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Resumen

En el diente humano, la dentina y el esmalte presentan una estructura tipo composito formada por cristales de hidroxiapatita (HAP) de
tamafilo nanométrico embebidos en una matriz de material organico. En este trabajo se describe el estudio de la estructura y
composicion quimica por microscopia electronica del esmalte dental humano, asi como del defecto llamado “linea obscura” (CDL)
que se observa en el centro de los cristales del esmalte. Las imagenes del esmalte dental fueron tomadas por microscopia electronica
de transmision (TEM) de alta resolucion (HRTEM) y de microscopia electronica de barrido transmision (STEM) en el modo de
deteccion anular de la dispersion a alto angulo (STEM-HAADF). Los dientes humanos usados en este trabajo se obtuvieron de
extracciones ortodoncicas. La preparacion de las muestras se realizo por métodos metalograficos. Los resultados indican que la CDL
se form¢6 durante la amelogénesis y que es una zona con residuos de material organica.
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Diente humano, Esmalte dental humano, Linea oscura, Hidroxiapatita, Microscopia electronica de transmision.

Abstract

In human teeth, dentin and enamel have a composite structure formed by nano-sized hydroxyapatite crystals (HAP) embedded in a
organic matrix. This work describes the study of the structure and chemical composition of human dental enamel by electron
microscopy, as well as the defect observed in the center of the enamel crystals, named the “central dark line” (CDL). Images of tooth
enamel were taken by high resolution transmission electron microscopy (TEM) (HRTEM) and transmission scanning electron
microscopy (STEM) in high-angle scattering annular detection mode (STEM-HAADF). The human teeth used in this work were
obtained from orthodontic extractions. The sample preparation was carried out by metallographic methods. The results indicate that
CDL was formed during amelogenesis and it is a zone with residues of organic material.
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Human tooth, Human tooth enamel, Central dark line, Hydroxyapatite, Transmission electron microscopy.

1. Introducciéon Como es bien sabido, el esmalte dental humano es translicido,

su color depende de la dentina y varia entre blanco-amarillento y

El presente trabajo es la continuacion del reporte de avances que
sobre el esmalte dental humano he realizado por microscopia
electronica en el Instituto de Fisica de la UNAM (Reyes-Gasga
etal., 2013).

El diente humano adulto tiene aproximadamente 2 cm de tamafo
y estd conformado por la dentina, que es el tejido conectivo que
le otorga forma y rigidez. En la corona del diente, la dentina esta
cubierta por el esmalte, el tejido mas resistente del cuerpo
humano, y el cual se encarga de proteger a los dientes del
desgaste que puede provocar la masticacion.
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blanco-grisaceo. Ya que el esmalte difunde la luz blanca seglin
su grado de mineralizacion, su transparencia se atribuye al grado
de calcificacion y homogeneidad que presenta. La figura 1
presenta las imagenes de microscopia electronica de barrido
(SEM, por sus siglas en inglés) de las estructuras prismaticas de
tamafio micrométrico (1 micra = 10° m), que tienen forma de
cerradura y que son compactados en un arreglo hexagonal de
dimensiones micrométricas. La figura 1 también presenta la
imagen de microscopia electronica de transmision (TEM, por sus
siglas en inglés) de los cristales nanométricos (1 nm = 10° m)
que conforman los prismas del esmalte dental humano (Reyes-
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Gasga et al., 1995). Los prismas corresponden a las “lineas” que
se observan en el esmalte entre la union amelodentinaria y la
superficie del diente en un diente cortado de tal manera que se
observe tanto la dentina y el esmalte.
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Figura 1. Elementos del diente humano. A) Esmalte, B)
Dentina, C) Pulpa. El dibujo indica el arreglo hexagonal de
los prismas en forma de “cerradura” del esmalte dental. Las
imagenes de SEM presentan los prismas en direcciones
longitudinal y transversal. La imagen de TEM presenta los
cristales nanométricos de hidroxiapatita (Reyes-Gasga et
al., 2013).

Los cristales nanométricos son cristales de hidroxiapatita (HAP,
Ca;o(PO4)s(HO),) y estan unidos lo mas compacto posible, pero
siempre rodeado de material organico. Por lo tanto, podemos
clasificar al esmalte dental como un material tipo composito.
Recordemos que un material compdsito es aquel en que dos o
mas materiales con diferentes propiedades mecanicas se unen
para formar una estructura con propiedades mecénicas
mejoradas.

El esmalte dental humano se compone de 96% de material
inorgdnico y 4% de material organico y agua. La parte
inorgénica la conforma principalmente la HAP con impurezas de
sodio, magnesio y cloro, entre otros elementos minoritarios. En
la Figura 2 donde se presenta el espectro de los rayos X
caracteristico que se genera cuando hacemos incidir un haz de
electrones sobre su superficie del esmalte (EDS, por sus siglas en
inglés).

.
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Figura 2. Anailisis quimico de EDS del esmalte dental
humano. Se observan los elementos Calcio (Ca), Fosforo (P),
Oxigeno (0), y Carbono, y en porcentajes minoritarios,
Sodio (Na) y Cloro (Cl) (Reyes-Gasga et al., 2013).

Un dato importante en el estudio de la composicion quimica del
esmalte y la dentina es la relacion que se obtiene entre el nimero
de atomos de Ca con respecto al numero de atomos de P, lo que
se conoce como la relacion Ca/P. Esta relaciéon se obtiene
observando que la celda unitaria de la HAP contiene 10 atomos
de Ca y 6 atomos de P (lo cual se complementa con 26 atomos
de O y 2 atomos de H). Entonces, el valor de la relacion Ca/P
para la HAP sintética es de 1.67. Usando el valor del porcentaje
atomico, en la figura 2 se obtiene 1.82, lo que indica una mayor
concentracion de Ca y/o una disminucion de P en la muestra
analizada. Los valores de la relacion Ca/P de muestras naturales
como el esmalte y la dentina depende de varios factores, siendo
la sustitucion de los atomos de Ca y P por atomos de Na, Cl y
Mg su principal origen (LeGeros, 1991).

Para observar y estudiar los cristales nanométricos del prisma se
usa un microscopio TEM; solo se requiere que la muestra de
esmalte tenga un espesor menor a los 10 nm aproximadamente
(Reyes-Gasga et al., 1995). Un método sencillo para alcanzar
estas dimensiones es hacer polvo el esmalte usando un esmeril (o
la pieza de mano). El polvo se deposita sobre una rejilla de cobre
de 3mm de diametro recubierta previamente con una pelicula de
plastico “colodion” y una pelicula delgada de carbon. Otro
método, el cual es mas laborioso, implica el uso de técnicas
metalograficas, como son los desgastes con papel lija, pafios y el
pulido a espejo con alimina. El pulido final se obtiene
erosionando atdmicamente por medio de un haz idénico (conocido
como pulidor “ion milling” por su nombre en inglés).
Recientemente se inventd un equipo que consiste en "rebanar" la
muestra usando un haz enfocado de iones de galio y permite
obtener muestras con el espesor adecuado para su estudio por
TEM,; este equipo se llama FIB (por sus siglas en inglés). El tipo
de estudio que se quiere realizar del esmalte dental, define el uso
de un tipo de método de preparacion u otro. Por ejemplo, el
método de polvo se usa para hacer el estudio estructural y
quimico de cristales de manera individual, y el método
metalografico permite realizar el estudio de la interface entre los
cristales y de las interacciones entre éstos. Junto con mis
estudiantes, he usado todos estos métodos en el estudio del
esmalte dental humano.

2.  Los cristales de HAP del esmalte dental humano

La celda unitaria de la HAP es hexagonal con dimensiones a =
0.941 nm y ¢ = 0.688 nm, y con grupo espacial P63/m. La figura
3 presenta esta celda unitaria en la direccion basal y en la
direccion lateral. Toda la informacidn cristalografica de la celda
unitaria de la HAP esta registrada en la tarjeta de difraccion de
rayos X PDF No. 09-0432.

Aunque en forma natural la HAP también se presenta con una
celda unitaria monoclinica, los estudios cristalograficos por
microscopia electronica de transmision, al igual que los de
difraccion de rayos X, demuestran que la celda unitaria de la
HAP del esmalte dental es hexagonal (Reyes-Gasga et al., 2012).
Esto también es confirmado por la difraccion electronica de los
granos del esmalte dental humano (figura 4).

3. Procedimiento experimental

Se corto el esmalte dental humano con un disco de diamante en
rebanadas de 0.5 mm de espesor a partir de las cuales se
obtuvieron muestras de 3 X 3 mm con un grosor de 250 a 500
um. La reduccion del espesor de la muestra y su aplanado se
realiza por desbaste mecénico hasta espesores menores a 100
um. El ultimo rebaje se realizé con la lija No. 1000 y el pulido
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espejo de las muestras con un pafio microcloth y polvo de
alimina. Para limpiar la muestra, ésta se coloca en una mezcla de
60% isopropanol y 40% acetona, y se limpia ultrasonicamente
durante 15 minutos. Para revelar su estructura y realizar su
observacion con un microscopio de luz y con el microscopio
SEM, la muestra con terminacion espejo se ataca con acido
fosférico. Finalmente, la muestra se lava con agua destilada
durante cinco minutos y se seca con aire comprimido.

0.688 nm

Figura 3. Representacién de la celda unitaria hexagonal de la
HAP mostrando el arreglo atomico de los atomos de Calcio
(Ca, en color azul), Fosforo (P, en color verde), Oxigeno (O,
en color rojo) e Hidrogeno (H, en color amarillo). A) Vista de
su plano basal. B) Vista des su cara lateral(B).

Figura 4. Patrén de difraccion electronica de un solo grano
de esmalte dental humano (mostrado en el circulo). El
analisis de los patrones de difraccion indica que la celda
unitaria del esmalte dental es hexagonal (Reyes-Gasga et al.,
2013).

Para la observacion de las muestras de esmalte por SEM se us6
un microscopio SEM de emisiéon de campo FESEM JSM-7800F
(Jeol, Tokio, Japan) con resolucion de imagen de electrones
secundarios de 1.0 nm para el voltaje de aceleracion de 15 kV y
de 2.2 nm para el voltaje de aceleracion de 1 kV. Para la
observacion de las muestras de esmalte por el TEM, se uso el
equipo FIB de la marca FEI QUANTA modelo 200-3D
(ThermoFisherScientific, Hillsboro, Oregéon, EE. UU.) con iones
de galio (Ga). El voltaje de aceleracion fue de 30 kV para el haz
de electrones y para el haz de galio con corriente de emision de
200 nA para el haz de electrones y 50 nA para el haz de iones.
Para la colocacion de la lamina de esmalte en una rejilla de cobre
de TEM se usd el micromanipulador OmniprobeTM (Oxford
Instruments, Abingdon, Reino Unido) 100.7, equipado con
sistemas de inyeccion de gas para la deposicion de platino (Pt).
Para la observacion por TEM de alta resolucion (HRTEM, por
sus siglas en inglés) se us6 un microscopio electronico JEOL
2010-Fastem (Jeol, Tokio, Japon) equipado con filamento de
emision de campo operado a 200 kV, y cuya resolucion es de
0.19 nm. También se usdé un microscopio Titan-300 FEI
(ThermoFisherScientific, Hillsboro, Oregon, EE. UU.) equipado
con un filamento de emision de campo operado a 300 kV. Su
resolucion es de 0.20 nm.

Las imagenes STEM se obtuvieron con el microscopio FEI Qu-
Ant-EM en el EMAT de la Universidad de Amberes. Este es un
microscopio FEI Titan G3 (FEI, Eindhoven, Paises Bajos)
equipado con un candn de electrones de emision de campo y
correctores de aberraciones esféricas. Los correctores de doble
aberracién ofrecian una resolucion espacial de 0.5 A en el modo
TEM y de 0.8 A en el modo STEM y una eleccion flexible de
voltajes de aceleracion entre 60 y 300 kV. Se usdé un
portamuestras de doble inclinacién en todas las observaciones
por TEM y STEM.

4. Imadagenes a nivel nanométrico del esmalte dental

La figura 5 presenta una imagen de HRTEM de un cristal
nanométrico del esmalte dental. Las lineas corresponden a los
planos interatomicos [10-10] de la celda unitaria de la HAP los
cuales presentan una separacion de 0.817 nm. Debido a que el
esmalte dental no es conductor eléctrico, al observar estos
cristales por TEM se debe de tener en cuenta el hecho de al
interaccionar con los electrones de haz incidente, los electrones
quedan "atrapados" y cargan negativamente la superficie del
esmalte. Esta interaccion puede modificar la red cristalina del
esmalte hasta provocarle cambios estructurales permanentes e
irreversibles ya que, si electrones no son conducidos a "tierra",
como sucede en el caso cuando se observan metales, los
electrones “atrapados” en la muestra producen el dano conocido
como "dafio por radiacion electronica" y comienzan a destruirla
(Reyes-Gasga et al., 1997, 1999, 2002, 2009). Este es el origen
de los "parches" que se observan en la figura 5. Claramente, este
dafio electronico representa una limitante en el tiempo de
observacion del esmalte dental humano por TEM. Una manera
de de reducir este dafio es recubriendo la muestra de esmalte con
una capa delgada de carbon amorfo, la cual no elimina el dafio,
pero si alarga un poco mas el tiempo de observacion.

En la imagen de HRTEM del cristal del esmalte dental humano
de la figura 5 se observa que el cristal presenta una linea de alto
contraste en el centro (indicado por la flecha). El estudio de esta
linea 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 esmalte dental humano
comienzan a disolverse a partir del centro del cristal (Bres et al.,
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1983); es decir, exactamente en el lugar donde se encuentra este
“defecto”, al cual se le ha dado el nombre de “la linea obscura”
(CDL).

Figura 5. Imagen de HRTEM de uno de los cristales del
esmalte dental humano mostrando la presencia de la linea
obscura en centro (indicada por la flecha). Las lineas
corresponden a los planos interatémicos [10-10] de la celda
unitaria de la HAP. También se observan pequeiios
"parches" producido por el daiio electrénico.

5. Lalinea obscura CDL

Para entender la estructura y la composicion quimica del esmalte
dental humano, asi como su cristalografia es necesario
caracterizar y entender completamente el papel que juega la CDL
en la estructura del esmalte (Reyes-Gasga and Bres, 2015). A
pesar de los equipos modernos de TEM y HRTEM, el estudio
estructural y quimico de la CDL son temas nada faciles de llevar
a cabo. Hay que tomar en cuenta que la CDL representa un
defecto que tiene un espesor de alrededor de 1 nm, y que su
contraste es fuertemente dependiente del foco del microscopio:
cuando la imagen del cristal del esmalte esta sobre-enfocado la
linea aparece obscura (de ahi su nombre), cuando esta
desenfocada aparece blanca, y desaparece en foco exacto (Reyes-
Gasga et al., 1995).

La CDL no es un defecto lineal sino planar. En el cristal del
esmalte, la CDL se encuentra localizada en el plano formado por
las direcciones [11-20] y [0001]. Recientemente se ha reportado
un cambio de concentracion en la region de la CDL ya que se
presenta un mayor porcentaje de Mg?* y de Na* en el centro del
cristal del esmalte. El ancho FWHM del perfil de concentracion
de Mg a través del CDL es de alrededor de 1 nm, lo cual
concuerda con el ancho de la CDL (DeRocher et al., 2020; Yun
et al., 2020).

Existen varias hipotesis sobre la estructura y composicion
quimica de la CDL y sobre el papel que juega en la estructura del
esmalte dental humano. Se ha comentado que ésta puede ser
producto de una descalcificacion, un conjunto de dislocaciones,
una frontera de grano, etc. También se sugiri6 la idea que la linea
obscura es el residuo de un material diferente a la HAP que se
origin6 durante la amelogénesis (de aqui que se disuelva primero
durante un ataque acido, Bres et al., (1983)). Asi, la CDL se
presenta como resultado de la existencia de otro material que se
produjo antes que el cristal de hidroxiapatita y que funciond
como base para que el cristal de HAP nucleara y creciera y diera
origen al esmalte. Se propuso que este material es otro fosfato
calcico, llamado fosfato octacalcico (Fernandez et al., 2003;
Arellano-Jiménez et al., 2009). Sin embargo, hasta el momento,
ninguna de estas ideas ha sido completamente comprobada.

6. Observacion de los atomos del esmalte dental humano

Los atomos del esmalte dental humano se han "observado" por
TEM, tanto en el modo de alta resolucion (HRTEM) y en el
modo de barrido transmision (STEM) en contraste Z de alta
resolucion (STEM-HAADF). Sin embargo, los contrastes
observados son diferentes y requieren informacion adicional.
Como es bien sabido, las imagenes de HRTEM son en realidad
patrones de interferencia (Williams and Carter, 2009). Por lo
tanto, para la interpretacion de las imagenes de HRTEM se
requiere el contar con la simulacion computacional del contraste.
La figura 6 presenta las imdgenes de HRTEM en las direcciones
[0001] (figura 6A) y [21-10] (figura 6B). Las imagenes
sobrepuestas en la figura 6 presentan las imagenes simuladas de
HRTEM de la celda de la HAP, e indican las posiciones de los
atomos de calcio (Ca), fosforo (P), oxigeno (O), e hidrogeno (H).
El contraste tanto de las imagenes simuladas y de las imagenes
experimentales son muy similares y las posiciones de los dtomos
son obtenidas. A pesar de esto, es necesario tener presente que
las posiciones precisas de los &tomos dependen de los valores del
espesor de la muestra y del desenfoque entre otros parametros.
Esto resulta en la "deslocalizacion" de las posiciones de los
atomos.

Figura 6. Imagenes de HRTEM del esmalte dental humano
en las direcciones [0001] (A) y [21-10] (B). Las imagenes
sobrepuestas presentan la celda de la HAP y las
correspondientes posiciones de los atomos. Calcio (Ca) en
azul, fosforo (P) en verde, oxigeno (O) en rojo, e hidrégeno
(H) en amarillo (Reyes-Gasga et al., 2015).

Por otro lado, es interesante el contraste que presenta la CDL
cuando se observa con el microscopio STEM (Reyes-Gasga et
al., 2008). La fuente de informacion para las imagenes de STEM
son los electrones del haz electronico dispersados a diferentes
angulos. En el caso de las imagenes de HRTEM, los electrones
usados para formar su contraste son aquellos dispersados en
angulos muy pequefios; los electrones que conforman el patron
de difraccion electronico, la dispersion de Bragg, son menores a
1.0°. Los microscopios electronicos modernos STEM estan
equipados con sistemas de correccion de aberraciones, y con el
uso de detectores de electrones anulares dispersados en angulos
pequetios (entre 1.15 y 2.85°) y grandes (entre 2.86 y 14.5°).
Usando los electrones que no son dispersados (los electrones
transmitidos) se obtienen las imagenes de campo claro (BF), las
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cuales son similares a las imagenes de HRTEM.; cuando se usan
los electrones dispersados en angulo pequefio, se obtienen las
imagenes de campo oscuro anular de bajo angulo (ADF) y
cuando se usan los electrones dispersados en angulo grade se
obtienen las imagenes de campo oscuro de alto angulo (HAADF
o contraste Z). Actualmente, cuando se usa un microscopio
STEM con aberraciéon corregida, todas estas imagenes se
obtienen con resolucion sub-angstrom (Haider et al., 1998). La
Figura 7 presenta la imagen de STEM-HAADF (contraste-Z) del
esmalte dental humano con resolucion atomica. En este caso el
contraste se interpreta en funciéon del nimero atémico, siendo el
de mayor intensidad el que corresponde al nimero atéomico
mayor (Reyes-Gasga et al., 2016). El nimero atomico Z del Ca
es 20,el de Pes 15, el de O es 8, y el de H es 1. Por lo tanto, los
puntos brillantes estardn relacionados con los 4tomos de Ca,
seguidos en intensidad por los atomos de P. Los atomos de O y
de H presentaran una intensidad minima. De esta manera el
contraste de estas imagenes se interpreta de forma directa.

-
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Figura 7. Imagen de STEM-HAADF (contraste-Z) del
esmalte dental humano. El contraste se interpreta en funcion
del nimero atémico, siendo el de mayor intensidad el calcio.
Las flechas indican la posicién de la CDL (Reyes-Gasga et
al., 2016).

7.  Conclusiones

Las imagenes de HAADF-STEM indican que el espesor de la
CDL se encuentra entre 0.4 y 0.8 nm. Debido a la diferencia en
concentracion quimica que presenta la CDL, el plano [1-210] de
la celda unitaria hexagonal de HAP sobre el cual pasa la CDL
divide al cristal del esmalte en dos partes las cuales se relacionan
por un plano espejo m. Este resultado también implica una
reduccion de simetria de la celda de HAP sobre la que se
encuentra la CDL. La diferencia en concentracion quimica indica
que la sobreposicion de los atomos de la celda de HAP produce
la existencia de esfuerzos y deformaciones. Se supone que esta
zona de deformaciones es rica en Mg y en Na (DeRocher et al.,
2020; Yun et al., 2020), lo cual explica bien con la disolucion
preferencial en medios acidos del cristal del esmalte.

Para la interpretacion de la estructura de la CDL, se ha sugerido
que ésta tiene su origen durante la amelogénesis, cuando el
cristal del esmalte dental comienza a crecer desde este sitio
central, y la cual adsorbe iones de impurezas de todo el cristal
para que se concentren ahi (DeRocher et al., 2020; Yun et al.,
2020). Asi, la segregacion de iones de impurezas como Mg?" y
Na* hace a la CDL propensa a perder su contenido mineral bajo
un ataque de acido externo.

Los resultados de TEM y STEM sobre la CDL son muy
prometedores, pero atn faltan varias pruebas que se debe pasar
antes de llegar a conclusiones definitivas. Y en eso estamos
trabajando. Todo resultado adicional en esta direccion serad
importante para establecer o anular la validez de este modelo.
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