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INTRODUCCION.

La caries dental es un problema de salud que afecta a millones de
personas no sdlo en México sino a nivel mundial y representa una
lesién irreversible. Siendo el esmalte la primera estructura del
diente afectado por la caries, las investigaciones con el objetivo
de comprender no sé&lo su origen y desarrolleo sino también su
estructura ("normal" para reconccer lo "anormal') Y sus
propiedades, recobra gran importancia.

El esmalte difiere de entre tejidos calcificados en todos 1los
aspectos excepto en la composicién del mineral. Su matriz organica
es derivada ectodermicamente, su contenido mineral excede ‘la de
los otros tejidos mineralizados, sus cristales son mucho mas
grandes, y una vez formada es completamente inerte metabolicamente
hablando. Por todo esto el esmalte dental podria representar un
tejido casi ideal para el estudio de las propiedades de 1las
apatitas bioldgicas y compararlas con las propiedades de las
apatitas sintéticas.

Un gran nuimero de métodos biofisicos han sido aplicados al estudio
de tejidos calcificados. Ccomo resultado se ha adquiride un
conocimiento considerable sobre la naturaleza y estado del mineral
y su distribucién relativa dentro de matrices organicas,
informacidén que no podria ser obtenida por métodos mas
convensionales. De entre estos estudios agquellos scbre el esmalte
dental ilustran mas claramente este punto.

Varios estudios han tenido como objetivo el estudio de su forma,
tamafioc y composicion. Entre estos los realizados por microscopia
electrénica y técnicas relacionadas con ella, debido a su
capacidad de mostrar el esmalte dental completamente mineralizado,
a mejorado nuestra habilidad para estudiarlo histologicamente. En
este trabajo se caracteriza estructuralmente el ecsmalte dental
humano por medio de técnicas de microscopia electrdnica, tanto de
transmisidn convencional como de alta resolucién, asi como también
por difraccién de electrones, campo claro y campo obscuro,
difraccién por rayos x, espectroscopia de electrones y simulacién
de imagenes. El objetivo que perseguimos es el estudio estructural

1



y analisis quimico del esmalte dental humano y nuestra meta es
obtener informacién experimental confiable que nos permita
reconocer con mas detalle la estructura y propiedades Qe éste, ya
que conociendolo mds podremos contribuir en un futuro a determinax
donde da inicio el proceso de desmineralizacion provocado por el
proceso carioso.

La presentacidén de este trabajo de tesis se ha dividido en seis
capitulos. En el capitulo I se comentan los antecedentes, se
definen los objetivos, se da la justificacién y la hipdtesis del
trabajo. En el capitulo II se describen 1las propiedades
estructurales y quimicas de nuestro objeto de trabajo: el esmalte
dental. E)l capitulo III presentamos nuestra técnica de trabajo y
su equipo: el microscopioc electrénico. El capitulo IV se menciona
el material y método utilizado para la obtencidn de las muestras
del esmalte. En el capitulo V se presentan los resultados
chtenidos, todos excelentes y algunos de ellos inéditos. En el
capitulo VI, y ultimo, se aborda la discusién de los resultados de
este trabajo de tesis. Para finalizar, se ‘presentan las
conclusiones.

Este trabajo es la continuidad del trabajo realizado durante
nuestro servicio social, el cual realizamos en el Instituto de
Fisica de la UNAM. El realizar nuestro servicio social en contacto
directo con la investigacién nos permitié conocer que el campo de
investigacién de la profesidn en la cual acabamos de iniciarnos no
se limita sélo a la labor de consultorio, muy importante dentro
del papel gue desempefiamos dentro de la socledad, sino que es un
mundo ilimitable de experimentos sobre factores gque nos amplian el
conocimiento de la ciencia odontolégica, permitiendonos desempefiar
bastante mejor nuestra labor. Creando a la vez apoyo
nmultidiciplinario con resultados mas favorables para nuestra
Universidad y a uno mismo como parte de ella.

Por ultimo queremos realzar la relevancia de este trabajo en el
area de la Odontologia asi comd en el area de los Biomateriales.
Se ha realizado en colaboracién entre la Facultad de Odontologia y
el Instituto de Fisica, ambos de la UNAM,



CAPITULO I

ANTECEDENTES, OBJETIVOS, JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Nuestre objeto de estudio y analisis es el esmalte dental humano y
nuestra meta es obtener la informacién experimental confiable que
nos permita reconocer en mias detalle su estructura y propiedades
asi como alcanzar los objetivos propuestos, los cuales
comentaremos en este capitulo.

I.1. Antecedentes

El esmalte dental humano es la primera estructura que afecta el
proceso carioso. Sin embargo no se ha encontrado hasta el momento
la forma de reforzar esta barrera natural para evitar el inicio y
desarrolloc de la caries. La caries dental afecta a un 20% de los
habitantes' en México representando un gran problema de salud. Por
lo tanto todo estudio que se réalice sobre ella y las estructuras
que afecta cobra una gran importancia.

El esmalte es un tejido que se deriva del ectodermo®, cubre la
corona anatémica de los drganos dentales y es el tejido mids
mineralizado del cuerpo humano. Consta de un 96% de material
inorganico, y un 4% de material orgadnice y agua. La parte mineral
del esmalte esta constituido por apatitas biolégicas”.

Los estudios relacionados con la composicidén indrganica del
esmalte’ indican que 1las apatitas pueden variar su forma
estequiométrica y pueden contener una gran variedad de especies
quimicas. La proporcidén primaria relativa esta constituida por

> y OH™ formando, entre otras,

tres grupos principales: ca®, FPOs
las apatitas conocidas como hidroxiapatita y fluorapatita. Algunos
elementos que ocurren en concentraciones de 0.01-7.0 wt.%
(referidos como elementos minoritarios) son el €Oa, Cl, F, Mg y Na
estan asociados no s6lo con las apatitas biélogicas del esmalte

sino también de la dentina, cemento y hueso®.

El esmalte al ser observade en el microscopio electrdnice do
transmisién muestra un conjunto de pequefios cristales con una



linea obscura a 1lo largo de sus porciones centrales de
aproximadamente 1nm de espesor (Fig. I.1). Ella aparece obscura
cuando se encuentra la imagen fuera de foco y desaparece cuando la
imagen estd en foco (Fig. I.2). La geometria de este defecto es de
tal magnitud que se puede extender completamente, abarcando los
dos extremos del cristal, ¢ terminar en cualquier punto dentro de

éste. Algunos autores®’

opinan que este defecto es especialmente
suceptible a la caries puesto que al parecer sufre disolucidén
preferencial durante los estadios tempranos del proceso carioso.
Numerosos estudios se han realizado con el objetivo de conocer la
estructura y las propiedades de esta linea y establecer el papel
que ésta juega durante el proceso carioso®. Se han propuesto
varias teorias para explicar el origen de esta linea obscura®’.
Especificamente se dice que puede ser el remanente de la matriz
orgdnica calcificada, una dislocacién, una frontera de grano o un
plano de defecto localizado de los iones carbonato coherente en la
estructura de la hidroxiapatita. Sin embargo hasta la fecha muchas
preguntas sobre su naturaleza y propiedades se .encuentran sin
respuesta. :

La tesis titulada "Caracterizacidén de esmalte dental humano por
microscopia electrénica de transmision"® fue el inicic de un
proyecto de investigacidn gque sobre el esmalte establecido entre
la Facultad de Odontologia y el Instituto de Fisica de la UNAM. Se
observé por microscopia electrdnica de transmisién el esmalte
dental humano y se mostro que éste estd formade por cristalites
(Fig. I.1) de la apatita biolégica conocida como hidroxiapatita'®.
También se éstudid el contraste y posibles estructuras de la linea
obscura. Sin embargo, este trabajo representsd sélo el inicio de la
caracterizacién de éste defecto, para lo cual se redquiere un
estudio mas amplio sobre la estructura, propiedades y composicién
guimica del esmalte.

I,2. Objetivos

Comc comentamos anteriormente, existe la necesidad de reconocer y
analizar los rasgos estructurales del esmalte como un camino a
seguir para la interpretacion del defecto conocido como linea



Fig. 1.1 1Imagen del esmalte dental humano observado por
microscopia electrénica de transmisién, en donde observamos los
cristales de hidroxiapatita que lo componen. Observese las lineas

obscuras gque pasan por el eje central de cada uno de ellos®.



Fig. I.2 Cristal de esmalte observado por microscopia electrdnica
de alta resolucion en donde la linea obscura sefialada aparece
cuando la imagen esta fuera de foco (A) Yy desaparece cuando la
imagen esta en foco (8)°.



obscura. Por lo tanto,‘uno de los objetivos de nuestro trabajo es
la caracterizacidn estructural de los cristales del esmalte por
medio de técnicas de microscopia electrénica de barrido vy
microscopia electrénica de transmisién tanto convencional como de
alta resolucioén, difraccién de electrones y difraccion de rayos X.

Los resultados gque hasta ahora hemos obtenido sobre la linea
obscura nos hacen pensar en la posibilidad de que este defecto se
deba principalemente al remanente de un material distinteo al de la
hidroxiapatita y gue el papel gue jusga es el ser el micleo de
crecimiento para los cristales del esmalte. El comportamiento del
contraste de ésta linea, que aparece obscura, blanca o desaparece
completamente dependiendo del foco, es tipico, épticamente
hablando, de un contraste de Fourier para objetos de fase. Por lo
tanto otro objetivo que se persigue dentro de nuestro trabajo es
la obtencion de las condiciones optimas para la observacidén y
andlisis de la linea obscura ‘en el microscopio electrdénico de
transmisién.

Este trabajo incluye el estudio comparative de las estructuras
anatémicas del esmalte humano, y la evolucidn de la linea obscura,
con respecto a la edad. Por lo tanto analizaremos el esmalte en
tres etapas de la vida: infancia (piezas temporales), adolescencia
y senectud (piezas permanentes). Asi también se pretende hacer el
analisis quimico del esmalte a nivel macroscépico y a nivel
microscépico. Es bien sabido que el material inorganico que forma
el esmalte es principalmente hidroxiapatita, cuya férmula quimica
es Caio(Pos)sOHz. Sin embargo un conocimiento preciso de su
composicidén es necesario para la interpretacién del papel dque
desempena la linea obscura en su estructura.

I.3. Justificacion.

como ya comentamos al inicio de este capituleo la caries es una
enfermedad irreversible que afecta a un porcentaje elevado de la
poblacion mundial y por lo tanto cualquier trabajo que sobre este
proceso, © procesos relacionados, se justifican por si solos. La
existencia de la linea obscura en los cristalitos del esmalte y su
posible relacién con el inicio del proceso carioso y teniendo



nuestro trabajo como objetivo su estudico también se justifica
directamente.

Con respecto a la linea obscura, no se ha podido esﬁablecer que
es, como y cuando se forma. En vista de gque existen muchas
preguntas que necesitan respuesta adecuada respecto a la evolueidn
y comportamiento de esta linea decidimos realizar este trabajo.

I.4, Hipdtesis.

El esmalte presenta una estructura y composicion quimica variables
con el tiempo y por lo tanto el defecto conocide como la linea
obscura también tiende a variar.



CAPITULO II

ESHMALTE DENTAL

En este capitulo comentaremos las propiedades tanto mecanicas,
estructurales (a nivel macroscoépico como microscépice) y quimicas
del esmalte.

INTRODUCCION.

El esmalte es un tejido duro altamente mineralizado cue cubre 1la
corona del diente. Es el primer lugar que ataca la caries dental y
es, por lo tanto, de especial interés en la Odontologia. En'si es
un tejido acelular, es decir una vez formado no presenta ninguna
actividad bioldgica. Esto quiere decir, ya que los ameloblastos
desaparecen después de la formacidén del esmalte, este tejido es
incapaz de repararse.Al madurar, pierde tanto material organico
como agua por lo que resulta un producto que estd compuesto de un
96% en peso de material inorganico, 3% de agua y un 1% de material
orgadnico. Por loc tanto el esmalte es extremadamente duro pero
fragil.

La unidad estructural bisica del esmalte es un prisma formado como
producto de secrecidén de los ameloblastos''. Este tiene la forma
de un "ojo de cerradura" en seccidon transversal y esta compuesto
en su mayor parte de cristales de hidroxiapatita, cuyo eje mayor
es basicamente paralelo al eje del prisma excepto en "la cola" en
donde los cristales cambian de orientacidén. El1 espacio entre los
cristales esta lleno de material organico (generalmente proteico).
Las caracteristicas estructurales del esmalte incluyen regiones de
alto contenido orgdnico como son las laminillas, los penachos y
husos adamantinos. También muestra estructuras relacionadas con el
crecimiento como son las lineas de Retzius, la linea neonatal y
las periguimatias, asi como estructuras gue son resultado de
variaciones en la orientacidén de los prismas los cuales se conocen
como bandas de Hunter-Schreger y el ccnocido esmalte nodoso. El
conocimiento de la estructura del esmalte es muy importante para
el entendimiento de 1los cambios que ocurren durante 1la



mineralizacién, la prevencién y reduccién de las cavidades. En
este capitulo haremos una descripcién breve de los componentes
estructurales y cquimicos del esmalte con lo cual pretendemos hacer
la descripcién de nuestra area de estudio.

II.1. PROPIEDADES.

El tejido adamantino es de gran dureza recubre la corona anatémica
de las piezas dentarias (Fig.II.l). La relacidén en su superficie
exterior es con el medio bucal y en la superficie interna con la
dentina. En cuello su relacién inmediata es con el cemento que
recubre la raiz del diente, siendo delgadc a este nivel. Su
espesor aumenta en direccidén cuspidea y llega a ser de 2 a 2.5 mm
en molares, premolares y caninos superiores; en donde se localizan
zonas de grandes impactos masticatorios.

El esmalte es desafiado continuamente en el medio ambiente tan
agresivo en gue se encuentra. Es sometido a considerabies
influencias mecanicas y gquimicas. Por ejemplo tiene que resistir
las fuerzas de masticacién (que son de aprox‘imadamente 100
)cg/cmz),- cambios de pH que van de 4 a 8 (valores de pH de 6 o
menores lo afectan apreciablemete); cambios de temperatura de
entre 10 a 60%; atagques bacteriolégicos y enzimaticos; 1la
influencia de varios liquidos y sustancias alimenticias; etc. La
combinacién esmalte-dentina hace al esmalte altamente duro,
elastico y resistente al frotamiento.

Con respecto a sus propiedades fisicas 12, la dureza del esmalte
en la escala KHN (Koop Hardeness Number) es de 200-500 kg/mz, en
la escala de Mohs ocupa el quinto lugar, d&ebido a su composicidn,
Su peso absoluto depende del tamafo de la pieza dentaria pero su
peso especifico es de 2.95 dinas/cma. La densidad decrece de la
superficie libre al limite amelodentinario entre 2.8 y 3 gr/cm’.
La alta densidad mineral del esmalte es reflejado en el hecho de
que la hidroxiapatita pura tiene una densidad de 3.15 gr/em’, Su
elasticidad es casi nula como resultado de su alto contenido en
sales minerales y escasa sustancia organica, comportandose por
tanto como un tejido fragil. Es incoloro, pero el color aparente
que presenta depende de la dentina y grosor del esmalte (entre mas

10
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Fig., II.1 Esquema del diente humano donde se sefialan

estructuras principales. {A)ESMALTE, (B) DENTINA, {C) PAQUETE
VASCULQ  NERVIOSO, (D)FIBRAS DE LA MEMEBRANA PERIODONTAL,
(E) CEMENTO, (F)HUESO, (G)CORONA Y (H)RAIZ.

sus
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mineralizade mds translucido). Es soluble en medio 4&cido y
semipermeable. Radiograficamente es radio-opaco, entendiendose
como la oposicién al paso de los rayos x, por lo que su
radiopacidad es muy alta debido a su contenido mineral. De acuerdo
a su estructura cristalina, el esmalte es un  tejido
birrefringente, es decir presenta dos indeces de refraccién con
distintas orientaciones, con una ligera negatividad motivada por
las distintas inclinaciones de 1los cristales de apatita, 1las
cuales se describiran mas adelante.

II,2, FORMACION,

El esmalte es de origen ectodérmico. Las células que lo forman son
los ameloblastos los cuales se desarrollan dentro del epitelio
dental interno como parte del &rgano dental. El diametro promedio
de un ameloblasto es de 4 pm que es comparable con el espesor de
un prisma del esmalte. Se producen tantos ameloblastos como
prismas existen en el esmalte.

Para la formacidn del esmalte se reguiere la,previa formacién de
dentina. Los ameloblastos emigran en direccién periférica hacia la
superficie dentaria y en seguida de cada célula se forma una
proyeccién cénica, llamada proceso de, Tomes que desaparecen al
término de la formacion de la matriz organica del esmalte e
intervienen en su maduracion. Los ameloblastos secretores son
celulas hexagonales en seccidn transversal muy polarizadas y estan
en contacto directo con el esmalte en desarrollo. En el polo
apical de la célula hay una prolongacisén llamada el proceso de
Tomes gque e%ﬁé rodeade por la matriz del esmalte. El proceso ge
Tomes es la punta de la célula y tiene forma de pala, cdéncava en
una de sus superficies, con una base hexagonal ancha y una punta
en forma de herradura (Figs.II.2 y II.3)., Este tipo de
ameloblastos se encarga de sintetizar la matriz oxrgdanica proteica
por actividad del reticulo endoplasmico rugoso (RER) y el aparato
de Golgi (Fig.II.2a) hasta alcanzar el espesor completo del
esmalte maduro.

A la altura de sus polos basales, los ameloblastos secretores son
adyacentes a un estrato de células del organo del esmalte llamado
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Fig. II.2 Representacién geométrica del ameloblasto, ubicando al
proceso de Tomes en la punta de este como una concavidad.

Citoplasma \
Espacio

ztracelular

-@\

~® 9

RER Vesiculas Aparato Grdnulos Membrana
Golgi Secretores

Fig., II.2a Diagrama que muestra las interrelaciones funcionales
entre el reticulo endoplasmico rugoso (RER), el aparato de Golgi y
el producto secretado.
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Fig. II.3 Representacién esquemdtica de la composicidn interna de
un ameloblasto. Compararse con su apariencia externa mostrada en
la figura II.2.

capa intermedia. La membrana plasmdtica de estas células y la del
polo basal de los ameloblastos da una reaccidén positiva para la
fosfatasa alcalina, una enzima que al parecer interviene en 1la
calcificacién. La maduracion de la matriz parcialmente
mineralizada comprende la eliminacidn del material organico y el
agregado constante de calcio y fosfato. El calcio entra en el
esmalte en maduracion por ciclos y los ameloblastos madurativos
sufren alteraciones ciclicas en su morfologia gque concuerdan con
la entrada ciclica de calcio en el esmalte. Esta segunda etapa dz
formacion del esmalte es tarea de los ameloblastos madurativos,
los cuales se forman por una reorganizacidén de los ameloblastos
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secretores, Estos también son células hexagonales muy polarizadas
y se encuentran en contacto directo con el esmalte en desarrollo.
su funcién principal es la de transporte de sustancias. La
caracteristica principal de los ameloblastos madurativos y de las
celulas papilares vecinas es la presencia de abundantes
mitocondrias, siendo un indice de una actividad celular gque
requiere gran cantidad de energia y refleja el hecho de que estos
ameleoblastos funcionan come un epitelio especializado en el
transporte de sustancias (Fig.II.4).

— L&mina basal

., Reliculo endoplasmatieo :
Mitocondrias

#  Substancia de Golg!
Vesiculas secretoras

©  Granulos de absercian

. Cuticuts dal esmalle primario

A2 Dentina

Esmalta

Fig. IX.4 cCambios citoldgicos y morfoldgicos gque ocurren en el
ameloblaste durante su ciclo wital.

1.Célula epitelial del esmalte interno. 2,Ameloblasto recien
diferenciado antes de la secrecién del esmalte. 3,Ameloblasto
secretor primario antes de aparecer la prolongacidén de Tomes.
4.Ameloblasto secretor con prolongacién de Tomes. 5,Ameloblasto en
maduracién primitiva con borde estriado. 6.Célula epitelial del
esmalte reducido con hemidesmosomas. Una cuticula de esmalte
primario separa la célula de la superficie del esmalte.
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Los tres estadios de a amelogénesis  principales son
el informativo, el madurativo|y el agregado mineral.
2) INFORMATIVO, se refiere al pericdo en el que las celulas
diferenciadas apartir del epi‘elio interno se encargan de secretar
matriz organica a 0.023 mm por dia en promedio, esta se mineraliza
casi instantaneamente constando en ese momento de un 65% de agua,
20% de mwaterial organico ({proteina) y un 15% de inorganico
(apatita). La secrecidén de este esmalte parcialmente mineralizade
continia hasta alcanzar el espesor del esmalte. Al segregarse por
primer vez la matriz constad de tres proteinas; la amelogenina
j con un peso molecular de 25,000
daltons , la enamelina qgue ps una fosfoproteina acida glucosada

hidrofobica rica en prolin

con un peso molecular de st.ooo daltons cuyas proporciones son
19:1 respectivamente (ambas tegregadas por la porcion concava del
proceso de Tomes) y las roteinas de los penachos, que se
encuentran en el limite amelodentinario. La segregacidén de matriz
produce una disminucion del peso molecular de las proteinas,
probablemente ocasionada por protedlisis extraceluiar, aumentando

los cristales de ancho. MineLalizandose la matriz hasta un 30%.

b) MADURACION, se produce el crecimiento ulterior de los cristales
del mineral y la perdida del agua y proteinas, comienza cuando el
esmalte ha alcanzado su jtotal grosor a nivel cuspideo. La
mineralizacidén sigue el migmo orden que la secrecidn de matriz,
comenzando por la unidon amelodentinaria, irradiando hacia 1la
superficie externa con mayor velocidad que la secrecién de matriz.
El materia}). proteico depaparece selectivamente durante la
maduracién, eliminandose todas las amelogeninas quedando sélo las
enamelinas de alto peso molgcular fuertemente unidas al cristal de
hidroxiapatita y proteinas de los penachos, perdiendo mas cantidad
de agua, resultando un esialte altamente mineralizado pero muy
poroso.

c) el tercer estadio comprende mds AGREGADO MINERAL dade por un
mayor transporte de iones artraQes del d6rgano del esmalte, se cree
que el pasaje del calcio desde el medio extracelular al esmalte es
controlado por el organo d¢l esmalte a diferencia del fosfato que
no es controlado por las cglulas puesto que pasa por difusién. La
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actividad de 1la enzima fosfatasa alcalina esta asociada a la
mineralizacidn (la cual esta dentro de la matriz drganica), se
cree que, cuando se asocia a la membrana celular, la fosfatasa
alcalina tiene algun papel en el transporte de iones?.

El hecho de que los cristales cambian de tamafio durante 1la
mineralizacidn fué demostrado en 1954 por medio de la microscopia
electrénica. Rénnholm (1962)'3 demostrd que después de la
nucleacién los cristales de hidroxiapatita del esmalte crecen
rapidamente en largas perc delgadas placas las cuales obtienen su
tamafio normal hasta la maduracidn y que la calcificacién del
esmalte resulta del ensanchamiento qraduai que presentan estos
cristales después de la nucleacién®. Cuando la nucleacidn ocurre
los cristales asumen rapidamente una forma de tablas alargadas
cuyas dimensiones son de aproximadamente 1 nm de espesor por 20 a
30 nm de largo inmediatamente comienzan a crecer y a ocupar el
espacio disponible. Cuando los cristales se llegan a unir toman
una forma hexagonal y crecen preferencialmente a lo largo del eje
c en este momente tienen un tamafio de 3 nm por 20 2 30 nm de
longitud, El crecimiento continua hasta gque presenta espesores de
25 a 30 nm Yy longitudes de 50 a 60 nm formando de esta manera los
prismas®..

II.3. ESTRUCTURA.

Cuando se observa el esmalte con el microscopio electrénico de
barrido notamos que esta compuesto por lo que parece ser unas
pequenas fibras (Fig.II.5). Actualmente se conoce que estas son
las unidades estructurales del tejido del esmalte y gque estan
altamente calcificadas, separadas una de otra por una pequefia capa
de material organico llamada vaina. En esta seccion describiremos
las estructuras anatomicas gue se observan en el esmalte.

II,3,1 Los prismas del esmalte,

Histoleogicamente la estructura del esmalte esta formado por
varillas o prismas que son su unidad estructural basica
macroscopicamente hablando (Fig.II.6). En el esmalte maduro, la
direccidn de los prismas es un registro de la trayectoria seguida
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Fig. II.5 Vista superficial del esmalte obtenida por microscopia
electrénica de barrido. (A)Vista general. Prismas del esmalte en
(B) seccidn transversal y en (C) seccién longitudinal.
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previamente por los ameloblastos. Se extienden a través de tode el
espesor del esmalte desde la unién amelodentinaria hasta 1la
superficie libre del diente. La mayoria de estos prismas presentan
una trayentoria ondulante cerca de la unién amelodentinaria y son
relativamente rectos cerca de la superficie exterior del esmalte
(Fig.II.7). En las orillas oclusales o jincisales los prismas
tienen una longitud de 3 a 4 mm y cerca de la porcidén cervical,
donde el esmalte presenta una forma de navaja, los prismas tienen
una longitud mds pequefia. El1 espesor de un prisma es de
aproximadamente 5 um pero este valor varia ligeramente ya que en
la superficie exterior del esmalte es cerca de 1.3 veces mayor que
el gque presenta cerca de la unidn amelodentinaria.

Los prismas, observandolos transversalmente, han side divididos en
"cabeza" y "cola'". La cabeza de los prismas estd en direccisn de
la superficie oclusal e incisal, mientras que las colas se
encuentran en direccioén cervical (Fig.II.8). En la figura II.9

Fig. II.6 FEl diagrama presenta la orientacién de los prismas en el
esmalte dental, las flechas, (a) seifalan las vainas que rodean a
estos prismas, las flechas (b) el espacio interprismidtico y 1la
letra (c) los prismas. (R) sefiala la cabeza de los prismas.
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A

‘Fig, II,7 (B) Ondulaciones a nivel amelodentinario caracteristico
de esta zona por la ausencia de proceso de Tomes al inicio de ia
formacidn del esmalte.

[

Fig. I1I.8 (A)Los prismas, su agrupacién y su forma. (B)Direccién
de los cristales dentro del prisma en seccién longitudinal.
{C)Direccidn de los cristales en el prisma en seccidén transversal.
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Fig. II.9 Corte transversal de los prismas logramos donde se
comprueba su descripcién anatomica por microscopia electrénica de
transmision (TEM). A) Cabeza y cola de diferentes prismas. B) Cola
del prisma donde se observa diferente agrupacidn de los cristales
en esta zona. C) Cabeza del prisma donde la orientacién de los
cristales es diferente a la mostrada en (B).
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muestran las partes del prisma, por microscopia electrdnica de
transmisién. La mayor parte de sus caracteristicas estructurales
son el resultado de un patrén altamente organizado de orientacién
cristalina ya gque el prisma se encuentra empaquetado de
cristalitos de hidroxiapatita de manera muy compacta
(Fig.Iz.sc)'.

La figura I.1 muestra la superficie exterior del esmalte cuando se
observa por microscopia electrénica de transmisién en donde los
cristales del prisma son notorios. Estos cristales presentan sus
ejes mayores paralelos al eje longitudinal del prisma,
principalmente los que estan ubicados en la cabeza del prisma. Sin
embargo hay cristales que se inclinan lateralmente a medida que se
aproximan al limite del prisma, en la regién intervarillar
asociada (Fig.II.10).

Los prismas estin separados unos de otros por vainas de 0.1 a 0.2
um de espesor. Las vainas se forman a lo largo qe la interface
existente entre grupos de cristales que se encuentran c¢on &ngulos
diferentes.

22,
e
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Fig, IX,10 Representacién esguemdtica de los cristales de apatita
en los prismas del esmalte,(P)prisma, (IP)interprismdtico e
(IC)intercristalina.
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La figura II.11 muestra el prisma visto en seccién transversal
tanto por microscopia electrénica de barrido (Fig.II.11A) y por
microscopia electrénica de transmisidén. En la figura II.11B el
contorno de la vaina y los cristalitos de hidroxiapatita
contenidos en el prisma son facilmente observados. La figura II.12
muestra estos prismas pero ahora vistos en seccidén longitudinal.

La distincidn entre los prismas y las vainas de log prismas estd
basada principalmente en la cantidad relativa de material organico
y calecificacién que presentan. En los prismas los cristales de
apatita ocupan casi todo el espacio disponible (Fig.II.13B). Por
el contrario, las vainas de los prismas consisten exclusivamente
de material oxrganico y presentan poco o nada de cristales de

apatita.

Los prismas se encuentran apilados en forma compacta, lo que
asemeja al patron hexagonal del' panal de abejas. En esta forma la
cola de uno de los prismas en la primera hilera intersecta 1la
cabeza de dos prismas de la segunda hilera de prismas y toca la
cabeza de un tercer prisma de la tercera hilera (Fig.II.14). Las
vainas de los prismas se distinguen fécilmente alrededor de la
cabeza de eéstos pero son borrosas o ausentes en la cola
{(Fig.Ir.6). Se piensa“ que la cabeza del prisma fue formada por
ameloblastos individuales mientras gque la cola fue producto de 3
ameloblastos, como se muestra en la figura II.1l4.

Cada prisma tiene un trayento ondulante. Tienden a mantenerse en
hileras dispuestas circunferencialmente alrededor del eje mayor
del diente. Los prismas de cada hilera se dirigen perpendicular a
la superficie del diente. Aunque los prismas de una hilera corren
en dirrecciones similares, hay un cambio de direccidén alrededor de
2 grados entre las hileras sucesivas de varillas, con una ligera
inclinacién hacia la cuspide a medida gqgue llegan a la superficie
externa (Fig.II.15).
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Fig. II1,11 Prismas observados tanto por SEM (A) comc por TEB (B)en
donde en ambas figuras es facilmente observable la vaina del
prisma como los cristales dentro de €l en ambas figuras, (Corte
Transversal) .



Fig, II,12 (A)Corte longitudinal donde se observan los prismas y
sus vainas por MEB. (B)Mismo corte donde se observan la cabeza y
cola de los prismas asi como sus vainas por MET. (C)Mayor
amplificacién de la zona mostrada en (B). (D)Direccion de los
cristales de apatita en este corte por MET.
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Fig, II.13 En un corte transveral de los prismas por MEB. (A)
agrupacién de los prismas dentro del esmalte y (B) a mayor
amplificacidn.
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Ameloblasto

Fig. II.14 Relacién entre los ameloblasto y los prismas que
producen.

Fig. 11.15 Oorientacidn de los prismas. (A)disposicion
circunferencial de las varilla.s a lo large del eje mayor del
diente. (B)cada fila de prigmas se inclina ligeramente a medida
que las hileras se aproXiman a la cispide. Notese la ondulacién
que presentan tanto en el plano XZ como en el XY.

27



Cerca de el extremo cuspidec las hileras tienen un radio pequefio y
su direccidén se torna vertical, mientras que en la regién cervical
principalmente es en direccién horizontal (Fig.11.14). Asi también
los prismas situados enh las cuspides, son mas largos gue los de
las Areas cervicales de los dientes. Se dice que el diametro de
los prismas aumenta desde el 1limite amelodentinario hacia 1la
superficie al doble de su tamafo®.

II.3.2 Area aprismatica.

El esmalte adyacente a la superficie de la dentina y de 1la
superficie exterior se forma antes y después del proceso de Tomes
respectivamente y por lo tanto carece de prismas. A esta drea s2
le conoce como esmalte aprisméticols. El esmalte carente de
prismas se ubica en las 30 micras por debajo de la superficie
externa del esmalte en los dientes primarioes y en el tercio
gingival del esmalte de los dientes permanentes. En la figura II.5
la ubicacion de la area aprismatica esta seialada con la letra A.
La formacion de esta 4rea esta relacionada con el cambkio de 1la
forma de los ameloblastos cuando terminan su fase secretoria y
cuando empiezan su fase de maduracidn. Los estudios realizados por
microscopia electrénica en esta drea indican que todos 1los
cristalitos de hidroxiapatita presentan su eje ¢ perpendicular a
la superficie del esmalte!S.

I1.3.3 Estrias

Cada prisma esta compuestc por segmentos separados por lineas
obscuras que le dan aspecto estriade. Estas estrias se presentan
en angulos rectos con respecto a los prismas y son visibles en
cortes longitudinales. En la figura II.16 y en la figura II:l2a
las estrias corren en la direccién marcada por la flecha. Estas
son estructuras que marcan el diarie crecimiento del esmalte y
estan separadas una de otra por aproximadamente 4 um. Este
estriado le da una apariencia de escalera al esmalte. Son mas
pronunciadas en esmalte poco caleificado®®.
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‘,‘a‘ ’:%5 (A

Fig. II.16 Corte longitudinal del esmalte visto por MEB. En (A) se
marcan los flechas las estrias que se presentan en los prismas y
en (B) se denotan las mismas estructuras pero a mayor
amplificacion.
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II.3.4 Pandas de Hunter-Schreger

Como ya se comento anteriormente, los prismas presentan
una trayectoria ondulante. Los prismas presentan ondulacion
principalmente en el tercio del espesor del esmalte cercano a la
unién amelodentinaria puesto que estas ondulaciones son visibles
casi a simple vista, éstas deben de concidir de grupos de prismas
y no debido sclamente a un prisma. Estas ondas se presentan
alternadas en direccidn: unas arriba de un determinado plano se
curvean en una direccion tal gue se alejan del observador y debajo
del plano la direccidn es tal que se acercan al observador. Es
decir el primer grupe forma convexidades y el segundo grupo
concavidades. El plano mencinado es el plano de transicidn entre
ampbos grupos y la direccidén de los prismas es aparentemente recto.
Extste un fendmeno dptico ocasionado por este cambic de direccidn
de los prismas. Aparecen como bandas alternadamente claras y
obscuras de ancho variable (Fig.II.17). Se originan en el borde
amaledentinaric, dirigiendose hacia afuera. A estas bandas se les
concce como Bandas de Hunter-Schreger y gue son rapidamente
visibles en cortes longitudinales.

CLARO

OBSCURO
CLARQ

A

Fig. II.17 Representacion esguematica de las Dbandas de
Hunter-Schreger. (B)amplificacién del recuadro en A. Los puntas en
(B) representan también prismas. pero en seccién transversal.
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La figura IT.18 muestra las bandas de Hunter-Schreger en una
imagen de microscopia electronica de barrido. Algunos
investigadores sostienen que existen variaciones en la
calcificacién del esmalte y que coinciden con la distribucidn de
estas bandas® sin embargo se han proporcinade pruebas nuevas de
gue estas estruturas podrian no ser unicamente consecuencia de un
fendmeno optico sino gque estan compuestas por zonas alternadas que
tienen una permeabilidad 1ligeramente diferente y diferente

contenido de material orgénico”h

Fig. 1I1.18 Bandas de Hunter-Schreger observadas por MEB (marcadas
por flechas).

II.3.5 Esmalte nudoso

En la regién amelodentinaria la direccién de las bandas de Hunter
son un poco irrequlares y entrelazadas. A esta regién el esmalte
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se le conoce como anudado, A diferencia de las bandas de
Hunter-Schreger, el esmalte anudado se puede cbservar a lo largo
de todo el espesor del del esmalte.

I1.3.6 Lineas de Retzius

Durante la formacidén del esmalte si el organismo es sometido a
strees, enfermedad o nacimiento, el esmalte formado durante ese
tiempo muestra algunas irregularidades, principalmente en su
calcificacidn y en el cambio de direccidén de los prismas. Esto
resulta en lineas de incrementacién o de Retzius come comunmente
se les conoce'®’. En cortes longitudinales estas lineas se observan
en forma concéntrica hacia la cispide mientran gue en .corte
transversal se observan como anillos concéntricos. Las porciones
cervicales de la corona las muestras en un recorrido oblicuo.
Desde el limite amelodentinario hacia la superficiese desvian en
sentido oclusal. La figura II.19A muestra las lineas de Retzius
cuando se les observa por microscopia electronica de barrido a
baja amplificacién mientras gue la figura fotoc II.19B las muestra
a mayor amplificacion (las lineas de Retzius han sido marcadas por
medio de flechas en estas figuras). Los prismas se doblan cuando
cruzan una linea de Retzius. Esto puede ser facilmente observado
sl se ven las figuras II.19A y II.19B en forma razante en
direcciones perpendiculares a las lineas de Retzius.

Las lineas de Retzius en si marcan la posicidén de los ameloblastos
al momento del strees. El espesor de la linea esta relacionado con
el tiempo que duro esta alteracidn del organismo. Por ejemplo,
durante el nacimiento, si este se presenta dificil y prolongado el
espesor sera relativamente grande en comparacion con un nacimiento
normal. A esta linea se le conoce como linea neonatal y se
encuentra en todos los dientes de la primera denticioén y en los
primeros molares de la segunda denticién. ocacionalmente esta
linea diferencia el esmalte formado prenatalmente Y
postnatalmente. Usualmente no existen lineas de Retzius en el
esmalte formado en el utero. Por lo tanto la linea neonatal podria
ser también el resultado de un cambio brusco en las condiciones
ambientles y nutricionales del recién nacido. Es comin que el
esmalte prenatal este mejor desarrollado gue el posnatal".
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Fig.

II.19 A Y B Imadgenes de microscopia electrénica de barrids

del esmalte mostrando 1las lineas de Retzius. (A}En seccién
transversal. (B)A mayor amplificacidn.
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I1.3.7 Periquimatias.

Microscopicamente se han observade otras estructuras en 1la
superficie externa del esmalte que le dan una apariencia
corrugada. A estas estrias se les conoce como periquimatias. Son
particularmente prominentes en la porcién cervical a la porcién
media de la corona. Son rodetes , ondulados Yy se cree son la
manifestacion externa de las estrias de Retzius'’(Fig. I1.20). se
encuentran alrededor del diente siendo paralelas entre si. Existen
alrededor de 30 periquimatias por milimetro en el limite
cementoadamantino, disminuyendo cerca del korde oclusal o incisal.
Por lo general su curso es muy irregular.

Enrin de Rerzang
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Fig. II.20 Relacién que guardan las lineas de Retzius con las
periquimatias.

II.3.8 Penachos y Laminillas.

Los penachos del esmalte, o de Linderer se proyectan en el esmalte
en el primer tercio apartir de la unidn amelodentinaria, la misma
porcién en la cual la direccidn de los prismas se curva. Se
encuentran hipomineralizados y con sustancia interprismatica,
tienen la apariencia de ramificaciones angostas y acintadas, como
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"manojos de pasto"., Contienen mayores concentraciones de proteinas
del esmalte que el resto de éste'‘.

El numeroc de penachos en la unién amelodentinaria es tan grande
que contiene casi de 3 a 4 veces mas material organico que el
resto del esmalte. No se conoce con precisién la causa de 1la
formacién de los penachos, pero se sugiere que son producidos por
el esfuerzo interno entre los prismas que se presentan durante la
formacion del esmalte y que es provocado por la caleificacisn®®.
Sin embargo 1la razén por la cual se produce este esfuerzo es
también desconocido. Quizis los mismos ameloblastos producen estos
esfuerzos durante su movimiento en diferentes direcciones, mismos
gque producen las bandajs de Hunter=-Schreger. )

Las laminillas se originan también en la unién amelodentinaria
pero, a diferencia de los penachos, atraviezan todo el espesor del
esmalte hasta salir a la superficie de éste. Corresponden a
defectos lineales de orientacién longitudinal llenos de proteinas
del esmalte o de desechos organicos de 1la cavidad bucal y
representan esmalte mineralizado impropiamente lo c¢ual es una
falla en la remocidén del material orgdnico durante el desarrcllo
del esmalte. El origen de las laminillas puede ser, al igual que
en el caso de los penachos, los esfuerzos gque ocurren durante la
madurez del esmalte. Se diferencian tres tipos de lamillas: a) las
formadas por segmentos de prismas poce calcificados, b) las
formadas por células degeneradas y c¢) las originadas en dientes
erupcionados donde las resguebrajaduras han side ocupadas por
material organico.

Queremos resaltar agqui el hecho de gque cuando el esmalte se
fractura, ya sea en el diente completo o cuando se le retira el
soporte proporcinado por la dentina, la fisura pasa por lugares
interprismaticos y no prismaticos. Esto se muestra claramente en
la figura II.21. Podriamos decir que los espacios interprismiéticos
forman de cierta manera un plano irregular de clivaje.

II.3.9 Unidén amelodentinaria,

La unidn amelodentinaria es la limite que existe entre el esmalte
(E} y la dentina (D). Esta se muestra en la figura II.22. que es
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Fig. II.21 (A)Imagen de una fractura del esmalte observada por
microscopia electrénica de barrido.(B)Una mayor amplificacidn.
Observese que la fractura pasa por regiones interprismaticas.
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Fig. II.22 (A)ImAgenes por MEB de la unién amelodentinaria. (B)Una
mayor amplificacién. Notese la existencia de una franja en el
limite esmalte-dentina. (E)denota esmalte y (D)dentina.
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una imagen de microscopia electronica de barride. En el limite
amelodentinario la superficie de la dentina no es una linea sino
gue estd constituida por concavidades o fositas que se rellenan
por material orginico asegurando la retencidn del esmalte sobre la
dentina. Por lo tanto esta union se observa con un ondulado. Ias
convexidades de la 1linea se encuentran hacia 1la dentina
{Fig.II.23). El proceso de Tomes no es responsable de esta
ondulacidén ya que las onditas corresponden a un numero grande de
prismas y por lo tanto a un numero grande de ameloblastos.
Seguramente durante el periodo de campana avanzado el limite entre
el epitelio interno del esmalte y los odontoblastos marcé el
futuro limite amelodentinario.

Fig. II.23 Imagen de microscopia electrénica de barrido de la
unién amelodentinaria. (E)denota esmalte y (D)dentina.
!

Existen ocasiones en las que las prolongaciones de los
odontoblastos o fibrillas de Tomes pasan a través del limite
amelodentinario hacia el esmalte formando conductos de conexién.
Debido a gque muchas estan engrosadas en sus extremos se les
denomina husos adamantinos™. Parecen originarse en prolongaciones
de los odontoblastos gue se han extendido hacia el epitelio del
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esmalte antes de la aparicidén de las sustancias minerales. Su
direccidn corresponde a la trayectoria original de los
odontoblastos, es decir, en &angule recto con respecto a la
superficie dentinaria. Dado que los prismas se forman en angulo
con el eje de los ameloblastos, la direccién de los husos Yy los
prismas es divergente. Los husos, a diferencia de los penachos y
las laminillas, no estan alineados sino distribuidos
aleatoriamente a lo largo de la unién amelodentinario.

IX.3.10 Material orgéanico.

El material orginico es el componente del esmalte en menor
proporcién (menos del 1%). Este material esta distribuido entre
los cristales de apatita y podria observarse por microscopia
electrénica de transmisién (MET) si se prepara 1la muestra
especialmente para hacerlo. También se encuentra rodeando los
prismas en la llamada vaina.

El material organico c;:nsiste principalmente de proteinas. Durante
el desarrollo del esmalte éste controla 1a- nucleacién y
orientacion de los cristales de apatita. En el esmalte maduro
forma la matriz que embebe a estos cristales, dandole 1la
resistencia a la fractura a este tejido.

Las proteinas del material orgidnico del ecsmalte son tunicas entre
los tejidos mineralizados ya gue no son proteinas de colégena's
como las que se encuentran en el hueso, dentina y cemento. Una
descripcién de estas proteinas es altamente complicado ya gque
ademids ocurren cambios en la razén de aminocacidos durante 1la
eliminacién del material organico. Generalmente una proteina larga
se rompe en pequenas proteinas y polipeptidos. La terminologia
corriente se refiere a las proteinas del esmalte en desarrollo
como amelogeninas y a las proteinas en el esmalte maduro como

enamelinas.

Al menos 2 tipos de enamelinas han sido aisladas®™. son muy
similares a la familia de proi:einas de las queratinas pero no
ajustan completamente la composicién de los aminodcidos. Un tipo
es soluble en &cido fosférico con un pH neutral y puede ser
morfoldgicamente relacionada a una red fina del material oxrganico
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que rodea los cristalitos de hidroxiapatita. El segundo tipo de
enamelina es extremadamente insoluble aun después de largos
tiempos de ataque quimico. Histoldégicamente puede ser asociada a
partes estructurales especificas del esmalte como son los penachos
y las laminillas.

1X.4 COMPOSICION QUIMICA.

El contenido inorgdnico mayoritario del esmalte es un fosfato de
calcio cristalino conocido come hidroxiapatita, que también se
encuentra en los huesos, el cartilago calcificado, la dentina y el
cemento., La susceptibilidad de estos a ser disueltos por &cidos,
provee la base quimica de la lesidén que constituye la caries, En
esta seccién comentaremos la composicion quimica del esmalte y
como su hidroxiapatita no es completamente pura, sino que acepta
varios elementos impureza.

IX.4.1 Apatita del Esmalte.

La quimica cristalina de la apatita del esmalte es probablemente
la mas conocida y entendida de las apatitas biolégiéas. Esta es
una apatita imperfecta, baja en calcio e iones de hidroxilo, pero
rica en impurezas sustitucionales. Pocas impurezas, como 1o es el
fldor, son beneficiosas al esmalte pero la mayoria parece romper
su estructura. Apesar de la calidad cristalina de la apatita del
esmalte, muchos aspectos de su composicion y estructura no an sido
completamente entendidos por lo cual hay mucho por hacer en este
campo para el mejor entendimiento de este biomaterial.

La composicién observada del esmalte maduro indica que su apatita
se desvia de la composicicn de la hidroxiapatita en su proporcién
de sus tres principales elementos Cab, Pof', y OH , ademias que
presenta una variedad de elementos quimicos que no presenta la
hidroxiapatita. También debe notarse que la razén Ca/P de 1la
apatita del esmalte es generalmente reportado por abajo del valor
de 10/6 = 1.667 de la hidroxiapatita Caio(POs)s(OH)2. El1 valor
generalmente aceptado para la superficie del esmalte es de Ca/P =
1.45 y de 1,55 para su, vélumen del esmalte’.

La composicidn del esmalte dental humano se muestra en la Tabla I
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se reportan los componentes mayoritarios de este tejido duro'.
Podriamos incluir otros elementos a esta lista gue se presentan en
concentraciones de mil partes por millén como son el Zn y el Si,
aungue también otros cuarenta elementos estan presentes en
pequefas cantidades’. Varios inoces tales como F, €17, si (ccme
siod”) y Zn®* se encuentran cerca de la superficie en altas
concentraciones mientras que otros iocnes tales como Cof', Na' y
Mga aumentan su concentracidn apartir de la superficie hacia el
volumen del esmalte’. Muchos otros elementos presentan también
gradientes quimicos, es decir diferencias en concentraciones que
van de alta en la superficie del esmalte y baja en su volumen.
Ademas pocos iones tales como K se encuentran distribuidos
aleatoriamente en todo el esmalte. Hasta el momento es dificil
establecer la regla gque siguen estos elementos en su distribucién.

CONSTITUYENTES ANALISIS
Porcentaje en pesdo
Cca 33.6 = 29,4
P 16.1 =:18.0
coae . 198 3
Na
Hg
cl
K
F
Fe
2n
Sr
Cu
"n
Ag
Relacidn (en peso) : 1.92°=72,17
Relacién (molar) 1,5 -1.68

Tabla No. I Elementos que conforman el esmalte dental humano y sus

porcentajes relativos.
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En contraste con la mayoria de los elementos mayoritarios de la
hidroxiapatita, considerables dudas existen en la cantidad de Hz0,
HPOS> y OH presente en el esmalte. Sin embargo algunas
aproximaciones se han reportade. Por ejemplo, el agua aparece en
1.0 a 2% en peso del total del esmalte fresco. Cerca del 5% del
total de fdsforo del esmalte estd en la forma de HPOAz-y su
contenido de OH™ es almenos de 20 a 30% por abajo del contenido
maxino de la hidroxiapatita’.

Apesar de todo lo anteriormente expuesto, la wayoria de los
estudios estructurales y gquimicos han demostrado que 1los
resultados pueden ser confiablemente interpretados en términos del
cristal de la hidroxiapatita. La figura II.24 muestra los patrones
de difraccién electrénica de la apatita del esmalte tomados en 1la
direccién [0001] (a), [1100] (b) y [1210].

II.4.2 La Estructura de la Hidréxiapatita

Las estructuras cristalinas de la hidroxiapatita y la fluorapatita
fueron establecidas por Naray-Szabo y col. en 1930% y refinada
posteriormente por Beevers y Mc Intyreza. Xay Yy col. en 19642
Posteriormente la estructura de la hidroxiapatia, fluorapatita y
clorapatita fueron re-refinadas por Young y Elliott en 1966%,
hidroxiapatita es una definicién de la estructura y no de la
composicicén. Pertenece al sistema hexagonal, grupo espacial P63/m
caracterizado por un eje de simetria 6 a lo largo del eje “c" y
tres ejes eguivalestes en el eje "a" con &ngulos de 120%entre
ellos. Su celda unitaria contiene 10 Ca, 6 PO4, y dos grupos de
OH. POa, forma tetraedros. Los 10 atomos de Ca son descritos como
Cal y CaIl de acuerdo al medio que los rodea: 4 Cal ocupan las
posiciones de los niveles z = 0 y z = 1/2; 6 Call ocupan lcs
niveles z = 1/4 y Z = 3/4 en conjunto de 3. Los iones OH
localizados en las esquinas de la celda estin rodeados por dos
conjuntos de atomos de calcio (call)} arreglados en un patrdn
triangular en los niveles z = 1/4 y 3/4; por dos conjuntos de
tetraedros PO: también arreglados en forma triangular en los
nivels z = 1/4 y 3/4, y por arreglo hexagonal de atomos de calcio.
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Fig., 1I.24 Patrones de microdifraccién electrénica de los
cristales del esmalte los cuales pueden ser indexados tomando como
base la celda unitaria de la hidroxiapatita. El1 numero superior
izquierdo indica la direccién del haz electrdnico con respecto a
la celda unitaria de los cristales.
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Las posiciomes respectivas de los grupos OH sons

O en las posiciones z = 0.2 0 0.3 y 0.7 o 0.8.
H en las posiciones z = 0.06 © 0.44 y 0.56 o 0.94.

En la fluorapatita el fluor se encuehtra en z = 0.25 Yy 0.75.
En la clorapatita el cloro se encuentra en z = 0 y 0.44.

La figura IXI.25 mnuestra la estructura por capas de la celda
unitaria de la hidroxiapatita a lo largo del eje c. La tabla II
nuestra las distancias interplanares, sus correspondientes indices
de HMiller y sus intensidades relativas de la hidroxiapatita.
También muestra su celda unitaria y el grupo cristalogriafico a que

pertenece.
ESTRUCTURA DE LA HIDROXIAPATITA POR CAPAS
Eje C Posicion a lo largo Atomos
del eje C
1 e ca
0.93 ~=em-u-—e=  O,H
0.93 ———ememnee Ca,0,P
3/4  mmemeem——— o
0.70 ===—====== 0O
0.57 =m—————e -~ H,0
6.8 A° 1/2 —————memee ca
0.43 ————- ----- H,0
0.30 —————————— o)
1/4  ~====a~—-==  Ca,0,P
0.20 ==—~e————e [
0.70 ==—mm=——mn H,0
o ——wme————~  Ca
Fig. I1.25
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Tabla No. II Tabla de rayos x para la hidroxiapatita.

La figura II.26 muestra la celda unitaria de la hidroxiapatita a
lo largo de las direccines [0001] (fig II.26A) y a lo largeo de la
direccidén {1100] (fig.II.26B). En esta figura las posiciones de
Ca, P, 0 ¥y H son mostradas.

Una vez que se cuenta con las posiciones de los atomos en la celda
unitaria de cualquier elemento, o compuesto, es muy ficil obtener
sus patrones de difraccién en diferentes orientaciones por medio
de las técnicas de simulacién computacional de imageneszs. En la
figura I1.27 se muestran los patrones de difraccidon simulados de
la celda unitaria de la hidroxiapatita en las direcciones [0001]
{a), ([2100] (b) y [1210]). Comparando éstos con los obtenidos
experimentalmente de la apatita del esmalte (Fig.II.24) se observa
una gran similitud a- excepcion de las intensidades de algunos

puntos.
II.4.3 La Estructura de las otras Apatitas

La parte de la estructura de la hidroxiapatita que tiene gran
interés para el esmalte desde el punto de vista de las posiciones
que puden ocupar los elementos de impureza es la regién alrededor
de los sitios OH™. Esencialmente la que forman los iones ca® 4
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Fig, II, 26 Celda unitaria de la hidroxiapatita obtenida apartir
de los datos de Young. (A)vista a lo largo de la direccién (0001].
(B)a lo largo de [1100).
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Fig. II. 27 Patrones de difraccidén simulados apartir de la celda
unitaria de la hidroxiapatita mostrada en la figura anterior.
(A)[0001], (B)[0001] y (C)[1310). Comparece con 1los patrones
experimentales mostrados en la figura II.24. '
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Fig. 1II.28 Posiciones fundamentales en las estructuras de las
apatitas. Los® nuimercs representan la altura apartir del planc del
papel.

poa” que rodean a la columna de 1los aniones monovalentes
(Fig.II.28).

Las principales diferencias entre las apatitas ocurren en las
columnas mostradas con doble circulo en la figura IX.28. Los iones
de ClL en la cloroapatita ocupan los sitios 0.44 y 0.94. En 1la
hidroxiapatita los grupos polares OH estan orientados con el H ya
sea apuntando hacia arriba o hacia abajo en el eje c. Los oxigenos
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Los grupos OH sge encuentran ligeramente desplazados de los
sitios F~ por 0.05 a lo largo del eje c¢. Asi que los anlones OH™
estdn ligeramente arriba o abajo de estos sitios pero no les
favorecen puesto que un OH™ estad ocupando la posicién de F~ en z
= 0,25 el cual tendria su 0 y su H tanto en 0.20 Yy 0.06
respectivamente, o en 0.30 y 0.44 respectivamente., En la
hidroxiapatita todos ios iones OH  estan orientados. Sin embargo
en la apatita del esmalte ocurren numerosas sustituciones que
producen un desorden estadistico con simetria 2 en las posiciones
oH a lo largo del eje c¢. Por lo tanto la apatita del esmalte
presenta propiedades que son muy afines a ia simetria hexagonal.

Los circulos sencillos en la figura 1II.28 representan las
posiciones de los iones de ca®., Tres de cada cinco calcios forman
un triangulo equilatero centrade sobre, y perpendicular a, el eje
c. Triangulos sucesivos estdn espaciados por 3.45 b4 {en z = 0.25
(linea punteada) y z = 0.75 (linea segmentada)] y estdn cortados
60° uno con respecto al otro. Los calcios faltantes ocupan sitios
en z = 0 ¥y 0.5 en columnas paralelas al eje c pero separadas
lateralmente por los grupos fosfato. Los tridngulos sdlides de la
figura II.28 representan los grupos tetraédricos Po«*". pos de los
oxigenos de cada grupo se superponen en proyeccién. Los centros
estan directamente arriba y abajo del A&pice mas cercano a las
posicicnes de los lones de Ca. Los otros apices del tridngulo POs
representan los dos oxigenos faltantes. Estos, junto con P, estan
a la altura dada por el parametro indicado. Los oxigenos
superpuestos estan desplazados por 0.18 del planoc que forma el
triéngulo7.

Debemos comentar aqui que los patrones de difraccién de estas
apatitas han sido simulados computacionalmente, de la misma manera
en que se obtuvieron los de la hidroxiapatita (Fig.II.27), sin
embargo la similutud con los patrones de difraccion electrodnico de
la apatita del esmalte (Figura II.24) no es muy buena como en el
caso de los obtenidos a partir de la celda unitaria de 1la
hidroxiapatita. Los patrones de difraccién de la fluorapatita es
el que mids se aproxima, pero las intensidades de sus puntos se
desvia bastante de los observados experimentalmente.
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IT1.4.4 Sustituciones por Atomos Impureza

Debido a su tamafio los aniones POJ:-, si se dibuja a escala da la
apariencia de formar una estructura hexagonalmente compacta, un
arreglo intrinsecamente muy estable que probablemente es una de
las razones de la habilidad que tiene la red de apatita para
aceptar las sustituciones reportadasz’. Por el contrario el eje OH
es probablemente el contribuidor menos importante en la
intregridad de la red. Consecuentemente 1los sitios localizados a
lo largo de este eje parecen ser los mds sensitivos a las
sustituciones en la red. Un hecho importante desde el punto de
vista estructural resulta de gue la mayoria de las sustituciones
en la apatita del esmalte se realizan a lo largo del eje c, sin
embargo 1los cambios en dimensiones en este eje son casi
despreciables. Por otro lado la expansién del eje a en la apatita
del esmalte es significantemente mis grande (por cerca de 0.03 A°)
que en el caso de la hidroxiapatita. Se conoce que H0, HPOZ, y
¢1” incrementan el tamaiio del eje a en las apat:it:a_sz'3 . Fluor por
el otro lado encoge este eje y el anién carbonate puede tanto
expander como contraer la red en estd direccidn dependiendo en que
lugar se sitie. Por lo tanto, el efecto de las impurezas pueden
ser enmascarados por la presencia de otras impurezas. Todo esto
hace dificil determinar cuanto y como una impereza en particular
entra en la estructura de la apatita del esmalte solamente tomando
en cuenta los cambios de las dimensiones estructurales.

Los elementos minoritarios asociados a las apatitas bioldgicas del
esmalte, estos son: CcO3, Cl, F, Mg y Na. Otros elementos cuya
aparicidén en concentracién, se da en partes por millén y son
llamadas elementos traza, Asociados con el mineral dentario y
presentes en el agua y comida, éstos son descritos con cualidades
promotoras o inhibidoras de caries y clasificados tentativamente
como:

1. cariostdticos: B, ca, cu, F, Li, Mg, Mo, Sr, Va.

2. Cariogénicos: cos, cd, cl, Cu, Fe, Pb, Mg, Mn, X, Se, Si.
3. Efecto ambigiio: Be, Br, Ce, Mn, 2n.

4. S8in efecto: Ba, Al, Ni, Fe, Ti.

50



Las apatitas sintéticas han sido clasificadas en A o B dependiendo
de la sustitucidén: COs por OH (tipo A} & CO3 por POs (tipo B). El
tipo A es caracterizado por que los ejes a y ¢ son mads grandes que
en el caso de la celda unitaria de la hidroxiapatita pura.
Pequefias cantidades de €03 en apatitas bioldgicas se presentan por
la sustitucidén de OK, tipo A. Las apatitas bioldégicas normales son
principalmente de tipo B.

Los paradmetros de la red de la apatita del esmalte dentario en
comparacién con el de la hidroxiapatita (0.9441 y 0.9422 nnm
respectivamente) fué atribuida a la sustitucidn de CO3 por OH lo
cual causaria una expansién en el eje a mientras gque una
sustitucién tipo B (CO3 por PO: acompafiado de Na por Ca) causa una
concentracién. La expansion cbservada en las dimensiones del eje a
de la apatita del esmalte puede ser atribuida por la sustitucidén
parcial de ca” por HPO°4, C1° y efectos combinados de cationes
mas grandes (ejemplo: Sr*, K')

Las regiones cariosas del esmalte fueron reportados presentando
alto contenido de HPoO®s y bajo €0%3 con respecto a las regiones
normales.

Los parametros de la red de las apatitas biolégicas durante el
calentamiento debido principalmente a la pérdida de algunos iones
(Co3 es liberado como €Oz} y el reacomodo de 1los iones para formar
una apatita mids estable.
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CAPITULO III

MICROSCOPIA ELECTRONICA

Actualmente la microscopia electrénica es wuna herramienta
mundialmente reconocida para la investigacidn apezar de su corta
aparicién (Fig.III.1l). Razén de su utilidad en Odontologia y sus
especialidades. En este capitulo comentaremos brevemente 1las
partes que 1o componen, los tipos de microscopios que existen y la
herramienta analitica que utiliza.

Cronalogia del desarrollo de la microscopia electronica.

1932 Se construyen dos protolipos de micros- 1940-43 | Hillier y V K Zworykin, AW Vancey L

copios electrénicas, uno con lentes elec- Marton desarrollan y mejoran para la fir-
trastdticas (€ Bruche y H Johannson) y otro ma RCA delos EUA, el disefio experimen-
con lentes electromagnéticas (M Konlly E tal canadiense de A Prebus y ) Hillies, y fi-
Ruska). Dos anos después Ruska mejora su nalmente se comercializa. )
disedio agregando una lente candensado-

ray obtiene, por primera vez, mayor reso- 1944 M von Ardenne logra latograflias demos-
lucién que el micrascopio de luz. tranda un poder de resotugion de 1.2y 1.5

am,

1935 H Mahl y £ Hall de la Univensidad de Yo-
ronto, Canads, construyen otro prototipo 1946 | Hillier obtiene 1nmde resolucién, esde-

de microstopio elecirdnico. cit, 10 veces mds poder que el instrumento

de B von Borries y £ Ruska. Estos resulta-

1913 Bvon Borries y € Ruska consiruyen un mi- dos son producto de prolongados estuer-
croscapio electronico mucho mis perlec- 108 por corregit los defectos de éptica

10 que resuelve 10 nanémetras {Inm = electrdnica y no podtian ser obtenidos en

W0 *m). . los micioscopios efectrdnicos comercia-

les.
1919 La firm3 alemana Siemens y Halike co-

mienza a producir industrialmente ¢l mi- 1947 | Hillieey EG Ramberg disehan un correc-
croscapio antes mencionado. La AEG, otra tor para una de s principales aberracio-
firma alemana, praduce industrialmente a nes de las fentes elecromagnéticas que da
pequena escala ¢l prototipo de H Mahly C posibilidad de que ¢l usuario mantenga fa
€ Hall que es seguido de un madelo mis buena calidad del lente objetivo durante
avanzadorliseriado por A Prebusy | Hiflier. la utilizacion del instrumento,

Fig. III.1

II1.1 Interacidn haz electronico-muestra,

Existen varios disefios para un microscopio electrdnico dependiendo
de 1la informacidén que se desee extraer de la muestra. ILa
interaccion entre los electrones y el sélido determinan diferentes
modos de andlisis., Las sefiales gue se obtienen al interaccionar el
haz electrénico con la muetra son: electrones retrodispersados,
electrones secundarios, electrones absorvidos, electrones Auger,
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electrones transmitides, electrones difractados y rayos X
caracteristicos (Fig.1IX.2).

Los electrones retrodispersados y secundarios nos dan informacidn
sobre la superficie de la muestra permitiéndones, de este modo,
obtener imagenes topoldgicas. ILos electrones transmitidos vy
difractados dependen de 1la estructura interna de la muestra
dandonos de esta forma, informacidén de la estructura atdmica. Los
electrones Auger y los rayos X caracteristicos dependen de la
composicién quimica de 1la muestra, permitiendonos hacer un
analisis quimico de ella.

Haz incidente
Electrones retrodispersades

Electrones secundarios
4, Rayos X

Muestra

Electrones Auger

Folones "M,.L

Electrones absorbidos M

Electrones difractados
Electrones lransmitidos

Fig., 1IXI,2 Representacién esquemitica de la interaccidn haz
electrdnico-muestra.

Por lo tanto, tenemos dos peosibles maneras de foirmar una imagen:
la primera consiste en enfocar el haz sobre una area mwuy reducida
de la muestra y barrer la superficie de la misma, moviendo el haz
y detectando en cada zona una intensidad promedio de los
electrones retrodispersados, o de elctrones secundarios, Esto es
principio fundamental 1o que se conoce como mwicroscopia
electrénica de barrido (MEB).
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La segunda forma consiste en iluminar una Area relativamente
grande (10 pum) con un haz fijo y adaptar un sistema electro-éptico
parxa la amplificacién de 1la imagen realizada con electrones
transmitidos y difractados; esto es lo gue se conoce como
microscopia electrénica de transmisién (MET).

El instrumento gue consiste de microscopia electrdnica de barrido
Yy transmisién y <¢que cuente con un detector de rayes X
caracteristicos se 1le llama microscopio electronico andlitico
(MEA) .

I1X.2. Microscopio Electrénico de Transmisiodn,

El disefic de un microscopio electrénico es semejante al de un
microscopio 6ptico, con la diferencia de que en vez de lentes de
vidrio se utilizan lentes elestromagnéticas, es decir, bobinas que
producen un campc magnitico en su centro. Los electrones al pasar
por este campo se difractan en la misma forma que un rayo de luz
lo hace al pasar por una lente de vidrio (Fig.III.3).

El lugar de 1la fuente luminosa 1lo toma el llamade cafion
electronico, que consiste en un filamento de tungsteno o LaBs, el
cnal emite electrones al ser calentado cuando se aplica una
corriente. Estos electrones son atraidos por una placa con un
orificio en el centro y con un potencial positive. Los electrones
atraidos hacia esta placa pasan por el orificio central y son
enviados a los diversos lentes que componen al amicroscopio, es
decir, una lente condensadora que enfoca el haz electrénico e
ilumina la 'muestra. La lente objetiva es la que se encarga de
formar la primera imaden de la muestra y enfocar, Por ultimo una
lente intermedia y proyectora en donde se amplifica y se proyecta
la imagen en la pantalla.

En Microscopia Electrénica de Transmision se puede operar: a) para
formar imagenes de campo claro y campo obscuro. b) para formar
patrones de - difraccién usande aperturas de Aarea selecta Yy
enfocando las lentes intermedias sobre el patron de difraccidn
formado detras del plano focal de las lentes objetivas.
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Microscdplo Optico Micioscopio Eleciranico de eledtrones

Fig. III.3 cComparacién de los componentes de los microscopios
6ptico y electrénico de transmision.

III.3. Microscopio Electrdnico de Barrido.

En Microscopia Electrdnica de Barrido (MEB) se enfoca el haz
electrénico sobre una pequeia drea de la muestra y se barre su
superficie moviendo el haz y detectando en cada zona una
intensidad promedio de los electrones secundarios. Como se comenté
anteriormente, estos electrones son los que nos dan informacién
topoldégica de la muestra. (Figura IIX.4).

En este tipo de microscopios el haz de electrones es producido y
enfocado sobre un punto de la muestra pos 2 lentes condensadoras.
La seccidn transversal del haz es del orden de 10 a 20 nm de

didmetro y barre la muestra por una serie de bobinas, Detectando
los electrones secundarios y amplificande las sefiales, por medio
de un tubo de rayos catddicos se muestra la imagen, existiendo una
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correespondencia uno a uno de los electrones detectados con 1la
intensidad del punto en 1la pantalla del tubo catddico. E1
microscopio electrénico de barrido utilizado trabaja con votajes
de aceletacidon de 10 Kv, 15 Kv, 20 Kv y 25 Kv.

Cafion de clecirones -

Primera lante condensadora

(— 1| Sistemade
defleccion
a\._l del haz '_l \

Bobinas de barrido =y

Segunda lente condensadora —~—j

Amplificador
L —

/g de la sefal |
- 7N
\\ Deteclor de electrones

N

Muestra

Electrones secundarios

-Fig. IIXI.4 Esquema del Microscopioc Electrénico de Barrido.
IIXI.4. Difractdémetro de rayos X.

Los rayos X son ondas electromagnéticas e inicialwmente fueron
utilizados extensamente en Medicina. No fue hasta 1912 que Von
Laue sugirié que un haz monocromitico de rayos X que incide sobre
un cristal se dispersara en todas direcciones dentro de &1,

Debido a la distribucién regular de los Atomos, en ciertas
direccisén las ondas dispersadas, de acuerde con la Ley de Bragg;
interferiran constructivamente mientras gue en otras lo haran
destructivamente, formande de esta manera un patrén de
difraccién. ’
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El diserio de un difractdmetro de rayos X se basa en el andlisis de
la Ley de Bragg. Un haz colimado de rayos X incide sobre un
cristal a un angulo determinado y se coloca un detector de modo
que registre los rayos dispersados. Si se conoce la longitud de
onda de los rayos X utilzados, se puede conocer el espaciamiento
entre los planos cristalinos. Por lo tanto, este aparato es de
gran utilidad en la caracterizacién estructural de los cristales.
Por lo tanto, su analisis nos permitira conocer las propiedades
cristalograficas de éstos.

III.5. Rayos x caracteristicos.

Los rayos x son radiacién electromagnética cuyo espectro
electromagnético estd entre 0.05 y 125 KeV y se producen por el
bombardeo de electrones a la muestra. Sabemos que el atomo estd
formado de electrones que se mueven en diferentes niveles o capas
de energia alrededor de €l. Llamados "KM, "LM UMW, UN" y WOT, La
energia de estos niveles decrece conforme aumenta la distancia al

nicleo (Fig. III.5).
M N

Un d&tomo estd en su "estado base" cuando su energia total es
minima. Cuando los electrones son movidos a niveles de energia no

Fig. II1.5 Niveles atomicos.

superiores o sacado del atomo, dejando una vacancia en un nivel
inferior, se dice que el atomo estard "excitado". Para excitar un
atomo el haz electrénico debe tener una energia mas alta que la
energia critica para sacar un electrdn de un nivel dado. A esta
energia critica se le conoce también como borde de absorcidn. De
esta manera, si el haz electrdnico tiene la energia suficiente
para excitar los electrones K de un atomo es también capaz de
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exitar los electrones L Y M. Por lo tanto, las energias de los
rayos x caracteristicos son clasificadas de acuerdo caon el tipo de
transicién gque las provoca. Por ejemplo, los rayos x "K' resultan
de una transicidén de un electrén de otro nivel hacia el nivel K.
Los rayos x "L" resultan de la transicién de electrones de otros
niveles al nivel L, y asi sucesivamente.

También sabemos que existen subniveles de energia dentro de los
niveles K, L, M, etc. debido a ligeras diferencias de energia
entre los electrones de éstos: el nivel L tiene tres subniveles,
el nivel M tiene cinco, el nivel N tiene siete. Ya que cada
sunivel tiene diferente energia, los rayos x relacionados con
electrones de estos subniveles varian ligeramente. Estas
variaciones son tomadas en cuenta y, por ejemplo, los rayos x "K'
son subclasificados en Ka, KB y Ky: los rayos x "L" son divididos
en Le, I8, Ly v LA y asi sucesivamente con la serie M.

La eficiencia de produccicén de rayos x es baja, razon por la cual
si se genera una imdgen utilizando la radiacidén caracteristica de
un elemento el tiempo de exposicioén es 10° mayor que en el caso de
una imagen de microscopia electrénica. Esta es una limitacidn
seria puesto Que produce imagenes generalmente muy ruidosas. E1
poder de penetracicon de los rayos es, por otro lado, muy alto y
todos 1los fotones gque provienen del volumen de interaccidn
contribuyen a la imdgen de este tipo limitando su resolucidén a
lum. La eficiencia de coleccidn es baja (puesto que los rayos x no
pueden ser enfocados con las lentes) produciendo velocidades de
barride lento y tiempos de conteo 1largos para los andlisis
cuantitativos. .

III.6. Analisis cuantitativo con rayos x caracteristicos.

ELl procedimiento normal para hacer el microandlisis de una muestra
es comparar la razén de conteo de un elemento dado, primero a
partir de una drea de la muestra y luego de un espectro estandar
del elemento puro o de una aleacidén de composicidn conocida. La
razén de las intensidades, K, de los elementos de la concentracidn
desconocida con las del estandar es la medida experimental basica.
La cuantificacién del espectro de rayos x es generalmente

58



aproximada usando la técnica 1lamada "de pelicula delgada" sin
estandares.En primera aproximacién se puede tomar el factor K como
la composicion quimica de la muestra, sin embargo éste debe ser
corregide tomande en cuenta cinco procesos fisicos que son:

1. Correccidn de los elementos retrodispersados. Una cierta
fraccion de los electrones incidentes son retrodispersados en la
superficie de la muestra y no pueden producir rayos x. Esta
fraccién se incrementa con el numero atdmico de la muestra siendo,
por lo tanto, una funcion de la composicién superficial.

2. Correccion del poder de frenado. Eséé relacionado con 1la
eficiencia de produccién de rayos x. El alcance electrénico medio
serd mds grande en un elemento 1ligero pero 1la energia de
ionizacién por unidad de masa es alta y la generacién de rayos x
es baja. Como esta correccisn y la primera estin controladoas por
el numeroc atémico son a menudo etiguetadas juntas con el nombre de

"correccién del namero atdmico'.

3. Correccién por absorcién. Los rayos x son generados a varias
profundidades a través del volumen de la muestra. la intensidad
que escapa de la muestra depende de la cantidad de absorgcicn que
experimenta durante su paso hacia la superficie. Esto dependera
del volumen de interaccion, de la absorcicon del material y de la
longitud de onda de los rayos X gue seran examinados. La longitud
de la trayectoria de absorcién también depende del angulo de
incidencia del espectrémetro. Esta correccién es considerada la
mds importante.

4. Correccidn de la fluorecencia caracteristica. Los rayos x son
producidos tanto por electrones como por otros rayos x. La emisidn
de alguna linea caracteristica sera causada por el haz electrdnico
y por alguna linea caracteristica de otro elemento de la muestra.
La magnitud de este efecto depende de la composicién de la

muestra.

5. Correccién de la fluorecencia continua. Proviene de 1la
continuidad de la radiacidén presente. Es normalmente separada de
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la correccién de la fluorecencia caracteristica debido a que se
calcula diferente y porque es la mds pequeiia de las correcciones
Y, por tal razcn, frecuentemente ignoradaproduce el contraste, es
decir variaciones entre blanco y negro que dan como resultado los
tonos fotografricos.

IXI.7. Microanalisis por pérdida de energia de los electrones
(EELS).

La probabilidad de que el haz incidente pierda una cantidad de
energia dada al interaccionar con la muestra depende de los
elementos constituyentes y el espesor de ésta. La respuesta de la
muestra a esta pérdida de energia depende del ambiente
electrénico, quimico y estructural que rodean a sus dtomos. Por lo
tanto es factible pensar en 1la utilizacién de este tipo de
informacién para realizar un analisis estructural de la muestra.
Este tipo de analisis se le conoce como ‘'espectroscopia por
pérdida de energia de los electrones" (EELS: electron energy loss
spectroscopy) y el cual actualmente representa una herramienta muy
importante en la caracterizacidn de regiones microscépicas de
sdlidos inhomogeneos. Este tipo de analisis involucra el paso de
los electrones a través de la muestra, la medida de 1la
distribucidén de la energia y el &angulo de dispersion de los
electrones transmitidos. La energia pérdida por el haz incidentes
es igual a la energia ganada por los electrones de la muestra. El
tipo de informacidn que se puede obtener son entre otros: 1la
distribucidon de los elementos ligeros, el espesor de la muestra,
el tipo de enlace existente entre los atomos que constituyen a
ésta y su estructura electrénica (Fig. III.6).

El analisis por pérdida de energia electronica es realizado por
medio de un espectrémetro adecuado el cual puede separar las
sefiales provenientes de los electrones dispersados elasticamente
(pierden una cantidad despreciable de energia cuando pasan a
traves de la muestra) de acuerdq a su energia y/o a su momentum.

El analisis por pérdida de energia de los electrones puede
realizarse en el microscopio electrénico de transmisién de dos
modos distintos: a partir de la imdgen de la muestra o del patrén
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de difraccién de ésta. Si se usa el modo imagen entonces la
medida de su origen es igual al campo de visidn, es decir, el area
iluminada. En este modo la regién a analizarse esta limitada a
cambios tanto en la combinacion de 1la amplificacién con 1la
apertura objetiva come de 1la seccidén transversal del haz
electrénico al observar la imagen. En el modo de difraccién el
dngulo de resolucidn deseado y el &angulo de dispersién del haz
electrénico son obtenidos facilmente seleccionando la combinacién
de la longitud de camara y el tamafio de la apertura objetiva
mientras se observa el patrén de difraccién de area selecta en la
pantalla.

n
6| ’ "

aANA=~NI0 =T =

D =

L

ENERGIA

Fig. 1IX.6 Espectro de EELS que despliega la computadora:
representa una grafica de intensidad contra energia.
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I1X1.8, Cristalografia.

En 1665, Robert Hooke representd las formas caracteristicas de los
cristales colocando balas de mosquete en pilas, en la cual cada
bala representaba un atoma. Los atomos estan unidos por fuerzas
primarias o secundarias. En estado sdlido, se combinan de manera
que aseguran un minimo de energia interna; en consecuncia, forman
una estructura de espacios regulares que se conoce como red
espacial o cristalina® {Fig.II1.7).

Por lo tanto una red puede ser pensada como el resultado de
repetir peridédicamente una celda primitiva o celda unitaria
(Fig.III.9). Por ejemplo, ya que existen catorce formas posibles,
en nuestro caso nos apoyaremos en la figura F. El estudio de esta
celda unitaria nos conviene para simplificar los calculos o para
exhibir la simetria del cristal. Se puede definir la red espacial
como la disposicién de atomos en el espacio, de manera que cada
atomo estA situado en forma similar a cualgquier otra celda. Las
redes espaciales son producto de uniones de con los atomos.
Cristales son aquellos cuyos atomos que lo forman se repiten
periddicamente. Es posible describir analiticamente muchas
caracteristicas del cristal, haciendo referencia a sus planos y
direcciones cristalinas. '

Para el estudio de los cristales fué necesario implementar un
sistema de simbolos convencionales y poder describir asi su
orientacidn en el espacio. Estas necesidades son cubiertas con los
llamados indices de Miller (mimeros naturales). Estos nos sirven
para identificar los planos y direcciones cristalograficas en las
gue se esta observando el cristal. Las direcciones se denctan por
fu v v} y los planos por (h k 1). Los indices de Miller para
planos cristalograficos se obtienen de la interseccién gque forman
los planos ‘con los ejes coordenados,perc siendo proporcionales no

a los numeros que denotan la interseccidn sino a sus reciprocos.

EJEMFPLO:

x=1 1/%=1/1 = 1 => x=1 >Direccidén (1113}
y=1 1/y=1/1 = 1 => k=1 >Plano (111)

z=1 1/z=1/1 = 1 => 1=1
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Fig. III.7 Posibles tipos de red simple. La red "F" representa la
red del correspondiente al cristal del esmalte.

Fig.II1.8 Celda Unitaria en el espacio.
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Fig.III.9 (A)Celda Unitaria del cristal hexagonal y sus
principales planos y direcciones., (B)Celda unitaria del cristal
del esmalte, las dimensiones  presentadas son las mids
representativas.

I1I1.6 Difraccidén de electrones,

El fendmeno de la difraccidén ocurre cuando al incidir un haz de
electrones sobre un cristal este haz se dispersa. Estos haces
dispersados interfieren constructivamente en determinadas
direcciones de acuerdo con la Ley de Bragg.

La Ley de Bragg es una ecuacidén muy importante en difracién, nos
da la condicidén para que exista interferencia constructiva de 1la
radiacién incidente después de interaccionar con la nuestra, la
cual es:

2b send = na

Donde d es la distanicia entre los planos de la red en 1la
direccion de incidencia y 6 es el angulo entre el haz incidente y
la interferencia del cristal. Nos indica que 1la interferencia
constructiva entre los rayos AC'y DF se da cuando las diferencias
de caminos dpticos de 1la radicacién dispersada por planos
sucesivos es un multiplo entero n de la longitud de onda. Esto és,
el rayo DF recorre una distancia GE + EH mds gue el rayo AC,
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entonces la diferencia de caminos recorridos es de 2d sen 6. La
reflexidn de Bragg s¢lo ocurre para longitudes de onda tales que A
< 2d.(Fig.III.10).

Haz incidente Haz difraclado
A C
[b]

\\ , 5 A
810

G H
0 0

J
|

Planos atdmicos

\/

Fig. III,10 Esquema de la interaccidén haz electrdnico-muestra para
deducir la Ley de Bragg.

Los patrones de difraccidén que constan de un arreglo de'puntos
luminosos, son tipicos de monocristales. Significa que sélo un
cristal difracta el haz. Si el haz electrénico es bastante ancho o
la muestra estd formada por varios cristales pequefios orientados
aleatoriamente, es decir una muestra policristalina, el patrdn de
difraccion consistird de anillos concentricos cuyos didmetros
corresponden el espacio que existe entre los planos atdmicos del
cristal.

Un patrén de difraccion da dos +tipos de informacion
principalmente:

1- El arreglo espacial, definido en funcién de la simetria que
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presenta el patrén, de los valores de las distancias que existen
entre los puntos de difraccién y el punto central, y los angulos
que se forman entre las lineas que van del centro a cada una de
los puntos.

2- La cristalografia, apartir de un conjunto de patrones de
difraccion obtenido en diferentes orientacines de la muestra y las
intencidades de la muetra. Asi, al hacer una comparacién entre las
intensidades entre los diferentes puntos difractados y los
patrones de difraccién es posible obtener la celda unitaria que
presenta el cristal analizado.

III.7. Indexacidn de patrones,

La forma de asignar los indices de Miller (h k 1) a los puntos o a
los anillos de un patron de difraccion es lo que se conoce como
indexacion.

La obtencién de un patrén de difraceién en un microscopio
electrénico en primera aproximacién es mostrado en la figura
IXr.11l. En donde R es la idstancia entre el haz mis intenso del
patrén es decir el haz transmitido, y un punto de difraccién.

La ecuacién Rd = AL relaciona las distancias interplanares d en el
cristal con distancia R en el patrdén de difraccidén. AL es llamada
constante de cdmara la cual es fdcil de calcular puesto que L es
generalmente dada por el instrumento. Al conocer el voltaje de
aceleracion A queda fija. Por lo tanto, podemos obtener una lista
de distancias intexplanares del cristal y comparar sus valores con
tablas de distancias para diferentes cristales (aquellas obtenidas
a partir de analisis de rayos x) y ‘encontrar el tipo de cristales
que se trata.
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fluorescente ¢ o

Fig. 11X.11 Esquema que representa la longitud deé cédmara (L) y la
distancia del haz transmitido en cualquiera de 1los puntos
difractados (R).
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CAPITULO IV
PDESARROLLO EXPERIMENTAL

El proceso experimental utilizado para la preparacion de muestras
del esmalte es el mismo que se utiliza para la preparacién de
muestras cerdmicas para su observacién por MET. En este capitule
describiremos los pasos a seguir para producirlas.

IV.1 Obtencicn de los dientes a estudiar,

La recoleccidn de nuestras muestras se realizo en la Clinica de
Exodoncia y el Departamento de Odontopediatria de la Facultad de
odontologia. Desde el momento de su obtencién hasta que fueron
utilizados se conservaron en agua destilada.

Se utilizaron cuatro molares temporales de 10 afios, cuatro
premclares de 15 aflos y cuatro molares de 76 afios todos libres de
caries. De cada pieza dental se obtuvieron minimo cuatrc muestras
para analizarlas por microscopia electrénica de barride y de
transmisién, asi como para rayos x.

IV.2. Muestras para Microscopia Electrénica de Barrido.

Las muestras preparadas para el microscopio electrénico de barrido
se obtuvieron primero mediante una recortadora de diamante. El
tamafio de las muestras fueron de aproximadamente 1lcm de large
procurando abarcar el espesor del esmalte, Yy en otras ocasiones se
ocupo el total de la corona previo un corte longitudinal del total
de la pleza dentaria. Posteriormente fueron desvastadas y pulidas
mecdnicamente (DIMPLER 200, E.A. Fishione), grabadas con &cido
fosférice durante un minuto y por ultimo se les cubrié con una
capa delgada de oro. El atague tiene como objetivo el realce de
las estructuras del esmalte.

1V.3, Muestras para Microscopia Electrénica de Transmisidn.

La preparacién de muestras para microscopia electrénica de
transmisién fueron obtenidas yealizando cortes con disce de
diamante hasta obtener blogues de 0.3 x 0.3 x 0.1 cm después se
realizd un desgaste mecdnico hasta lograr un espesor de 60 micras.
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Por ultimo se desgasté con una pulidora idénica (Dual Ton Mill.
Mod. 600. GATAN) para obtener una perforacidén en el centro de la
muetra de aproximadamente 13 micras (Fig.Iv.1). :

CORTE

APLAKADE
DESGASTE  MECANTCO
N ruLlpe
}d F PREFERENCIAL
s
j - — ——
10pm

AT A Art

DESGASTE 1QN1CO

Fig. IV.1 Esquematizacion de la técnica utilizada para preparacioén
de muestras de microscopia electrénica de transmisién.

En el caso de las muestras para el microscopio electrénico deben
ser suficientemente delgadas para gue sean transparentes a los
electrones. Estos espesores son del orden de 10 a 150 nm.y una
mayor zona de andlisis.

De cada edad fueron realizadas dos muestras; una en corte
transversal y otra en corte longitudinal con respecto al eje de
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los prismas (Fig.IV.2). Las muestras para microscopia electrdnica
de transmisidn convencicnal fueron las mismas para el analisis de
alta resolucidn.

)"‘\” h
\\ ZAIIRY n .
\\ T Il
\\ / .
\
\

/
/

/
SECCION LONGITUDINAL \‘ y  SECCION TRANSVERSAL

Fig. 1IV.2 Tipos de cortes realizados a las piezas dentarias para
la obtencidn de muestras.

IV.4. Muestras para rayos X,

En el andlisis de muestras dentarias por rayos x, se utilizé un
Difractémetro Siemens D 500. Las piezas dentales fueron
pulverizadas con un motor de baja velocidad (AMERICAN) y una fresa
de diamante tomando dos piezas dentarias de cada edad. Asi también
se realizaron dos muestras en pastilla de cada edad en dos
diferentes direcciones: longitudinal y transversal con respecto al
eje del prisma. Mientras que para el microandlisis por medio de
EDX las muestras fueron realizadas en pastillas siguiendo la misma
preparacion que las de barrido a excepcidn gue se les aplicéd una
capa de carbon. Tomando una muestra de cada edad de la porcién

cuspidea en seccién transversal.
IV.5 Equipo utilizado,

El microscopio electrdnico de transmisién utilizado fué JEOL
100CX, el cual tiene un porta muestras de doble inclinacién que
nos permite inclinar la muestra 160° dentro de una esfera. Las
imagenes de alta resolucion fueron obtenidas con un microscopio

70



electrénico de transmisién JEOL 4000EX de alta resolucién MEAR
(Fig. IV.3). Para el anilisis por microscopia electrdnica de
transmisidén convencional fué utilizado un microscopio 100 CX MET
(Fig.1V.4). El microscopio electronico de Barrido utilizado fué de
la marca JEOLT-5200 MEB (Fig.IV.S).

El desvastador 4iénico utilizado para 1la preparacién de las
muestras de transmisién fué um Dual Ion Mill y se muestra en la
figura IV.6.

En la figura IV.7 el Difractdmetro utilizado para el analisis de
rayos X.
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Fig. IV.3 Microscopio Electrdnico de Alta Resolucidn.
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Fig. IV.4 Microscopio Electrénico de Transmisidn.
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Fig. IV.5 Microscopio Electrénico de Barrido.
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Fig., IV.6 Desvastador ionico Dual Icn Mill.
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Fig. IV.7 Difractémetro de Rayos X utilizado.
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CAPITULO V

RESULTADOS

En este capitulo los resultados obtenidos por microscopia
electrénica de barrido, microscopia electrénica de transmisidn,
microscopia electrénica de alta resolucién y micreandlisis
electrénico del esmalte de nifio, adolescente y anciano seran
presentados. Los resultados son mds que excelentes y nos han
permitido hacer una continuacién del trabajo que, desde hace un
afio y medio, se viene realizando en este campo.

V.1l. Microscopia Electrénica de Barrido.

Las caracteristicas estructurales mencionadas en el capitulo del
esmalte fueron observadas por medic de esta técnica. Los
resultados obtenidos por Microscopia Electrénica de Barride son
los siguientes: se observé y compard las estructuras anatdmicas
del esmalte tales como prismas compuastos por cristales de
apatita. En su corte longitudinal presenta el eje mayor de los
prismas con una ligera ondulacién en su trayecto. Estos prismas se
encuentran delimitados por las estructuras llamadas vainas que los
separa uno del otro. Ademds se observarocn las lineas de Retzius
que son las capas de crecimiento del esmalte.

Es necesario hacer notar agqui que el contraste mostrado por la
imagenes de microscopia electrénica de barrido dependen
fuertemente de la orientaciodn que presenta la muestra con respecto
al haz electronicc. Esto es wmas facilmente explicado por medio de
la figura V.1. En esta figura el contraste varia fuertemente
cuando la muestra se inclina de ©0° (Fig.V.1A) a 45° en una
direccidn dada (Fig.V.1B) o a 45° en direccidn contraria (Fig.
V.1C). Por lo tanto, es necesario sehalar la orientacién que
guarda la muestra con respecto al haz electrdnico cuando se habla
de las imagenes de barrido del prisma. En nuestro caso las
imagenes andlizadas mostraron u;'za orientacidn cercana a 0°.

Las figuras V.2, V.3 y V.4 muestran las imagenes de microscopia
electrénica de barrido en el caso para nifio, adolescente vy
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Fig. V.1 Diferentes contrastes de los prismas de acuerdo a la
angulacion de el haz electrénico en la que fué tomada la fotografia.
(a)0°, (B)+45", (¢)-45°.
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Fig. ¥.2 Imagenes del esmalte dental infantil por MEB. (A)Vista
géneral, (B) Seccidn longitudinal, (C) Seccidn transversal,

(D)Seccisén transversal a mayor amplificacién.

79



Fig. V.3 Imagenes de 4 vistas del esmalte de adolescente por MEB.

(A)vista general, (B)Seccién longitudinal, (C)Seccidén transversal,
(D) Seccidn transversal a mayor amplificacién.
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Fig. V.4 Imagenes del esmalte de anciano observado por MEB.
(A)Vista general, (B)Seccién longitudinal, (C)Seccidén transversal
y (D)Seccion transversal a mayor amplificacion.
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anciano. En estas figuras, en el inciso (A) se muestra una vista
general del esmalte; en el inciso (B) los prismas vistos en
direccién longitudinal; en el inciso (C) estos prismas son
observados en seccidén transversal; en el inciso (D) se muestra los
prismas en seccién transversal a mayor amplificcion en la cual los
cristales de apatita que conforman los prismas son observados. A
partir de estas figuras, principalmente de las mostradas de los
incisos (B) y (C), se obtiene que las dimensiones de los prismas
son los siguientes: en el caso del nific el prisma tiene un tamajio
de 3.6 um en diametroiel prisma del joven tiene un didmetro de
5.68 um; y en el caso del anciano 5.66 pm. El ancho de estos
prismas, en el tercic medio del diente, presenta un valor muy
aproximado en lo que respecta al joven Yy anciano: en el caso del
nific 3.90 um; del joven 6.2 um y en el caso del anciano 6.0 um. Es
decir, el prisma muestra un crecimiento de aproximadamente 1lum
apartir de la infancia hasta 1la adolescencia, después de la cual
sus dimensiones permanecen mds o menos constantes. Es decir 1 pm a

nivel atémico es referirse a una dimensidn grande
V.2, HMicroscopia Electrdnica de Transmision.

La microscopia electrdnica de transmisién nos permitié observar
los cristalitos de la apatita que conforman los prismas del
esnmalte. En este caso también obtuvimos resultados relevantes. La
figqura V.5 muestra la imagen de campo claro (A) y de campo obscuro
(B) de 1la mnuestra infantil vista en seccién longitudinal; 1la
figura V.6 y V.7 muestran las imagenes de campo claro y obscuro
tanto en seccién transversal como longitudinal respectivamente ‘de
la muestra joven; las figuras V.8 y V.9 denota estas imagenes para
el caso de la muestra anciano. Los cristalitos en general, cuando
se observan en seccién transversal, no mostraron una forma
completamente hexagonal (Fig,V.6A y V.8A). Por el contrario son
muy irregulares. Esto esta en completo acuerdo con la morfologia
de los cristalitos del esmalte reportados por otros
investigadoresw. La forma irregular de los cristalitos gueda mas
que confirmada en las imagenes de campo obscuro {Fig.V.6B y V.8D).

A pesar de lo anteriormente expuesto, y apartir de las figuras
v.5, V.6, V.7, V.8, ¥ V.9, podemos dar una aproximacién de 1las
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Fig., V.5 Muestra infantil vista en sgeccidn longitudinal mediante
(A) campo claro y (B) campo obscuro.
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Fig. V.6 Imagenes de campo clarc (A} y obscuro (B) en seccién
transversal de la muestra joven. Las flechas muestran la presencia
de la linea obscura en los cristalitos.
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Fig. V.7 Imagenes de campo claro (A) y obscuro (B) de muestra
joven en un corte longitudinal.
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Fig. V.7a Imagenes de campo claro (A) Yy campo obcuro (B) de
seccidn longitudinal. las flechas indican la presencia de la linea
obscura en los cristales.
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Fig. V.8 Imagen de la muestra de anciano en corte transversal, (B)
campo claroc y (B) campo obscuro. las flechas indican la presencia
de la linea cbscura en los cristalitos.
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Fig. V.9 Imagen del esmalte de la muestra de anciano en corte
longitudinal. (A} campo claro, (B) campo obscuro.

a8



dimensiones de los cristalitos en los diferentes casos. En el caso
de la muestra infantil las dimensiones fueron de 29.7 nm en
espesor Yy 300 nm en longitud. la muestra joven presentd 51.4 nm en
espesor Yy 600 nm en longitud. La muestra anciano presentd un
espesor de 58.3 nm y longitudes de 800 nm. Esto es, también en lo
que respecta a las dimensiones del cristal de apatita del esmalte
se presenta un crecimiento desde la nifiez hasta la adolescencia y
después permanecen constantes.

Es muy importante hacer notar las diferencias gue se presentaron
entre las muestras infantil, joven y anciano cuando se observaron
en la dirececidén longitudinal (Figs.Vv.5, V.7 y V.9). Las muestras
infantil y adulto presentan cristalitos de esmalte alargados y
bien definidos a lo largo de toda la muestra; como se puede notar
principalmente en los campos claros. Sin embargo la muestra
anciano presenta pocas zonas, que son relativamente pequefas, en
donde los cristales son alargados (Fig.V.5). La mayor parte de
ésta presenta cristales pequeios dque asemejan bastante a los
observados en la seccién transversal (Fig.V.10), sugiriendo un
rompimiento de los cristales alargados con respecto al
envejecimiento. Este es un resultado muy importante porque indica
que a medida que pasa el tiempo los cristales de la apatita del
esmalte tienden a perder su forma alargada en su seccidn
longitudinal y se rompen.

Un resultado tambien muy interesante es el que se muestra en la
figura V.11, Yy es el que se refiere a la existencia de la linea
obscura en las muestras observadas. La linea obscura se presentéd
si no en todos los cristales si en la mayoria y en todas las
miestras estudiadas, sin importar éue fueran de nifio, adolescente
o anciano. La figura V.11A muestra los cristalitos del esmalte en
direccién transversal y la figura V.11B los muestra en la
direccién longitudinal. Esto demuestra que la linea obscura es en
si un plano en la muestra volumétrica y dque se presenta
independientemente de la edad del esmalte.

Los patrones de difraccién electrdnica muestran diferencias muy
interesantes en las direcciones tanto transversal como
longitudinal. La figura V.12 muestra los patrones de difraccién de
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Fig. V.1lu Imagen de microscopia electrdnica de transmisién del
esmalte de la muestra observada en corte transversal. (A) campo
claro y (B) campo obscuro. '

90



Fig. V.11 Imagenes de microscopia electrénica de transmisién que
muestran la presencia de 1la linea obscura(sehalada por las
flechas. (A) En corte transversal y (B) en corte longitudinal.
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Fig. V.12 Patrones de Qifraccion de drea selecta de las muestras
infantil (A), adolescente (B) y anciano (C) en seccidén
longitudinal. Las diferencias entre ellos en forma son evidentes.
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area selecta en la direccidén 1longitudinal en el caso de las
muestras infantil (A), adolescente (B) y ancianoc (C). Todos estos
patrones son facilmente indexables de acuerdo con las distancias
interplanares de la hidroxiapatita (Ver Tabla de la Fig.II.26). El
patrén de difraccién de drea selecta de infantil (Fig.v.123)
muestra un semiarco muy intenso con lo cual sugiere la existencia
de una orientacién preferencial a lo largo de la orientacidn del
eje mayor de los cristalitos. E1 &ngulo del arco de éstos
determinan la magnitud de la desviacién en grados que sufren estos
cristales en un arreglo texturalizado. El patrdén de difraccidén de
drea selecta de la muestra juvenil presenta una serie de arcos
concéntricos los cuales indican tambien la presencia de cristales
con orientacisdn preferencial. Sin embargo el arco intensc (002) ha
desaparecido. No obstante este tipo de patrén de difraccién aun
presenta una muestra texturizada, es decir una muestra presenta
una determinada inclinacién de su eje mayor con respecto a la
direccion del haz electrodnico incidente. En éste tipo de patrones,
cuando la muestra se inc¢lina a lo largo del didmetrec paralelc al
eje de inclinacién, los arcos coinciden con el patrén de anillos
original; mientras que a lo largo del didmetro perpendicular los
anillos originales desaparecen y aparecen otros nuevos puesto gque
la inclinacién provoca gque la esfera de reflexidén (esfera de
Ewald) corte los planos de las capas de mayor orden. Los patrones
de difraccién de la muestra anciano (Fig. V.12C) no presentan
mayor cambio si se toman en seccidén transversal o longitudinal
(compararse con la Fig. V.12 y V.13). Esto indica de nuevo el
rompimiente de los cristales de apatita del esmalte produciendo
que no exista diferencia entre los contrastes mostrados en estas
dos direcciones: ambas estan formados por cristalitos de forma
irregular y no mostrando direcciones preferenciales.

Debemos hacer notar las diferencias que se presentan en 1los
patrones de difraccién de las muestras en estudio cuando se
observan sin la apertura de 4rea selecta. En éste caso el &rea de
la cual proviene las reflexiones difractadas es mucho mayor. Estos
patrones de difraccién se muestran en la figura V.14, siendo el
patrén de difraccion proveniente de la muestra infantil mostrada
en el inciso A, mientras que la juvenil y anciano se muestran en
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Fig. V.13 Patrones de difraccion en seccién transversal. (A)
Infantil, (B) adolescente y (C) anciano.

94



Fig. V.14 Patrones de difraccidén en la direccidén longitudinal de
los prismas de las muestras (A) infantil, (B) adolescente y (C)
ancianc pei'o ahora sin 1la apertura de drea selecta. Las
diferencias entre ellos y los mostrados en la fiqura V.13 es
evidente,
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los incisos B y C respectivamente. De nuevo observamos diferencias
entre los patrones de la muestra infantil con los de las muestras
j,uvenil y anciano.

En el caso de los patrones de difraccién de area selecta de las
muestras en seccién transversal, éstos reproducen el contraste
mostrado en la figura V.12 como se muestra en la figura V.13 para
el caso de la muestra de adolescente y (Fig.V.15) para la muestra
anciano. De nuevo observamos diferencias en intensidades entre los
patrones de difraccién de 4rea selecta (Figs.V.13B y V.15B) con
respecto a los patrones de difraccidn sin la apertura de d&rea
selecta (Figs.V.13A y V.15A). Sin embargo estas diferencias no son
tan pronunciadas como en el casc de los patrones de difraccidn
obtenidos en 1la direccién longitudinal (Figs.v.12 y V.13).
Recordemos que el patrén de difraccidén sin la apertura de area
selecta proviene de una Aarea mayor que en el caso cuande la
apertura esta puesta.

Fig. V.15 Patrén de difraccion de la muestra de adolescente (A)
con y (B) sin apertura de &rea selecta respectivamente. Ndétese que
algunos anillos de los que aparecen debiles en (A) desaparecen en
(B).
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Esto nos sugiere gqgue los anillos gque desaparecen provienen del
drea que difractan fuera del diametro de la apertura.

V.3. Microscopia Electrdnica de Alta Resolucion,

Las imagenes de alta resolucién  del esmalte  muestra
caracteristicas muy interesantes (Fig.V.16), como ya sge a
comentado en trabajos anteriores’. Se hizo notar la existencia de
material amorfo entre los cristales (marcado con A en la figura
V.16), seguramente residuos de materia orgénico. La figlra v.16
muestra una imagen tipica de alta resolucidn del esmalte y cuyo
analisis demuestra que corresponde a la direccién [0001] de 1la
estructura de la hidroxiapatita.

Fig. V.16 Imagen de microscopia electrénica de alta resolucidén de
la hidroxiapatita con la direccién [06001].
!

La figura V.17 muestra las imagenes tanto de microscopia
convencional en campo claro (Fig.V.17A) como de alta resolucidn
(Fig.v.17B) en la direccidn longitudinal. Como puede observarse
ésta figura corresponde a la linea obscura observada en estos dos
modos. La figura V.18 presenta las imagenes de alta resolucicdn de
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la linea obscura, en donde las imagenes mostradas en los incisos B
Yy C son una amplificacién de la mostrada en A los recuadros
mostrados en C corresponden a la imagen simulada en la direccién
[1100) de la linea obscura cuando se utilizan modelos en los
cuales existen vacancias de Ca a lo largo de esa direccidn’. Como
se puede observar la imagen simulada concuerda bastante bien con
la imagen experimental. Todo esto demuestra que la linea obscura,
que se muestra como linea tanto en las muestras de seccién
transversal como longitudinal, corresponde, por o tanto a un planc
que intersecta completamente al cristal de la apatita del esmalte,

V.4. Analisis Quimice

El analisis gquimico de las muestras se realizé por medio de tres
técnicas diferentes. La pregunta gue nos planteamos aqui, y que
intentaremos contestar, es sobre el tipo de técnica de analisis
quimico que nos permita conocer la composicién del esmalte
principalmente alrededor y en la zona de la linea obscura. Debido
a que las muestras presentaban a grosomodo los mismos resultados
con cada una de las técnicas utilizadas, comentaremos cada uno de
éstos resultados en forma general. Es decir sin referirnos a
alguna muestra en particular, con excepcién del primer caso que
describiremos.

V.4.1 Anadlisis por Espectroscopia de Dispersicon de Energia de
Rayos X Caracteristicos (EDX).

El microandlisis realizado por medio de espectroscopia de
dispersién de rayos x muestra que las diferencias entre 1las
muestras infantil, juvenil y anciano son minimas en lo gque a
concentraciones gquimicas se refiere (Figs.v.19, V.20 y V,21). En
este caso todos los elementos de la hidroxiapatita, con excepcidn
del H, son mostrados en las figuras. También se muestran las
senales de algunos elementos traza como son el Na, Si, Cl y Mg.
Sin embargo las concentraciones relativas de las tres muestras son
aproximadamente iguales. La sefial de C proviene de la delgada capa
de C con la cual se cubridé la muestra para poder ser observada por
medio de electrones en los microscopios y para minimizar su dafio,
como se describid en el capitulo de desarrollo experimental.

98



Fig, V. 17 La linea obscura en muestras de seccidn longitudinal.
(A) En imagen de campo obscuro y (B) en imagen de alta resolucidn,
Las flechas indican algunas de éstas.
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Fig. V.18 Imagenes de alta resolucién del esmalte en seccién
longitudinal. (A)Vista general, (B) a mayor amplificacidn. En (C)
la posicidn de las columnas atomicas y los recuadros muestran las
imagenes simuladas.
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Pioncer Display - Speclrumb i L

EVFS: 5000 Livetime: 200 %
. Deadtime: 21% i
Ca

Element k-ratio

0 -K 0.09885 0.925 4.964 1.000 65.29 45.41
Na-K 0.00378 1.022 2.185 0.999 0.84 0.84
Mg-i{ 0.00099 1.004 1.654 0.997 0.15 0.16
P-K 0.14827 1.058 1.116 0.993 12.91 17.38
Ci-K 0.00282 1.087 1.112 0.980 0.22 6.33
Ca-K 0.32675 1.070 1.026 1.000 20.59 35.87
Total 100.00 %

Fig. V.19 Espectro de rayos x caracteristicos de la muestra
infantil tomado por EDX.
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Livetime: 200
Deadtime: 23%

Ca

Element k-ratio F A F Atom % Wt %
0 -K 0.11320 0,930 4.668 1.000 68.64 49,16
Ma-K 0.00408 1.030 2.218 0.999 0.90 0.93

Mg-K 0.00162 1,012 1.672 0.997 0.25 0.27
P -iC 0.13026 1.065 1.120 0.9932 11.12 15.42
Ccl-K 0.00188 1.097 1.101 ©0.981 0.14 0.22
Ca-K 0.30861 1.077 1.022 1.000 18.94 33.99
Total 100.00 %

Fig. V.20 BEspectro de rayos x caracteristicos de la muestra
adolescente tomado por EDX.
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Pioneer Display - Speclrumi
A]vrFs: 5500

Livetime: 200
Deadtime: 19%

Ca

Element k-ratio
0 -K 0,10507
Ma-K 0.00323
Mg-K  0.00098
P -K 0.14470
Ci-K 0.00367
Ca-K 0.31495
Total

A
0.927
1.027
0.968
1.061
1.048
1.073

A F Atom % Wt %
4.824 1.000 66.74 47.01
2.204 ©.999 0.72 0.73
1.599 0.996 0.14 0.15
1.117 0.993 12.48 17.02
1.140 0.975 0.27 0.43
1.625 1.000 19.64 34.66

100.00 %

Fig. V.21 Espectro de rayos x caracteristicos de 1la muestra

anciano tomado por EDX.
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Fl que no se presente diferencia aparente entre los espectros de
las diferentes muestras es un resultado importante pero, 'sin
embargo, también limitante. Por las caracteristicas mismas de la
twchica, el gue no podamos analizar &reas menores a 10 nm. en el
mejor de los casos, nos indica que esta técnica no nos ayudara en
el andlisis quimico de la zona de la linea obscura como es nuestro
objetivo.

Es muy importante hacer notar que si se cuenta con el dispisitivo
adecuade en el microscopio electrénico pueden obtenerse imagenes
de concentracién que se conoce cominmente como mapeos quimicos
(Fig.v.22). Es decir en las imagenes del microscopio electrdnico
las zonas de las cuales proviene la sefial del elemento son
resaltadas, como se muestran en la figura V.22B. En la figura
V.22A se muestra el mismo espectro que se observa en las figuras
V.19, V.20 y V.21. Comc puede observarse en la figura V.22B la
homogeneidad de la muestra es demostrada.

Esta parte de la técnica presenta un buen potencial en el analisis
de la linea obscura siempre y cuando seamos capaces de medir sus

concentraciones relativas.

Aquil debemos de resaltar que la sefial del Si provenga posiblemente
del papel lija que se uso para la preparacidén de la muestra. Por
lotanto, debemos asegurarnos de mejorar el método de limpieza gque
se utiliza después de gue la muestra ha sido pulida

V.4.2 Andlisis por Rayos X.

El anadlisis por difraccidén de rayos x en una muestra de esmalte en
polvo (Fig.V.23A) demuestra gque la estructura del esmalte esta
formada en su mayor parte por hidroxiapatita, lo cual era de
esperarse. Sin embargo cuando la muestra que se analiza por esta
técnica no es en polve sino en pastilla, se obtienen resultados
muy interesantes. Dependiendo de que regidén del esmalte se obtiene
la pastilla los resultados son diferentes. Por ejemplo el patrén
de difraccién de rayos x mostrado en la figura V.24B se obtuvo de
una pastilla proveniente de un corte transversal de la zona
incisal, mientras gue el mostrado en la figura V.25C se obtuvo de
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Fig. V.22 (A)Representa el espectro de los elementos que existen
en la superficie del esmalte y (B)Es el mapec que resalta la zona
de donde proviene la sefial del elemento.
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Fig. V.23A Difractograma obtenido a partir de polvo de esmalte.
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Fig., V.24B Difractograma obtenido de un corte transversal del

espalte a la altura de la zona incisal.
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Fig. V.25C Difractograma obtenidode un corte Hozawncnwswu del
esmalte a la altura dela zona del tercio medio.
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un corte longitudinal del tercio medio.

Como puede observarse éstos difractogramas muestran la existencia
de direcciones bpreferenciales en el esmalte. Por principio de
cuentas en la figura V.24B la direccién [002] es mayor que la
{122] y la direccién [402) es mayor que la (320]. En la figura
V.25C se presenta el caso contrario con respecto a estas
direcciones. Esto demuestra la existencia de direcciones
preferenciales en el esmalte pero que no corresponden a las mismas
en distintas zonas del diente (Fig. V.26).

Fig.Vv.26 Imagen del hexdagono mostrando- los planos que mis se
presentan en los difractogramas.
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V.4.3 Analisis por Pérdida de Energia de los Electrones {(EELS).

El andlisis quimico por perdida de energia de los electrones es
una de las técnicas gque mas prometen en el anialisis de la
estructura del esmalte y la relacion gue guardan sus elementos con
las impurezas. Esto es consecuncia de las caracteristicas que ésta
presenta y que han sido ya discutidas en el capitulo de
microscopia electrénica.

La figura V.27 muestra el espectro de EELS caracteristico del
esmalte los incisos A y B son el mismo espectro gue por falta de
espacio en la pantalla fué dividido en dos. Al igual que en los
espectros de EDX 1los elementos del esmalte son mostrados con
excepcién del H. El andlisis de las formas que presentan sus
sefiales nos permitiran conocer con detalle la estructura local de
estos elementos con respecto a los elementos traza. Como puede
observarse en la figura V.27 el ezmalte analizado presenta los
mismos elementos mayoritarios gque en el caso del apalisis por EDX
lLa sefial proviene del Si no aparece, lo cual confirma nuestra
hipétesis de que el Si presentado en el analisis por EDX proviene
del papel lija que se utilizé durante la preparacion del esmalte
para su observacién por microscopia electrédnica de barrido, que
fueron las gqgue se utilizaron en EDX.

Volvemos a mencionar gue el hecho de que hayamos obtenide este

tipo de espectro a partir del esmalte abre las puertas a un gran
numero de estudios estructurales en éste campo.
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CAPITULO VI

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo fueron excelentes y nos
permitieron adentrarnos aun mas en el conocimiento de 1la
estructura cristalina y morfoldgica del esmalte. El1 analisis de
muestras de distintas edades nos permitié conocer en cierta forma
la evolucidén que presenta el esmalte con respecto al tiempo.
También nos permitié obtener informacién adicional sobre el
defecto planar conocido como la linea obscura. En este capitulo
realzaremos los resultados dque consideramos los mas importantes,
en lo que al conocimiento del esmalte se refiere, y los cuales ya
se presentaron en el capitulo anterior.

VI,1 Microscopia Electrénica de Barrido,

La microscopia electrdnica de-barrido en el analisis estructural
del esmalte, principalmente del prisma, tiene mucho que decir.
Aparte de permitir la observacion de los componentes estructurales
del esmalte como son los prismas, las vainas, las 1lineas de
Retzius. etc,, también nos ha mostrado algunas variantes en el
contraste de los prismas mismos (como se puede observar en las
figuras de MEB mostradas en el capitulo de esmalte). En algunos de
los prismas mostrados (que han sido marcados con flecha) se
observa un proceso de ataque distinto al resto de los prismas, a
pesar que todos ellos fueron sometidos al mnismo tratamiento
guimico. En algunos casos podemos ver un contraste tipo dona y en
otros casos la vaina ha sido atacada preferencialmente. También
podemos ver diferentes tipos de patrones de atagque en otros
prismas. Esto indica zonas de ataque preferenciales en el esmalte
y que bien podrian ser un producto de calcificacién inhomogenea en

2,17

éste Todo ésto representa un campo de trabajo atn virgen en

su mayor parte.

A partir de las imagenes de barrido, se obtuve un incremento en
las dimensiones de 1los prismas del esmalte entre 1la muestra
infantil y adolescente. Esto indica un crecimiento en este lapso
de tiempo de estos prismas gque después de la adolescencia
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permanece constante. Este tema lo discutiremos junto con 1los
resultado de MET.

VI.2 Microscopia Electronica de Transmisidn.

La micréscopia electrénica de transmisidén, al igual gue 1la
microscopia electrénica de barrido, mostré una evolucién en el
tamafio de los cristales. En el caso de la microscopia de barrido
los prismas de la muestra infantil son relativamente mis pequefios
que en el caso de las muestras juvenil y anciano. La misma
situacién tenemos en el caso de los cristales que conforman a
estos prismas: los cristalitos del esmalte también presentan un
crecimiente en sus tamafios. Esto era de esperarse puesto que el
esmalte de los dientes infantiles no han alcanzado completamente
su tamafio y se encuentran en proceso de obtenerlo con el tiempo,
como en el caso de la muestra juvenil. Se ha demostrado™, que una
vez que 1los ameloblastos producen el esmalte, los cristalitos que
lo forman muestran un proceso de crecimientc haste ocupar todo el
espacio disponible para ellos. Nuestros resultados muestran gque
este tamafio se obtienen hasta que la persona es joven y durente su
nifiez los cristalitos aun estan creciendo.

La microscopia electrdnica de transmisién también mostré el
rompimiento de los cristales a lo largo de su eje ¢ con respecto a
la edad. Las fotograf_ias de campo claro de esmalte en las muestras
infantil, adolescente y anciano son algo diferentes. Las imagenes
de las muestras infantil y adolescentes son muy parecidas en lo
que al contraste se refiere; es decir, mnuestran cristales
alargados en la direccién c en secciones 1longitudinales. Sin
embargo el contraste observado en la muestra anciano no se
diferencia del mostrado en la seccidén transversal: los cristales
no son alargados en la direccién c. Este es un resultado muy
importante puesto que nos ha permitido observar que el esmalte de
anciano pierde sus propiedades al menos desde el punto de vista
estructural. Esto ultimo debe .ser tomado en cuenta para explicar
las propiedades que el esmalte de las personas seniles presenta.

Otro resultado importante lo presenta el hecho de que las imagenes
en campo claro de los cristalitos en seccidén longitudinal se
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muestran alargados. Sin embargo las imagenes de campo obscuro
muestra que estos cristalitos estian compuestos en si  de
cristalitos mas pequehos y en distintas orientaciones con respecto
al haz, pero siempre mostrando su eje ¢ perpendicular al haz
electrdnico. Es decir los prismas estdn compuestos de pequeiios
cristalitos alargados a lo largo de su eje ¢, y estos ultimos a su
vez estdn compuestos de cristales aun mas pegquenos también
paralelos a su eje c. Es decir leos cristales alargados son en
realidad cristales compuestos“.

VI.3 Andlisis Quimico.

Se ha comentado frecuentemente en este trabajo que el esmalte
dental humano estd formado por un tipoc de fosfato de calcio
llamado apatita. En si esta apatita se identifica bastante con la
hidroxiapatita, pero en este casoc es una hidroxiapatita impureza.
A pesar de todo, y como los trabajos de simulacién de imagenes han
demostrado, la estructuta de la hidroxiapatita gue nos permite
conocer las caracteristicas de la apatita del esmalte. Son varios
los elementos que impurifican a la hidroxiapatita, sustituyendo a

los atomos de Ca la mayoria de las veces.

Estas impurezas juegan un papel importante en las propiedades del
esmalte y su andlisis es crucialen el conocimieto de la estructura
de éste. Desafortunadamente este analisis no es tan facil cemo
parece puesto que requere de un analisis local en 4reas de
dimensiones de nm.

En este trabajo hemos realizado el anadlisis quimico del esmalte
por medio de diferentes técnicas y se ha observado que todas ellas
nos dan las concentraciones de los elementos gque componen 1la
hidroxiapatita. Todas éstas técnicas no presentan los analisis
quimicos que provienen de zonas cuyas dimensiones son del orden de
100 nm en las mejores condiciones. Sélo por mencionar, la linea
obscura presenta espesores aproximadamente de 1 nm. Sin embargo
ninguna de ellas es capaz de analizar ymostrarnos la concentracién
de H, resultado que ninguna de estas técnicas lo daran por el
momento. Tal vez a futuro cuande evoluclonen aun mas los
detectores utilizados.
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De todas las técnicas utilizadas aquella que mas promete dentro
del andlisis estructural de la linea obscura, por las dimensiones
de ésta, es la de EELS. Como se a comentado anteriormente, es
altamente probable que la linea obscura represente una variacion
local en la composicién quimica de la estructura del esmalte. La
linea obscura es un planc atémico en la estructura del cristalito
y por lo tanto,el andlisis que se haga de ello deberd ser a nivel
atémico. La técnica de EELS, por lo tanto, presenta todas las
caracteristicas que un andlisis a nivel atdémico reguiere, lo cual
la hace iddnea para el analisis de la linea obscura.

VI.4 Linea obscura.

En este trabajo se ha demostrado que la linea obscura se observa
en la mayoria de los cristales observados en la secclén
transversal y en algunos de los cristales en seccidén longitudinal.
Esto demuestra que la linea en si representa un plano en el
volumen del cristal. El hecho de que se vea en la mayoria de los
cristales observados en seccidén transversal implica que el corte
intersecta al plano "de la linea obscura" independientemente de la
altura del corte. En el caso del corte Ilongitudinal 1la
probabilidad de que se intersecte éste plano es menor puesto que
la orientacion de los cristales en esta orientacién se da en forma
aleatoria alrededor de su eje c, como se comentd en la seccidn
anterior.

varios autores'han interpretado éste plano como el indicio de la
descalcificaidon que sufre el diente durante el proceso carioso.
sin embargo las observaciones hechas por Nylen® indican 1la
presencia de ésta desde estadios iniciales del creecimiento. Es
deecir ésta linea se presenta inmediatamente después de la
nucleacidn de los cristales. Por lo tanto la suposicién de que sea

un producto de desmineralizacidn pedria ser no correcta.

otros autores® lo han interpretado como un defecto planar, el cual
puede terminar tanto dentro como fuera del cristal de esmalte. La
ausencia en las imagenes de microscopia electrénica del contraste
de alqun defecto cristalino conocido indica que no se trata de
ninguno de ellos; es decir no se trata de dislocaciones, fallas de
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apllamiento, frontera de antifase o frontera de gemelacién. E1
hecho de gue el defecto planar algunas veces termine dentro del
cristalito indica que no puede ser una frontera cristalina.

Otros autoresm han expuesto la idea de que este defecto se debe a
la existencia de un plano del cristal con composicién distinta,
principalmente un plano de carbonato cuyos jones forman una
estructura cristalina coherente a la estructura de la
hidroxiapatita. Esto significaria que durante el procesoc de
crecimiento del esmalte grandes cantidades de iones impureza se
epcuentran presentes y se incorporan preferencialmente en el
centro de los cristalitos en crecimiento. Sin embargo este punto
tiene ailin gue ser comprobado.

Apesar de todo lo anterior no podemos descartar la posibilidad de
que a lo largo de este plano se inicie el proceso carioso. Puesto
gque siendo un defecte por naturaleza la probabilidad de ¢ue se
inicie la destruccién del cristal en él es alta., En los procesos
de desmineralizacién ha sido demostrado gue éste se inicia en el
centro de los cristales, apoyando la idea de gue este plano
representa una zona de vulnerabilidad del esmalte’.

Experimentalmente la linea obscura es dificil de observar en el
microscople electrénico de transmisidén. Esto se debe entre otras
cosas a que su contraste depende fuertemente del valor del foco
del aparato representando una fuerte limitante y que sdélo seamos
capaces de distinguir 1la 1linea durante el analisis de 1las
micrografias. Por lo hasta el momento, no podemos hacer un
andlisis in situ de ésta. Algunas veces se a tenido que proceder a
ciegas; es decir realizar el analisis del cristalito supecniendo la
linea y luego esperar a observar las micrografias para ver si ésto
era cilerto o no. Debemos, por 1lo tanto, buscar un método
experimental gque nos permita observar la linea in situ en el
microscopic electrdnico de transmisién para 1llevar acabo su
analisis.
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CONCLUSIONES

1)Los resultados obtenidos tanto por microscopia electrénica de
transmisién como de barrido muestran propiedades del esmalte muy
interesantes. Las imagenes del microscopio de barrido muestran que
el esmalte consiste de prismas, o varillas, compuestas por
pequefios cristales ubicados paralelamente al eje longitudinal de
éstas, y que van adaptande una inclinacién lateral con respecto a
la wvaina de 1la varilla, Las imagenes del microscopio de
transmisidén muestra gque el tamarfio de estos cristalitos varia con
la edad. Por otro lado las imagenes de alta resolucidn mostraron
que la linea obscura tiene el comportamiento de "cbjeto de fase",
es decir que cambia de obscura a blanca en funcién del foco. E1
analisis quimico nos mostro 1la existencia de direcciones
preferenciales en la estructura del esmalte y, aparte de los
elementos que constituyen la hidroxiapatita, también mostro una
gran cantidad de Na.

2)Los cristales del esmalte dental humane presentan forma alargada

en las imagenes de campo claro, pero estan compuestos por un

conjunto de cristalitcs orientados aleatoriamente a lo largo de su

eje c. Por lo tanto podemos concluir que el esmalte estd formado

por prismas compuestos por cristalitos alargados en la direccidn

de su eje c que a su vez estan compuestos por cristalites mas
pequefios que estan rotados al rededor de su eje.

3)Los cristales del esmalte son altamente anisotrépicos con uno de
sus planos, aquel que representa la linea obscura, paralelo al eje
¢ del cristal. Por. lo tanto, en secciones transversales la
densidad de cristalitos con 1linea obscura es mayor que en
secciones longitudinales.

4)Los cristales de la muestra anciano ya no presentan alargamiento
en la direccién ¢. Esto es, no hay diferencia en el contrasce
observado en secciones transversales y el mostrado en secciones
longitudinales. De la experiencia adquirida por este trabajo, los
cristales mostrados en la muestra infantil son los mas perfectos,
desde el punto de vista estético, para su observacién por
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microscopia electrénica de transmisién.

5)La linea obscura es en realidad un plano en el cristal del
esmalte el cual ha sido observado desde el inicio del crecimiento
de los cristales. Por 1lo tanto no puede ser un producto del
proceso carioso ni del proceso de desmineralizacion. Sin embargo
si presenta una zona de vulnerabilidad del diente en el inicio y
desarrollo de estos procesos.

6)El analisis quimico que tenga como objetivo el estudio de los
atomos que forman 1a> linea obscura debera hacerse utilizando 1la
técnica de EELS. Puesto que, debido a las caracteristicas de 1a
linea obscura, esta técnica nos permitira conocer y analizar el
medio ambiente quimice de los Atomos que lo forman.
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