al del humano, 

encontró que este crecimiento fue caracterizado por un crecimiento epitaxial de 

pequeñas unidades de apatita en las superficies laterales de las delgadas agujas o 

listones planos precipitados previamente. Después del crecimiento del esmalte, este 

listón plano es retenido corno una línea central obscura del cristal. De estos 

resultados ellos concluyen que la mineralización inicial del esmalte comprende dos 

pasos: primero, la precipitación de las delgadas agujas o listones planos y luego el 

crecimiento epitaxial de los cristales de hidroxiapatita en la superficie de ese listón. 

Los cristales de esmalte fetal aparecen sin estar cercanamente unidos y su 

distribución fue irregular. 

Los espacios entre ellos se cierran a medida que va creciendo el cristal. Así las 

mediciones observadas en experimentos sobre espesor y anchura, nos muestran las 

medidas de los cristales y como van creciendo. A través de esos datos podemos 

observar que se trata de un proceso lento que se inicia en la nucleación de los 

cristales y dura hasta que el diente erupciona. 

Esta forma de ver el proceso de nucleación y crecimiento conlleva a otra 

hipótesis del origen de la línea obscura, la cual ya ha sido propuesta por Reyes

Gasga et al.: la línea obscura es remanente de material orgánico que funciona como 

templete para que crezca sobre él la hidroxiapatita del esmalte. Esto concuerda 

mucho mejor con los resultados experimentales que sobre el tema se han publicado: 
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los patrones de difracción de los cristales incipientes en forma de aguja son casi 

amorfos. Esta es una prueba de la existencia en ese momento de mucho material 

orgánico, compuesto en su mayoría de proteínas. Durante el proceso de maduración, 

y como lo demuestran los resultados experimentales, y tomando en cuenta el espesor 

de la línea (aproximadamente 1.5 nm, Reyes-Gasga et al.) el material orgánico queda 

atrapado y es "encerrado" por la hidroxiapatita (figura 5. i ). 

En este contexto, la línea obscura que se observó (figura 4.29) es la prueba de 

que los listones, o cristales incipientes en forma de aguja, más pequeños son los 

primeros que se "cubre" de hidroxiapatita. Se esperaría, por lo tanto, que se 

observaran cristales de diferentes tamaños, aunque el mayor número de éstos fuese 

alrededor de un promedio, dependiendo del proceso de maduración que se observe. 

Guy Daculsi y B. Kerebel por primera vez hacen la determinación a través del 

conteo de los planos de red, con la finalidad de medir el desarrollo y maduración de 

los cristales de esmalte, su anchura y espesor, estableciendo que efectivamente se 

trata de un proceso lento. Con el conteo de los planos de red demuestran aumentos 

en el espesor reportado sin cambios en la anchura durante el proceso de maduración. 

Sin embargo reportan a la línea obscura central como un fenómeno focal no visible a 

altos aumentos. 

Cuisinier observa de entre los cristales en forma de agujas recién nucleadas que no 

existen ni dominios de tamaño nanométrico locales, ni líneas obscuras centrales, ni 

defectos estructurales. La ausencia de un defecto central y el espesor 

correspondiente a dos o tres celdas unitarias saca la hipótesis de la existencia de una 

semilla mineral localizada fuera del cristal de HAP. Comparó también la imagen 

experimental del cristal de esmalte fetal con imágenes calculadas por computadora 

para dos celdas unitarias de HA estoiquiométrica, con una buena correspondencia. 

Observándose tres sitios iónicos en ambas imágenes (A, B, C), en la imagen 

simulada de una celda unidad de HA observada a lo largo del eje c, el sitio A aparecía 

constituido por una columna de calcio 1, el sitio B por la asociación de calcio 11, 

oxigeno y columnas de fósforo y el sitio C, de una columna de iones oH·. Sin 

embargo no fue posible correlacionar las intensidades de las imágenes y su 

composición cuantitativa. La buena correspondencia entre las imágenes indica que en 
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este estadio de desarrollo la estructura de los cristales de esmalte fetal describe a los 

cristales en forma de aguja como templete para los cristales de HAP. 

5.3, Microaroáiisis de la línea obscura. 

En los resultados por microanálisis de rayos X característico de la CDL se 

encontró gran variabilidad en la proporción Ca/P y no solamente en el análisis de 

diferentes puntos dentro del mismo cristal sino también en diferentes cristales de la 

muestra de esmalte. 

Hasta entonces había 4 modelos sugeridos para explicar esta línea obscura central. 

El primero proponía la existencia de vacancias de aproximadamente 41 nm. El 

segundo dice que son fallas como resultado del vector un 1/4,0, O. El tercer modelo 

que se debía a la incorporación de fosfato octocalcico en la apatita formando esta 

línea central en dirección 010 y plano 100, consistente de capas de calcio deficientes 

derivadas del fosfato octocalcico (esto es fosfatos y agua). La cuarta que son capas 

de calcio deficientes carentes de vectores de desplazamientos pero con vacancias 

que pudieran colapsar la estructura. 

Entre las ideas sobre el origen de la CDL y tomando en cuenta los resultados 

experimentales, la que tenía más posibilidades de ser cierta es la que sugiere que se 

trata de un remanente de un fosfato de calcio usado para la nucleación y crecimiento 

de los cristales de hidroxiapatita del esmalte. Este fosfato de calcio se supone que es 

OCP. Este fosfato presenta un valor de Ca/P de 1.33, mientras que la hidroxiapatita 

tiene 1.67. 

Por supuesto, muchos parámetros tienen que ser tomados en cuenta cuando la 

concentración química quiere ser medida usando técnicas de TEM y EDS. Uno de 

ellos es el proceso de daño, el cual ocurre cuando el haz electrónico ataca la muestra 

(Nelson, 1982). 

Sin embargo, una conclusión importante del presente trabajo de tesis consiste 

en que, la zona de la CDL presenta una composición química diferente al cristal 

mismo. Todo esto da la idea de que las CDL y los cristales de esmalte tienen 

diferente composición química. También los resultados sugieren que la técnica 
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utilizada en este experimento no fuese el más apropiado para observar tal diferencia, 

y que se requieren equipos más modernos para permitir este tipo de análisis en un 

rango de i o 2 nm como máximo. 

5.4. IEsmaite Hidroxiapama y fosfato octocáicñco. 

Desde un punto de vista estructural, se ha sugerido que el OCP y la HAP 

forman una interfase altamente coherente (Brown, 1962, 1979; Nelson, 1986; lijima, 

1992), debido a que algunos precipitados apatíticos contienen al azar capas de OCP 

y HA, en las cuales las capas individuales son de unas pocas celdas unitarias de 

espesor. 

Al continuar los experimentos, lijima sintetiza una mezcla de fosfato octocalcico 

y apatita en un sistema de formación de esmalte, en presencia de flúor, observando 

que cuando se forma inicialmente fosfato octocalcico a cierto espesor, hay un 

subsecuente crecimiento epitaxial de apatita en la formación de esmalte. Así propone 

un modelo donde la lámina de fosfato octocalcico y la de HA son paralelas al plano 

100 de la apatita. Donde el eje c del fosfato octocalcico es paralelo al eje c de la 

apatita, el crecimiento de los cristales de la mezcla !amelar o laminar es 

principalmente en dirección del eje c, apoyando así la idea de que crecen en forma de 

listón dichos cristales. 

Vale la pena notar que en el caso de que un cristal de HA contenga solamente 

una lámina de OCP, el espesor de esta línea en la imagen del TEM fue menor que 

una celda unidad de OCP (1.86 nm). Este resultado ha sido descrito (lijima, 1992) con 

base en que una celda unidad de OCP puede ser análoga a una capa de HAP y a 

una capa de agua (Brown, 1962) y entonces, esto produce que una capa de OCP no 

pueda ser distinguida de la matriz de HAP. Más aún en el caso, de que el tamaño de 

la región de OCP es muy pequeño para dar signos claros de difracción. Esto podría 

hacer difícil detectar OCP en la CDL por métodos de difracción. 

El crecimiento epitaxial de HA en el OCP representa un desajuste dimensional 

de 0.036 nm y esto podría inducir algunos doblamientos. Otros desórdenes cristalinos 

podrían ser concomitantemente inducidos como, dislocaciones por desajuste, 

esfuerzos por desajuste, fallas de apilamiento o macias. Los defectos tales como las 
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dislocaciones favorecerían el crecimiento de los cristales creando más sitios de 

nucleación reactiva para las especies iónicas presentes en el volumen y así disminuir 

la supersaturación necesaria para el desarrollo del cristal. 

Todo lo anterior sugiere que la hipótesis de la CDL es una capa de fosfato 

octocálcico no es del todo correcta. Sin embargo se acepta que para descalificarla 

completamente se requiere de observaciones experimentales adicionales. Lo que sí 

es un hecho, es el resultado de que la composición de la CDL y del cristal del esmalte 

dental no es igual. 

Tenemos, por lo tanto, como resultado que todo parece indicar que la COL es 

material orgánico remanente de la nucleación y crecimiento de los cristales del 

esmalte. Nuestros resultados fortifican esta hipótesis. 

Epílogo. 

A través de las micrografías por MET se puede observar que los cristales están 

distribuidos de manera irregular, aunque con una posible dirección preferencial 

(figuras 4.17, 4.18, 4.21 y 4.23). Dichas imágenes podrían hacernos pensar que los 

cristales parecen ser sometidos a grandes esfuerzos mecánicos, induciendo 

inclinaciones en las posiciones de éstos, o que las señales mandadas por las 

proteínas causaran este efecto al modificar el microambiente, produciendo la 

reducción, fraccionamiento o disolución de algunos, mismos que no sobreviven a 

dichos cambios. O tal vez sea ello lo que ocasiona mayor número de nucleaciones 

creándose una gran cantidad de cristales. Por otro lado, la literatura se menciona que 

entre los esfuerzos a que pueden ser sometidos los cristales y los cuales pudieran 

modificar la dirección de crecimiento de los cristales, fuesen en parte debido al tipo de 

presión en los cortes. Sin embargo, aunque la idea no se descarta, también se 

observan diferentes direcciones en los cristales de esmalte maduro, aún sin hacer el 

tipo de corte mencionado con ultramicrotomo. 

El crecimiento de los cristales seguramente ocurre en tres etapas como ya 

Simmer et al lo proponen. Sin embargo, la formación de la semilla que él menciona 

como primer estadio posiblemente sea aún más compleja de lo que lo menciona. 

Luego de analizar los resultados aquí presentados, suponemos que la semilla o grupo 



de iones que participan en la nucleación y crecimiento de los cristales posiblemente 

se agrupen en nanocristales de diferente composición debido a las condiciones de 

temperatura y pH del medio. Además de la presencia de las diferentes proteínas que 

pueden ser determinantes en la formación, detención o supresión del crecimiento de 

estos cristalitos. O bien puede ser que se lleve a cabo el agrupamiento en 

nanocristales con diferentes cantidades de estos iones, dando como consecuencia 

que estas uniones se den en diferentes conformaciones morfológicas (como aquellas 

que observamos en las figuras 4.26, 4.27, 4.28) para luego ir tomando dirección 

preferencial gracias a las señales que reciben de las proteínas. 

Analizando los resultados, la precipitación de los elementos de 

nucleación, muestran en las micrografías experimentales mallas o redes cristalinas 

diferentes con distintas formas dando la impresión de que dos redes muy cercanas 

establecieran puentes o bandas entre ellas, para posteriormente unirse y configurar 

los cristales definitivos. Las formas observadas fueron triangulares, ovoideas como 

gotas, listones curveados o simplemente siguiendo una línea. En una de ellas (figura 

4.27-B) se pudo distinguir claramente la línea obscura central. 



CONCUJSiONES. 

La nucleación de los cristales de esmalte de ratón se lleva a cabo, durante el 

período secretorio hacia el final del día 19 de gestación, iniciando el depósito de iones 

minerales, para después irse agregando otros iones en los extremos y crecer. Este 

crecimiento se dá en forma "piramidal", colocándose los átomos sobre los ya 

depositados. 

Se observaron concentraciones de Ca, P, O, C, Al, Mg, y en especial la 

presencia del Na y el CI. La concentración de estos últimos posiblemente se deba al 

tipo de preparación de la muestra, pues el amortiguador en donde se diluye el fijador, 

contiene compuestos como el cloruro de sodio y el cloruro de magnesio. También 

pudiera ser que formaran parte de la estructura, o bien que fuese un requerimiento 

metabólico de canales de membrana específicos, dependientes de CI, ya que también 

se le encuentra en esmalte maduro. 

Al tratar de correlacionar las imágenes experimentales de MET de alta 

resolución y el modelo de la línea obscura generado a partir de los datos de Brown, 

el OCP no empata con la HAP y no reproduce completamente los resultados 

experimentales que se tienen de la CDL. 

La presencia de los cristales incipientes en formas de agujas, y la observación 

de patrones de difracción electrónica casi amorfos, indican que la nucleación de los 

nanocristales de HAP del esmalte se dá, usando las agujas como templetes para que 

se depositen los cristales de HAP. 

El hecho de haber encontrado un más alto valor en la relación Ca/P alrededor 

de la CDL, que en el resto del cristal, sugiere la posibilidad de que se trate de algún 

fosfato de calcio. Sin embargo otro tipo de experimentos tendrá que llevarse a cabo 

para dilucidar de mejor manera esta hipótesis. 

De esta manera, se propone que la estructura de la línea obscura es un remanente 

del material orgánico que formaba a las agujas. 
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PROl?UIESTAS A FUTURO. 

En realidad son muchas las propuestas para realizar experimentos con las 

técnicas con que nos hemos apoyado, pero son aún más aquellas que se podrían 

realizar usando técnicas adicionales. En este caso sólo mencionaré algunas 

propuestas relacionadas con el tema que ocupó el estudio de esta tesis. 

Por ejemplo, además de continuar con el estudio teórico de estos cristales, 

analizando las imágenes de alta resolución o utilizando simulación de imágenes; 

podría llevarse a cabo algunos experimentos, para demostrar la validez de la 

hipótesis que ahora se propone sobre la estructura y composición de la línea obscura. 

Existe la necesidad de preparar otro tipo de muestras, como por ejemplo con técnicas 

de inmunohistoquímica y se requerirían anticuerpos específicos. 

Se podrían tratar algunos otros aspectos como calcular los potenciales de 

amarre, o bien, poner un potencial determinado y un número de partículas 

determinado y dejar que evolucionen y que se genere una estructura. Eligiendo 

estructuras más estables en esas condiciones, correr un programa para que se 

clasifique y saber de cual estructura se trata ya que pueden dar diferentes estructuras 

con la misma energía. Una vez definida la estructura, llevar a cabo algún experimento 

para simular la estructura definida lo más parecido al esmalte dental. 
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Abstract 

The aim of the presen~ stuciy was to obtain informanon about dental enamei crystaUitcs and their 
chemical eiements as a functwn of the interrelation between octacalcium phosphate (OCP) ané 
hydroxyapatite (HA) funct1on, mamly around the central dark line (CDL) \Vhich 1s tocalized m humar1-
áentai-tooth-enamei crystal11t~s For enamel crystai ultra-structurai changes examinatton. high
resolution electron microscop:' rHREM) and X-ray diffraction techrnques were done, with special 
mterest in the presence of CD:_,. The analyzed zone around the CDL, showea no s1gníficant differencc 
in atarme posi1lons in companson with the rest of the grain, but <loes have more caíciurn, which suggest 
1he possibility of va)ues compatible with the presence of OCP. HA and OCP can form an emtax1a'. 
mtcrface with a minunum of mterfacial energy, producing a HA-OCP interface very smooth. The OCP
HA interface is of great biolog1cal intcrest in thc conrc:-a of mmeralizcd tissuc fonnatior,. 

Keyworcls: (. '1ys10I dork írne. c,ystai cnamel gruwth, calcmm phmphole.\ !Jectron l1 1fzcmscop"v. 

Resumen 

El propósito del presente estudio tuc obtener información acerca de los cnstalcs dei esmalte dental :, 
sus elementos químtcos como función del fosfoto octocalcrco (OCP) v la hidroxiapatita (I fA), 
principalrni.cntc alrededor de: la línea obscura central (CDL) que se observa frecuentemente en los 
cristales del esmalte dental humano. Para examinar los cambios ultracstructuraícs en los cristales del 
esmalte se usó microscopía dcctrónica de alta resolución (HREM) y difracción de rayos X. F:I análisis 
quírrnco sc llevó a cabo por 1::spectroscopía de dispersión de la energía rayos X carnctcristicos (EDS), a 
los lados de la CDL y en varios planos del cristal La zon~ analizada en la CDL no mostró diferencias 
significativas en las posiciones atómicas en comparación con el resto del grano, pero tiene una mayor 
cantidad de calcío, lo que sugiere la rosibilidad de valores compatibles con la prcscncla de OCP. 
Algunos resultados cxpcnmcntalcs 111clican que la HA y el OCP pucckn formar una interfase cpitataxial 
con un mínimo de energía interfacial, produciendo una interfase I 1A-OCP muy suave. l,a interfase 
cntri..:: OCl)-l [¡\ es i..k gran intcr~s biológico en el conh.:~to de ia formación de tt.:,11do d1:: mincrali:ración, 

l'uluhra.'. c/01·('.' !J11ca obscura c~'n!rol, crccmlienio de' los cnstul.:s del l',\l!llllh', /<Jsjurus de ca/cm, 
A l!cro.,·copía !-:!e( ·frrínl( ·u 
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t. lntroductíon 

Dental enamel proceeds frorn ecto-mesenchymal 
tissue and covers the anatomic crown of teeth. 
Ameloblasts are the secretory cells producing 90% 
amelogenins. l 0% enamelins and other enamel proteases 
[1,21 Dental enamel is formed by crystals of 
hydroxyapatite (HA), whose chemical formula in 1ts 
purest state is (Ca10 (PO4) 6 (OH) 2), (97% wt), organic 
materíal (1 5%), and water (l SCJ/G) [3]. 
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F1g 1. ·\) rl:\I 1111:t!\<! 01' th.:: hu111.111 lt1<,1h cnamd CI\Sl,illn..:s 
N(lt<.' lh<! ¡Jrl'.sCllC<! ,,r lh<! ( 'D!. 111 111,ist ,,f 1h..:111. l l) 11 I{ 1;,\ 1 ,lf ullé 

,,r lh,;~.: lí\'st.tllik, 

Enamel is org~ized into rods (4-Sµrn) or prisms 
separated by orgarnc material. These prisms run at acute 
angles from the inner !ayer near enamel dentín junction to 
the surface of the tooth [4l Enamel prisms are formed of 
severa! HA crystallites embedded in an organic matrix 
(figure 1) Spectra of the energy dispersive x-ray 
spectroscopy analy_sis (EDS) showed the main components 
of the HA, exceptmg hydrogen From these studies other 
elements in sma\1 quantities, such as Na, CI, and Mg, were 
detected showing an impure BYDROXY AP A TITE (5). 
The crysta1lite dirnensions are in most mature enamel of 
68nm in width and 26nm in thickness [6, 7] Transmissíon 
electron microscopy (TEM) views of these crystallites 
displayed in their center a line whose contrast is focus 
dependent· 1t is dark underfocus, white overfocus and 
disappears in the exact focus value lt has been named 
Crystal Dark Line (CDL) and has ~ I 5 nrn width [8-1 O]. 
TEM lattice images showed that it ís a single I 000 plane 
of the HYDROXY APATITE structure and that its 
appcarance depends on specífic diffraction conáitíons 
Expcrimentaliy, the dark line is sometimes not easy to 
obser,e because of its dimensions and its focus 
deµendenc')'. Sometimes only after tlle deveiopment anó 
anaiysis of TE.i.\.1 phot.ographs is relcased the existcnce of 
theCDL 

Fig• 2. SAIJP of onc of lhc cr~stalhtcs shov,cd in íigurc I A Th,s 
di !T1 ,1cuon p:illcrn com~sponds 10 \he dircctio1\ :ilong. wh1ch 
figure 1}3 ,1 as takcn 

Crystal dark linc could be sccn in transvcisal and 
longitudinal samplc-, shov.ing n is a p\anar ddcc.t The 
orígin of lh1s CDL has bccn thought as, small cohcrent 
¡mx:ipitalc partidcs containing anti-pliasc bmrndancs [ l \ 1, 
structwal dd~Gts l8J linkcd to thc 1nitiill grnwth prnccs:-;. 
:alticc di,to1t1011s, sc1cw <l1sloc:1tío11s l l 2 J. !;;rnins 
:imwd:uics. arnnng orhcrs. ll h:is bccn al~o rndicntcd that 
thc cingin of1l11s CDL a inili.il prccipitaliun nf tllin I rbbom 
,1nd thl.! s!lb.,cqucnt cpita'<:i,11 growth of apatitc cry~wl~ n11 

■ 
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the two dimensional octacalc1um phosphate líke precursor 
(l3,14}. 

In this work wc are mterestcd in study the chemical 
con1pos1tion ofthe crystallites of the human tooth enamel, 
and, more specifically, the zones an,und the CDL 

For this ~tudy tcchniques of transmission electron 
1111croscopy {TEM) and X-ray energy dispersive 
spectroscopy (EDS) wiJI be used Thc chemical analysis 
will be obtained form areas with transversal section of 
only 5nm. 

2. Experimental Procedure 

Sarnp!es of human tooth enarnel from healthy tceth 
were prepared for TEM and HREM using the well-known 
sarnple prepararive rncthod far ceramics The teeth were 
sectioned wíth a diarnond wheel producing O 3 x. O 3cm 
slices with 250 to 500 µm thick These slices were 
polished to 1he thickness of approx1mately l 00 ~Lm with a 
No 1000 silicon carbide paper 1md Vlatcr W1th a Físhione 
:?000 gnncler, sarnplcs were mec;hanical !y ground to 1 O 
.llm thick ,vith pcr:odical revcrsals to make the gnnding as 
hornogcneous as possible on both s1des Aftcrwards, the 
!-.pccimens were ion t1Hnned in a Gatan íon-milling 
machi ne until a smal I hole was obtarneJ in their ccnter 
lhe edges around the hale are thin enough for TEM 
observations. finally, the enamel is covercd Vv 1th a car bon 
film of20-nm thickness in order to mimmize the electrnn 
beam damagc and neutralize the clectrical chargc 
rcsulting from the ion bombardment The analytica! 
ckctron rn1croscopy was carricd out with a Jeol 21 l O 
clectron microscope that has attached a Noran EDS. This 
1rncroscope a!lows getting a díarnetcr probe of 5 nrn, 
thcrcfore the EDS ana!ysis around thc CDL is casier í\ 
Jeol 4000EX clectron rnicroscopy was uscd for high
rcsoL.Jtion obscrvations. 

3. Rcsults 

Whcn tbe cnanwl is ob,crvcd with l!:M, 1( is rck,1scd 
that many srnall crystals fi.H 111 thi.: pri~ms (fig. J) Thcsi.: 
crysta!s are clonga!l'd a!nng thc longiludinal scction and 
co1npktcly irregular, riot hexagonal, along thc transvcr,c1I 
scction. Thc cnamd crystnls urc ~o snial I that conccnlt ic 
r1ngs i11slcad of spots l~mn thc sckctcd arca d1/1L1ct1on 
pattc1n (SA[W) [ !owc\·cr, mono-crysta\l1nc diff1,1c11on 
pat1i.::1ns ari.: L':l~ily oh1:1ini.::d by n,rno-diffraction 1<.::chniquc 
(lig 2}. ln thc tramnlission ni1crnscopc, thc s;n,ilkst 
,clcct\·d a1ca api:1tw\.: for S:\1)1', ha, a d1ameti:r oC 
601 lnm 1,.,, hcrcns tl1c nami-diffract Í(in I'ª' 10.:1 n co1nc~ Ir 0111 a 
e i1 cu lar ,ll L'a \VII h a d i<t111e1 L'r uC ap¡,1 o,i111ati..:I v l On111 
S:u11plc, 1vcre l i llL'd in thi: thrL'e 1110,1 i 111po11ant din-ction, 
o!' lhi.: l1L",;:1gonal !!llit ~·cll ,1gicc111'._( Vl:IY \~l'I! wi1h thc 
li)•d11l:,.,vap:11iu . .: t1111t cdl p.11,111w1ci, / 15, 11,j Ll)S 
,l!l,d) ,is wi.:1c ohtaincJ írn111 ,c\'c1,d cnamd c\';''-(all1l1,:~ 
(li.1: ,) í'lli~ IS a pr,,bc ()i'(ht: lld11()1lll'll lt.: ó.1/t.: (lrthc ll()~, 

,,xtl('ll nt' tl:i: dcctinn h,:.1rn I h1.: \ l)\ .111.1h,l, :unund 
¡l;L' CJ)L \1,J~. ÍliCll'itl!(", ,·.:1;·.;,I ,.,¡¡¡ (Ji,: ·l) 

Here it was found differences in Ca/P ratio from O -:-_j 

t::i 1 78 in atomic percentage from their centers to abroact, 
as shows in figure 4 
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In figure 4a, that is, over the CDL but in the left side, the 
Ca/P ratio was of l 78 whereas in the right side of the 
CDL, it is of J .36 In the other hand, in the crystallite 
itsclfth1s Ca/P ratio was of0 7 (fig 4c) and l .O (fig 4d) 
AlJ these percentages are complete different from that onc 
in pure hydroxyapat1te, which is l .67. 

4. Discussion 

The results show a great variability in the Ca/P not 
only for the analysis from different points insídc the same 
crystallite, but also for d1fferent c1ystallites of the enamel 
sample. Arnong the ideas on the origrn of the CDL, the 
eme that has more possibilay to be true is the one that 
suggests that ít is a remnant of a calc1um phosphate used 
for thc nucleation and growth of hydroxyapatite enamel 
crystallites l l 4] Tlus calc1um phosphate was supposcd to 
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be OCP However, this phosphate presents a C'a/P ratio of 
l 33 whereas hydroxyapatíte 1s l.67 Of course, many 
pa~ameters has to be taken in account when a chenlical 
concentration wants to be measure us111g TEM plus EDS 
technic¡ues One of then is the damage process, which 
occurs when tile electron beam stnkes the enamel sample 
[ 17] However, one thing 1s clear from figu1 e 4. the CDL 
zone presents more Ca than the crystall 1te itself Ali thi s 
gives the idea that the CDL and enamcl crystalhtes ha ve 
different chemical compos1tion, but m1ght be tllat an 
expcriment as the one reported in this work do not be the 
most appropriate for observing such difference Howcver, 
another typé of ex peri ments has to be carried out to 
elucidate in a better way this hypothesis 
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5. Conclusions 

!t is probably that during enamel nucleation it has 
been created a phase reach in ca[cium. The fact of had 
found higher value for the C-a/P ratio around the CDL, but 
higher than in the rest of crystal, suggests the possibility 

, ofpeak values compatible with the presence ofOCP. 
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ABSTRA;CT 

The aim of the present study is to obtain structural and chemical information about nucleatíon 
and gro,,1h of dental enamel as a function of location in secretor)· mouse foetus enamel. Then 
enamel tissues were obtained from J 9-days-mouse foetus. TEM irnages show that enamel 
cr,·stallitcs had the well-documented thin ribbons, or needles. They were found in the outermost 
zone in the vicinitv of ameloblasts. Chemical analysis by EDS sho\\·ed that, besides the elements 
of hydroxvapatite. Na, CJ, Al and Mg are presents from the beginning of cnamel mineralization. 
/\]] of these elemcnts will pl2y an importan\ role on the physics and cbemical properties in 
mature enamel. 

1:--.-TRODUCTIO:\ 

Dental enamel procecds from ecto-;01csench> mal tissue and covers the anatomic crown of teeth. 
Amcloblasts are tiie secretory cclls; their products are amelogenins. emmehns, tuftelins, 
protco¡;lycam. and enamd proteases. \.fatrn-e dental enamd is formed by cryst2.llites of 
hydroxyapatitc (Ca10 (P0.1) 6 (OH):) (in 97%). organic rnaleri?.l (1.5%). ancl \Yatcr (1.5%) [l]. 
lfowe,-er. cnamcl hydroxyapatitc is highcr impure beca,1se of its readincss to ,,ccomrnodate 
forei¡m atoms in its unit cell [2]. Spcclrn of charncteris1ic ;,:-ray encrgy dispcr,iYc spcctroscopy 
([DS) of cnamcl crystal!itcs sbowcd thc main componcnls of thc hydro:-;y¡¡patilc, cxccpling 
lwdiou:cn. From tilcsc studies othcr clcmcnts. such as '-fa. Cl. and Mu. ancl sorne clcmcnt 
s:1bs\i(u\ions. such r1s co/·. ;\1g2· aml F ha\c bccn found in srnall quant1ti~~ [ll Thc crysrnllitcs 
'?re or~~mized insick nxls. or prisms: ,v11ich are scparatcd by organic mnteri~üs. ~J he.$(' prisms run 
,it Dcutc ,mglcs from thc imKr la,-cr ncar cnamcl dcntinjunction to thc surfacc ofthc tooth 
T1ammis,ion ckc11on microscopy (TEM) imagcs of cnamcl crvswllitcs sho"· a cbrk linc of 
>'ppro:-;imatc!Y J .5 nm wid1h along thcir ccntcrs whosc contras\ is focus dcpcnclcnt: it is dar]; 
nnclcrfocus. "·hite oYcrfocus :mcl clisappcars in the cxact focus Yaluc. This l1nc h:ts bccn n:irncd 
Crystal Jlark l.inc (CDL) [3. 4J. Thc CDL has becn cxpcrimcntally ohscrvccl in tr:ms,·crsal and 
longituclin:11 hu111c1111ooth cn:1111cl ,arnplcs slwwing that it rcprcscnt in rc:ility a plrin:u dcfcct. 
Thc origin of this CD!.. has h:1cl m:1n:, intcrprctations, such as: anti-phrcSc bouncbrics 15]. :-tructurnl 
cL:fccts linkcd to tl1c initial ['rowth procc.ss /-1). latticc dis1c1rt1ons. scrcw cl1,Joc1tions /(,]. prains 
h,,und:1rics. rn1111ng othcrs. !1 h:i,; bccn a!:;n ind1cr\\ed tkll it coulcl be- illl initi,il p1"c·cipi1'H1on of 
calcrum pliosph:,lc thin ribbnns ancl thc subscc¡ucnt cpilaxi:il ,:10,1·1h uf h,·cJrc,'.'l, :1patit,·. /7. S]. 
"Jhis c:1kiurn plwspl1:1tc' is 1lwu~h1 to k c1ci:1calcium plw,phatc (UC'P1. ·¡ 11:11 is. tl1:,r CDL is :, 
1,·11111:111! of :t OC]' L,1·,·1 Jcll" 1lw nucl,·:Jiion :incl ~row1h of hwln,x_1·;1¡1¿¡titc· cn:irwl c1)·st::l!11,·s [8J. 



J 11! UIL!l!J]] ~l\t!p]1a!e l1as a ll,J~ ratio of 1.33 whereas far hydroxyapatite it is 1.67. EDS 
analysis, together with electron microscopy, shmved that the CDL zone presents more Ca than the 
crystaliite itself [9]. However. these teclmigues probed not to be the most appropriate to elucidate 
wbether the CDL composition is or not OCP. and another type of experiment have to be done. 
Therefore, it is probably that during enamel nucleation a phase rich in calciu:n has been created. 
In this work we are interested in obtain structural and chemica] information about nucleation and 
gro\\1h of dental enarnel to study the chemical composition of enamel crysrnllites at this stage 
and, more specifica]ly, of the zones around the CDL.. Therefare, to find the origin of the dark 
line, the key is in the analysis of the early stages of enamel minera:ization during the 
amelogenesis. Thercfare, after sorne observations, enamel tissues of 19-days-mouse foews ,vere 
processed in this work. For this study technigues of scanning and transmission electron 
microscopy (SEM and TBv1) and X-ray energy dispersive spectroscopy (EDS) were used. 

EXPERlIVIENT 

Tooth germs of lower incisors were obtained from 19 days old mouse foetuses. The enamel organ 
was dissectcd out from the bones and the covering soft tissues were remm·ed. Two samples were 
fixed with 2.5 % glutaraldehyde in PBS buffer, pH 7.4, rinsed 3 times in PBS 3 during 5 minutes 
each. Then thcy were postfixed in cold buffered of 1 per cent OsO, at pH 7.4 for 2 hours: 
clehyclrated in a graded ethanol series and propylene oxide once again 3 times dming 5 minutes 
each allowing to stand overnight in egua] parts ofpropylene oxide and Epon. The samples \\·ere 
oriented and then embedded in Epon. Two blocks were cut and c0Ye1ed wi',h a gold layer far 
EDS analysis: 1,rn more blocks ,yere cut with an ultramicrotome with glass knives to generate 
60-90 nm thin section. For TE?v! obsen·ations, sections were placed into copper grids. ,\·hich 
\Yere meviouslv coated Y,ith a formYar film. stained with 5% uranvl accrnte dunnQ 2D minutes. , ~ , ., '- ' 

and 0.5 % ]ead ci:rme for l O min. For SE'.\1, four samples were prepared at critica! poím. For 
l-W.E\1 obsc:rvaticn four more blocks \\ere prepared: two with ethanol and two more in 
glutar;:i]dehycie. but the crystallites scction \Verc obscn·ed \\·ithout staining. SE?v1 iI11ages \Vere 
takcn in a Phillips electron rnicroscope, \\·hich has attacl1ed a Noran EDS cguipmcnt. For TEM 
images a Jeol l OOCX anda 2010 e]ectron microscopes, the latter ,vith a Nornn EDS equipment 
wcrc usccl lligh-resolu1ion imagcs ,,·ere obtaincd .leo] 4000EX ckctron microscopc. To 
minirnize clectron-bearn-cbrn2ge in thc sccretory cmmcl. ¡¡\) TEM anc\ HRFM sarnplcs \\"e1e 
cover with a carbon !ayer of 20-nm in thickness. 

RESllLTS 

J"igurc l shcl\\s a backscancring SEM illla¡.cc of the foctus lll0Use cnamcl. Firurc la shows thc 
zonc wcrc Yarious sitcs analyzcd. from thc surfacc organic rcgion tmrnrd thc inncr sccrctory 
cn:imcl. Fi~:mc lb shm,s thc incisa! z.onc (sitc 7). Tbc inclirn\cd 7 sitcs are thc points whcrc EDS 
;:malysis \\·as carricd uu\. Thcsc siles wcrc namcd as.(]) Blistcrs in amclob]ast zonc. (2) O1ganic 
nrntcrinl (Cl1inito ). (3) ,\ ncl!T0\\" zonc adjuccnt thc sccrctory amclobbsts namcd a., Dark Interface. 
(4) '·Peine·· clrnr %onc. (5) \\"hi1c zonc (111:1in ions clcposit), (G) Dcntin interface. nncl (71 lncisal 
%0tK. Thc rcsu]i;, <11 e shcl\rn in 1,il1k l. T"igurc 2 shows the EllS nwpping of tl1c 1/0llc whcrc thc 
crysta1;;; \\L'rc found. /\s I1 1s ob:-;C.T\'Cd_ thc \\hite L.onc is \\'hcrc 1h,: dcn.-;Jly of cnan1c1 crystals is 
hi~11Cl. 
F1,_,. 3 sho,\s \he Sc'Ctclorv cnarncl zonc imll~cs 1:1kcn wi1l1 lLlvl. ln this f1['111c thc ,(lnc \\Í\h high 
,knsity of cn:1rncl Ct") stals is thc clarkcs1 (111c. ancl conc:sponc\s 10 th,' whitc zor,c in 1l[rnrc :'et lhc 
c11,1mvl c1Y,t:1ls ;1r,· ()\is,-n-c·d "·ith ils 1,·¡,ic:t! nccdlc morp!wlnr:,·. Clbscn in,, wi:h l I1'1.-:1v1 tl1,· sitc 



\\'JJe!'f rne tryst;:iJ::; nrc_¡ust nt1i.._'k::t111g (a ZlllK' hct\,ccn 1hc :--llcs 3 and-+ 111 J¡grnc l ). 11 \\;l> ,ibk to 

obsen·e thesc cr) stals zll tlic 1110111cm that thc,· are formcd b, thc ce lis (lig -\J. 111 this figrnc thcrc 
is small contras( that rcsembks tlwt ofthc CDL in rnaturc en stals. 

rig.]. SEl\1 inwgc~ (Jl thc irn.:i:-;~d ✓011c :--h()\\ ing thc ~ite:-; from \\·hc1l' thc LDS 
rnrnccl out.:\) Lpun s.,m¡1k. ll) C1 itic·c1! ¡1c11111 o:,i11plc 

DISC:l'SlO;\ 

Lnamcl cry;°'tal fo1m:11io11;-; h'"~g1n in th2 .-..•~'\._T1..'tiJry swgi..: ,,r ::111(:lu;1 l'n1..·:-.1~. :·1nd llu1rn~ 1111.., :-l:::2'-' 
post1~·1itotic :1mclnhL.1:--.t:-. )'l°1hh1( . .'l' th.._' (1:·~_:;:¡1ic rn:nri:-.:. /\t ,1 ~l\Cil cli:--t~11Kl' lnlrn 1h: ,rpil·,:l 
;1ml'lo1"l].'.'tSt mcmhr,1r1t: 1li1..' 1;11n,'i :1! 1/;t!l1..\!J pr ,1,:;..:S;-, -;t:trb 1 )ui rn~• 111,: J(1] ]u\\ in~; ,1:..:, l'I( 1¡1¡11:....'nL:! 

p1<1cc:-is. ,:nd until c11::!nl'l 1-, 1:~,:tl!l'-'· ir11:1'-·!,1l :!n,l u1~'i!l11,: ¡,h:i:---..·.., LPllkl;'l) cu:>:,k1,1hk '-·ll:!ti;·c'" 
,,l1icl1 ;ne co:Hlulkd l,\ lill' c,·ll~1l:1! :1c1i,i:: n1 ,:111, . .'](,l,h-.,1-, \·l1:1kl ,,¡ ,1I. ¡~:¡. :::1::::111:'.' \~1~- l·:::l: 

l'\.\.'nr" l'fl·n::111l·] ¡1 1,1\\lh \\; ¡111:\,·11:, '-·11,::n,·i 1;1i:k:,,li:;:1i1t11L \\hiL'h j,, cll\'.< 1(', 1!:,:l u'. hurn,11: 



TABLE I. EDS zmalysis fo1 the si tes shO\\ n in figure J .Only site 7 showcd Al and !\1g elements. 
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thin plate ribbon, and then 1l1e epi\Á~lllJ UJLJII /Jj LJj Jjj I / . j 
ribbon. 
Jn whole cell zone the present elements C, O, P, and Cl were appropriate to the stud1ed regían 
because of the reactions of cell processing. The arca that corresponds to first ions deposit was 
observed as an interface. Da·rk and clear zones presented Ca ions, with a CalP ratio of 0.24 
indicating the beginning of first deposits. The maín Ca ions deposit, \\ ere ídentifíed as White 
zone where the Ca/P ratio ,rns of 1.126. This zone suggests a maturation developmcnt. The 
dentin region showed a srnaller CalP ra\io: 0.615, ma, be as a result of the rninor density of 
crystal in this tissue. The ions found in the outer incisa! zone 11·here allrnys the same, but 1he 
Ca'P ratio was lower than 0.4. raising to the m:ddle incis,tl zone frorn 0.85 to 1.16. MoreoYer. it 
was found small quanti1ies ofNa, Al, Mg and Cl 
Thc elemenls associated with apatite crystallnes are of interest because of their effects on the 
formation and srnbility. Element propenies based like Al is c]assified 11·ith no effect, Cl like 
cariogcnic, !l·!g cariostatic ami cariogenic, )\;a is not classified. These elernents are known to 
interfere with in Yit10 apatite formation of mineralization [J].The incorporation of Mg in 

synthetic apatites is \U)' limited (·- 0.4 wt% Mg) but increased by the sirnultaneous incorporation 
of f or C03 Moreo\·er, simultaneous incornorntion of CO/ and Mg2

-· in apatite causes 
synergistic cffccts on the cr,·stallinity of apatites. f'onmng apatite discriminatcs strongiy the 
incorpornlion of cr in fa-cor off- \Yben they are simultancously preseLt. 1':a-, hcing similar 111 
size to Ca2 

", is not expcctd to ca\lsc any cffect 011 Jattice pararneters. Na incorporation is 
rnc1 cased \Yith thc incorpormion of CO_,. 
Thc1c are 111cin\ references on the part1cip~!tion of thcse jons in nv1turc enameL But not m the 
nuclemion of encm1el crystals (at thc bcgirming of the clcposits in secretory stage:-s). This rnight 
st1pposc 1ha1 thcy are pan of 1he structnrc. probably a::; a n1etabolic requ1ren1ent of specifics cell 
ir1en1brants ch:1nnels. \Vhich dcp~nds on CJ c:-:is1:cnce, 
.i\ll 1bís sugg(s1s Dn ín1ponant role ofüiese jons ln tbc ph)sics nnd chemícal propertjes ofn1ature 
tn2n1el i1i c:1grcen1fnt \\ i1h thc report.s. 

_ó,.CJ<,!\O\'\;L1~DGI\1EKTS 

\\'e 1h2..nk for 1echnic:a1 su11po:t"L to. R. Hcrn{mdc?; P. J\1c:'\ia. L. Rendlln. C. Zonilla. S 
lclrnacanrr0 . .1 C';Jictas. ,-\ Sjnchez ilnci C. Flores. (IFVNAM): E. Ubrrldo facultad de Ciencias 
1 ::\.\1'1'\: J. ·¡ r,'_Ío (FOU".\A\1): Lctici:1 Cmap1;; and C. Angeles (I;\j:\): J. Sepi1h·cclu and JI 
l\1::la¡:ón (11 C\i:\/\,.vl). COcé,\CYT and DCi.-\PAliJ'iAM suppcmccl this "·oik. 

l<,FI Cl,El\(:r:s 

l. JZ. 7,_ le Cíe-ros, Colci11m ¡,!101pho1e.1 in oro! hiologv ond m1'dic111c, llowa1d M. M) ,·rs, Fcl .. 
San Fr:rncisco C':1liforn1a J CJCJJ. 

, F.D. E:mcs . .l. Dcnl Res 58 (l 97'!) 829-83!:. 
_, W.l: llr,lW11. l. l, W. Sclm,c·dcr. ,md J.S. Fcrns. J. l'hys. Chcm. 1979. 138:'i. 

(, 

D.(i . .1\. i\c:hon. (i . .1 \\'c,nd. ancl .l.C B:1rry .. l lllr:1111icrnscopy, J9 (1 %(,) 2:',_,-~(,C,. 
!J. \';:n l 'ÍcL. (;_ \';¡11 Tl'llckloo i!ll(I S . .'\1n,·lii1c];:-;, Ulir;1rnic1 r,scopY 15 ( 198-1) ~:í7-37D. 
J'..1.(i. C'ui,,i11ic1. l'. ~;lc'ucr. ll. Scn~cr. .1 C. Vo;-,,cL illlcl P.M. J'1unk C.:alcif T1"u,· lnt. 51 

(i ')').') ]:i'í-2(,~ 
l. i\1::w.rni. ll To:1,b. ilnd Y. )\fc,rnqLi .. l. Ciy,1.:d (it'l\\\'lh JJG (109]) :,1 1;.:;:,<,. 
Y. Mi,\L,·. S Shirnoci:1. l\i J\1kac r,ncl T ,\011:,. \'rile if .. J i,.,uc ln'.. 53 (1 ()().,) '.):l'J--'.1:iG. 

CJ_ .:\. }klíP-l-z.l•}'t•:--.. l, V;111::1.:- l 1lllu. L.} .. lirn(i1L·,1-(l¡¡;ci:1 ~wd .l. Fc}·c.:,-();1sf~: S11!)1Jlít1cd 10 

L,11111-\rn. ,i ;,1c-1 l\l:11 (l'l')'!j 


	Portada 
	Índice
	Resumen 
	Introducción 
	Planteamiento del Problema   Objetivo 
	Hipótesis   Justificación
	1. El Esmalte y la Línea Obscura Central

	2. Microscopía

	3. Procedimiento Experimental

	4. Resultados

	5. Discusión

	Conclusiones

	Propuestas a Futuro

	Bibliografía

	Curriculum Vitae

	Artículos Enviados para Publicación y Artículos Aceptados




