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Resumen:

Introduccidn: En este trabajo se describe la
investigacion que sobre la estructura y com-
posicion quimica del esmalte dental humano
(EDH) se ha realizado en el Instituto de Fisica
de la UNAM. El esmalte y la dentina del diente
humano tienen una estructura tipo compdsito
formada por cristales nanométricos de
hidroxiapatita. Este tipo de estructura da lugar
a las propiedades conocidas de los dientes
humanos.

Objetivo: El objetivo primordial es el andlisis
y caracterizacion del defecto llamado “linea
obscura”, siempre presente en el centro de
los cristales de hidroxiapatita.

Material y método: Los dientes humanos per-
manentes utilizados en el presente trabajo fue-
ron obtenidos a partir de las extracciones rea-
lizadas por motivos ortodéncicos o
periodontales, y la microscopia electrdnica,
tanto de barrido como de transmisién, fue la
técnica de analisis usada para su estudio.

Resultados: Se describe la estructura y
funcionalidad de la “linea obscura” en el EDH
siguiendo la hipétesis de que ésta se formé
durante la amilogénesis y que, aunque corres-
ponde a un material de fosfato calcico, esta
formada por un fosfato diferente a la
hidroxiapatita.

Conclusion: Su estructura y funcionalidad es
aun desconocida, pero es altamente probable
que la “linea oscura” sea la interface entre
hidroxiapatita y fosfato octacalcico.

Palabras clave: Esmalte dental humano, “li-
nea oscura”, hidroxiapatita, microscopia elec-
trénica.

Abstract:

Introduction: This article describes the work
that on the structure and chemical composition
of human tooth enamel (EDH) has been
performed at the Institute of Physics, UNAM.
Both enamel and dentin of human teeth have a
composite-like structure with hydroxyapatite
crystals of nanometer size. This type of structure
gives them their very well-known properties.

Obijective: The main objective of this study has
been the analysis and characterization of the
structural defect named “dark line”, always
presented in the center of the hydroxyapatite
crystals of the EDH.

Materials and method: Permanent human
teeth obtained by orthodontic or periodontal
extractions were used in this work, and electron
microscopy, both the scanning and
transmission modes, was the technique of
analysis.

Results: The structure and functionality of the
“dark line” in EDH is still unknown. We have
followed the hypothesis that it was formed
during the amelogenesis and corresponds to
a calcium phosphate material but different than
hydroxyapatite.

Conclusion: The “dark line” could be an inter-
face between hydroxyapatite and octacalcium
phosphate.

Key words: Human tooth enamel, “dark line”
defect, hydroxyapatite, electron microscopy.

Introduccion

Es bien conocido por los odontélogos que el es-
malte dental humano (EDH) es translucido, su
color varia entre blanco-amarillento y un blanco-
grisaceo; sin embargo, este color no es propio,
sino que depende de la dentina. Su transparencia
puede atribuirse a variaciones en el grado de cal-
cificacion y homogeneidad: a mayor mineraliza-
cién, mayor translucidez. Esta transparencia es
muy importante en el cuidado bucal, ya que per-
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mite estudiar las areas descalcificadas por caries
mediante fibra dptica, pues el esmalte difundira la
luz blanca segun su grado de mineralizacion. La
figura 1 muestra las estructuras componentes del
diente humano.

El EDH se compone de 96% de material inorgani-
co y 4% de material organico y 1% de agua. La
parte inorganica de un diente humano se confor-
ma principalmente de un fosfato célcico llamado
hidroxiapatita (Ca,, (PO,), (HO),); sin embargo,
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esta hidroxiapatita no es pura como se presenta
en algunos minerales en su estado natural, sino
que se encuentra con impurezas de sodio, mag-
nesio y cloro, principalmente. Con el analisis qui-
mico del diente humano por medio de la deteccién
de los caracteristicos rayos X, generados al inci-
dir un haz de electrones sobre la muestra, se ob-
tienen las sefiales caracteristicas del calcio, fésfo-
ro, oxigeno, sodio, magnesio y cloro (Figura 2).

Para observar la estructura del EDH a la superfi-
cie del diente hay que quitarle unas cuantas mi-
cras de material de su superficie. Esto se logra
atacandolo quimicamente con acido ortofosféri-
co. De esta manera podremos ver que el EDH
estd compuesto de pequefios motivos en forma
de cerradura compactados en un arreglo hexago-
nal (Figura 1). Si partiéramos el diente, de tal ma-
nera que se observe al mismo tiempo la dentina y
el esmalte, veriamos que estos motivos corres-
ponden a unas “lineas” que corren de la unidn
amelodentinaria hacia la superficie y se les cono-
ce con el nombre de “prismas”. Los prismas son
estructuras alargadas y con un trayecto sinusoi-
dal. Los prismas tienen dimensiones micrométri-
cas (1 micra = 10®m). La longitud y trayecto de
los prismas varian en las distintas zonas del diente
debido a que se trata de un registro de la trayec-
toria seguida por los ameloblastos secretores du-
rante la amelogénesis. Los prismas son mas lar-
gos en la zona oclusal y més cortos en la zona
cervical.

La microscopia electréonica de barrido (SEM, por
sus siglas en inglés) nos permite estudiar en deta-
lle la superficie y la estructura del EDH." La figura
1 nos muestra el arreglo de los prismas que con-
forman el esmalte tanto en seccién transversal (tal
y como se observan en la superficie del esmalte)
como en secciodn longitudinal (de la superficie a la
union amelodentinaria hacia la superficie).

Si observamos uno de estos prismas a mayor
amplificacion podremos ver que éstos se compo-
nen de millones de cristales a escala nanométri-
ca (1 nanémetro = 10 micras = 10° m). Estos
son cristales y estan unidos lo mas junto posible,
pero siempre rodeados de material organico. Por
lo tanto, podemos decir que el esmalte dental esta
formado por cristales de hidroxiapatita dentro de
una matriz organica y se clasifica como un mate-
rial tipo compdsito. Un material compdsito es cuan-
do dos 0 mas materiales con diferentes propieda-
des mecanicas se unen para formar una estructura

Figura 1. A) Elementos que conforman el diente humano.
a) Esmalte, b) Dentina, c) Pulpa. B) Dibujo esquematico
del arreglo prismético que presenta el esmalte dental.
Notese aqui la forma de “cerradura” que presentan los
prismas. Estos prismas van de la union amelodentinaria
hacia la superficie del esmalte. C) Imagenes de SEM de
los prismas del esmalte en seccion longitudinal y trans-
versal. D) Imagenes de TEM donde se observan los cris-
tales de hidroxiapatita.

con propiedades mecanicas mejoradas. Un ejem-
plo clasico de este tipo de material son el cemen-
toy la varilla, que se unen para formar las vigas y
columnas de un edificio: la varilla y el cemento no
tienen las propiedades adecuadas por si solos,
se requiere de ambos.

Para estudiar los cristales que conforman al pris-
ma, y debido a su escala nanométrica, se usa un
microscopio electrénico de transmision (TEM por
sus siglas en inglés). Para observar el EDH con
un TEM se requiere que la muestra de EDH ten-
ga un espesor de unos 10 nm, aproximadamen-
te.""® Hay dos modos de preparaciéon para al-
canzar estas dimensiones. Uno es hacer polvo el
EDH y otro es devastarlo hasta obtener las
dimensiones requeridas. En el primer méto-
do, el mas sencillo, se usa un esmeril (o la
pieza de mano) para obtener el polvo del es-
malte, que posteriormente se deposita sobre una
rejilla de cobre de 3 mm de diametro, recubierta
previamente con una pelicula de plastico “colo-
dién” y una pelicula delgada de carbdn. En el se-
gundo método, un poco mas laborioso, se usan
las técnicas metalogréaficas, como son los des-
gastes con papel lija, pafios y el pulido a espejo
con alumina. El pulido final se obtiene erosionan-
do atémicamente por medio de un haz iénico (co-
nocido como pulidor “ion milling” por su nombre
en inglés). El tipo de estudio que se quiera hacer
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PROZA Correction RAcc,Wolt,= 20 k¥ Take—c
Number of Iterations = 6

Element k-ratio ZAF  Atom ¥ Element
{calc.) Wt 2

Na—k  0,0023 2,661 0,60 0,61
CaK  0,3539 1,099 22,02 38,89
C-K 0,0151 4,406 12,56 6,65
0-K 0,0851 6,723 52,52 37,03
P K 01371 1,204 12,03 16,50
Cl1-k  0,0027 1,208 0,21 0,32
Total 100,00 100,00
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Figura 2. Andlisis quimico del EDH mediante
espectroscopia por dispersion de energia (EDS) de los
rayos X caracteristicos generados por los electrones al
incidir sobre la muestra en un microscopio electronico
de barrido. En este espectro se registran los elementos
calcio (Ca), fosforo (P), oxigeno (O), y carbono. En por-
centajes minoritarios se tiene sodio (Na) y cloro (Cl).

marca la diferencia para el método de prepara-
cién de una muestra. Por ejemplo, el método de
polvo permite hacer el estudio estructural y qui-
mico de cristales individuales. Por otro lado, el
método metalogréfico permite, ademas, los estu-
dios de la interface entre los cristales y el de inte-
racciones entre éstos. Nosotros hemos emplea-
do los dos métodos de preparacién en el estudio
del esmalte dental por TEM."'® Por ejemplo, la
figura 3 muestra el espectro de difraccion de ra-
yos X generado al interaccionar éstos con el pol-
vo de esmalte y los cursores mostrados en rojo
indican que este espectro es identificado como
hidroxiapatita.

En el caso del método por devastacion, los resul-
tados fueron muy interesantes, habiéndose obser-
vado los cristales de hidroxiapatita de tamafo na-
nométrico que conforman al prisma (1 nanémetro
es igual a 10°m). En /a figura 1 se presenta un
esquema del EDH donde se observan tanto los
prismas en forma de cerradura como los cristali-
tos de hidroxiapatita que los conforman. Los cris-
talitos de hidroxiapatita tienen una forma alargada
en forma de ladrillos. De hecho, debido a este
alargamiento que presentan se dice que éstos for-
man una estructura tipo texturizada.
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Figura 3. Espectro de difraccion de rayos X generado al
interaccionar los rayos X con polvo de esmalte. Los
cursores mostrados en rojo indican que el espectro es
identificado como hidroxiapatita.

Figura 4. Representacion esquemaditica de la celda unitaria
hexagonal de la hidroxiapatita vista desde su plano basal con
el arreglo atémico que presentan los dtomos de calcio (Ca, en
color azul), fosforo (P, en color verde), oxigeno (O, en color
rojo) e hidrégeno (H, en color amarillo) dentro de ella.

La hidroxiapatita del EDH

En cristalografia se define la “celda unitaria” como
la celda donde los atomos de un material presen-
tan el arreglo minimo, pero la repeticion infinita de
esta celda o “ladrillo” dara lugar al material que se
trate. En cristalografia se ha demostrado que exis-
ten 13 celdas o “ladrillos” en los materiales perio-
dicos y se les llama “Celdas de Bravais”.
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Figura 5. Patron de difraccion electronica de drea selecta
de un solo grano de EDH (mostrado en el circulo). El ana-
lisis de los patrones de difraccion indica que la celda uni-
taria que presenta el arreglo atomico del esmalte es
hexagonal. Se invirtio el contraste de esta imagen para
mayor claridad del patron de difraccion.

Figura 6. Imagen de TEM de los cristales de hidroxiapatita
que conforman el prisma del esmalte dental. Notese el ta-
mafio que presentan estos cristales y lo compacto de su
arreglo. En este caso, estos cristales se encuentran en la
cabeza de los prismas. Las flechas indican la presencia de
la linea obscura en centro de algunos de los cristales.

El “ladrillo” con el cual se forma la hidroxiapatita
(Ca,,(PO,),(OH),) pertenece a una de estas cel-
das de Bravais. Este “ladrillo” es hexagonal
con dimensiones a = 0.941 nm y ¢ = 0.688
nm, con grupo puntual P6/m.

Una representacion de esta celda unitaria se pre-
senta en la figura 4. La hidroxiapatita en forma na-
tural también se puede presentar como celda uni-
taria monoclinica. Sin embargo, los estudios
cristalogréaficos por medio de microscopia electro-
nica de transmision, al igual que los de difraccion
de rayos X (Figura 3), demuestran que el esmalte
dental presenta una celda unitaria hexagonal.

Esto también lo confirma de forma contundente la
difraccidn electronica de area selecta en los gra-
nos del EDH (Figura 5).'* El patrén de difraccion
electronico es la “huella digital” del arreglo atomi-
co que presenta el material bajo estudio. Este pa-
trén es centro-simétrico y pertenece a uno de los
32 grupos puntuales cristalograficos. De hecho,
por ser el patrén de difraccion una proyeccion bidi-
mensional del espacio tridimensional, éste pertene-
ce soblo a diez grupos puntuales cristalograficos. Al
conocer solo tres de estos patrones de difraccion,
que no sean colineales (los cuales se obtienen al
inclinar la muestra in-situ en el MET), se logra de-
finir experimentalmente la celda de Bravais a la
que pertenece un material. Este modo de opera-
cion del microscopio electréonico permite seleccio-
nar uno de los cristales y obtener su patréon de
difraccion, tal y como se muestra en la figura 5.

Imagenes a nivel atémico del esmalte dental

La figura 6 presenta la imagen de TEM conven-
cional y la figura 7 presenta la imagen de alta re-

Figura 7. Imagen de HRTEM de uno de los cristales del
EDH mostrando la presencia de la linea oscura en centro
(indicada por la flecha).
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Figura 8. Analisis de la interface entre el fosfato
octacalcico y la hidroxiapatita. El esquema represen-
ta la forma en que se unirian la celda unitaria de la
hidroxiapatita y del fosfato octacalcico para generar
la interface. También se presenta la imagen simulada
a partir del modelo y cuyo contraste concuerda con la
imagen experimental. Si se observa esta imagen de
forma rasante a lo largo de la flecha, se define una
dislocacion claramente.

solucion (HRTEM, por sus siglas en inglés) del
esmalte dental. Como se puede observar en la
figura 7, cuando observamos por TEM el arreglo
de cristales del EDH inmediatamente comenza-
mos a ver “parches” en la imagen. El origen de
estos “parches” se basa en el hecho de que el
EDH no es conductor.2® Asi que estos “parches”
son la huella del proceso de dafo electrénico.
Cuando una muestra no conductora es observada
por microscopia electrénica, debido a que los elec-
trones incidentes no son conducidos a “tierra”, los
electrones “atrapados” en la muestra comienzan
a destruirla. Esto representa una limitante en la
observacion del EDH, pues después de un corto
tiempo de observacién la muestra comienza a des-
truirse y estos “parches” cubren la totalidad del
area de observacion 81618

Viendo con detenimiento la imagen de HRTEM del
EDH de la figura 7 podemos observar que los cris-
tales de la hidroxiapatita presentan un “defecto”
en el centro (indicado por la flecha). El estudio de
este defecto es muy importante, ya que cuando el
esmalte se somete a un proceso de disolucion
por medios acidos, como en el caso del proceso
carioso, los cristales del EDH comienzan a disol-
verse principalmente en el centro del cristal; es
decir, exactamente en el lugar donde se encuen-
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tra este “defecto”, al cual se le ha dado el nombre
de “la linea oscura”.*™

La linea oscura

El estudio tanto de la estructura y composicion qui-
mica de la hidroxiapatita del EDH, asi como su cris-
talografia son necesarios para caracterizar y enten-
der completamente el papel que juega la linea oscura
en la estructura del esmalte.®01:16 A pesar de
los equipos modernos de TEM y HRTEM, el estu-
dio estructural y quimico de la “linea oscura” son
temas nada faciles de llevar a cabo. Hay que tomar
en cuenta que la linea oscura representa un con-
traste con un espesor entre 1 a 2 nm. Ademas su
contraste es fuertemente dependiente del foco del
microscopio: cuando la imagen de un cristal del EDH
esta sobre-enfocado la linea aparece oscura (de ahi
sunombre), cuando esta desenfocada aparece blan-
ca, y en foco exacto desaparece.*®

Existen varias hipdtesis sobre la estructura y com-
posicidon quimica de la linea oscura y sobre el
papel que representa en la estructura del EDH.

Se ha comentado que ésta puede ser producto de
una descalcificacién, una dislocacién, una fronte-
ra de grano, etc. Sin embargo, hasta el momento,
ninguna de ellas ha sido claramente comprobada.
Recientemente surgid la idea que la linea oscura
es el residuo de un material diferente a la hidroxia-
patita que se origind durante la amelogénesis (de
aqui que se disuelva primero durante un ataque
acido). Asi, la linea oscura se presenta como re-
sultado de la existencia de otro material que se
produjo antes que el cristal de hidroxiapatita y que
funcion6 como base para que el cristal de hidroxia-
patita nucleara y creciera para dar origen al EDH.
Este material previo se supone que es otro fosfa-
to calcico, llamado fosfato octacalcico.’

Nuestro grupo decidid, por lo tanto, trabajar tam-
bién en esta direcciéon. Tomando en cuenta que
los parametros de la celda unitaria del fosfato oc-
tacélcico son a=1.98 nm, b=0.96 nm, y ¢ = 0.68
nm con una celda de Bravais triclinico y grupo
espacial P1, se ve inmediatamente la forma de
relacionar ambas celdas unitarias.® De este modo,
se gener6 un modelo de la linea oscura a partir de
la celda unitaria de la hidroxiapatita y de la celda
del fosfato octacalcico (Figura 8).Una vez que se
cuenta con un modelo del material bajo estudio,
es relativamente facil simular el contraste que éste
debe de presentar en un microscopio HRTEM.
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Uno de los resultados interesantes que nos muestra
este modelo, y como resultado de las diferencias
dimensionales de entre las celdas unitarias de la
hidroxiapatita y del fosfato octacalcico, es la pre-
diccidn de dislocaciones alrededor de la zona de
la linea oscura. Por lo tanto, nos dimos a la tarea
de inspeccionar con cuidado esta zona. La figura
8 muestra la imagen simulada, donde se observa,
en forma rasante en la direccién mostrada por la
flecha, que existe el contraste de una dislocacion.
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