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EL PROBLEMA DEL TAMANO DEL GRANO EN EL ESMALTE Y

1 Resumen

Se revisan los diferentes métodos usados para estudiar
la textura de los dientes (tanto en esmalte como en
dentina): en microscopia éptica; rayos X; microscopia
clectrénica de réplicas en muestras fracturadas, en
muestras pulidas y atacadas, en muestras transparentes
obtenidas por molienda; y finalmente la difusién de
la luz.

Se discute la certeza, que en la determinacién de la
textura, puede tener cada método. Se dan a conocer
los métodos, que se han puesto a punto en este labo-
ratorio para encarar el problema.

2 Abstract

The different methods used to study teeth textures
in enamel and dentine, are revised: optical microscopy;
x-rays; electron microscopy of broken samples, in po-
lishing and etching samples, in transparencies obtained
by grinding; and finally light diffusion. For each
method the degree of certaintiy in determinig the
texture is discussed. The methods that have been
developed in this laboratory to fare the problem are
exposed.

3 Introduccion y planteo del problema

En 1836 Retzius (1) observé al microscopio éptico, cier-
tos detalles estructurales del esmalte y la dentina.
Autores posteriores como Czermack (2), Purkinje (3) y
otros, gracias al adelanto de las técnicas Opticas (corte
adelgazado, corte desmineralizado y tinciones) com-
pletaron el estudio morfolégico del esmalte y la
dentina.

El microscopio 6ptico tiene un poder de separacién,
que no va mds alld de 1 p. Esta limitacién impidié
el estudio y conocimiento de detalles mds finos de la
estructura del esmalte y la dentina.

Moller y Tromel (4) en 1933 estudiando el esmalte con
rayos X, indicaron la presencia de una estructura mds
fina. Ya el andlisis quimico habia comprobado que
los dientes estan compuestos en su mayor parte por
fosfato tricilcico mds un contenido variable de subs-
tancia organica. Moéller y Tromel confirman este he-
cho, determinando ademds, el tamafio de las particulas
o granos que constituyen el esmalte, estimando su
largo en 10,000A°,
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Las sustancias quimicas pueden agruparse en disposi-
ciones regulares de 4tomos que se Tepiten perid-
dicamente en las tres direcciones del espacio cons-
Esta
disposicién regular de dtomos, al ser iluminada por

tituyendo los cristales de estas substancias.

rayos X, los difracta lateralmente; este fenomeno es
equivalente a la difraccién de la luz por una rendija.
Como se sabe, la luz y los rayos X sqn ondas electro-
magnéticas de diferente longitud de onda.

La estructura compuesta con los periodos minimos de
repeticién en tres direcciones se denomina celda-unidad
de la substancia en cuestién. Una agrupacién de va-
rias celdas-unitarias, constituye una particula o grano,
y la variaciéon del tamafio de estos granos hace variar
la forma en la que se difractan los rayos X en cada
direcciéon. Cuando el tamano de grano es muy peque-
fio, los rayos X se difractan en forma mds difusa en
cada direccion. Estudiando la forma de difraccién de
los rayos X en cada direccién, lo que se llama perfil
de linea, se puede estimar el tamafio de los granos.
Este es el fundamento de la determinacién del tamano
de las particulas con difraccion de rayos X. Con los
rayos X se puede obtener tres tipos de informacién:
a) disposicién de los dtomos en la celda-unitaria;
b) tamafio de los granos, compuestos por agregados
de celdas unitarias; ¢) orientacién de estos granos,
respecto de la geometria de la muestra investigada.
Con respecto al tamafio de grano la presencia de una
fase orgdnica variablemente distribuida, podria al-
terar el perfil de linea y por lo tanto invalidar la
determinacién del tamafio de grano por este método.
El microscopio electrénico ha sido utilizado con gran
éxito en el estudio de los tejidos altamente calcifica-
dos del diente, pero en el problema del tamafio de
grano y orientacién de los cristales, no se han obte-
nido resultados satisfactorios.

La técnica de réplica de superficies pulidas y atacadas
ha sido usada regularmente y los resultados obtenidos
dependen de la velocidad de ataque del dcido em-
pleado, que varia con la diferente densidad atdémica
que presenta cada grano y con la cantidad, calidad y
ubicacién de las impurezas. En el caso del esmalte,
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1 Prismas cortados oblicuamente. Muestras pulidas, atacadas y
metalizadas con Al. Visto por microscopia 6ptica por reflexion.
2.000 x

su mayor porcentaje es hidroxiapatita y su impureza
serfa la proteina orgdnica que es un 0,69, segin Eas-
toe (5). Esta proteina no es atacada por los dcidos,
permaneciendo en las superficies como una eminencia,
que se puede interpretar como el limite de un grano,
obteniéndose asf, resultados falseados seguin esta técnica.
El ataque con etilendiamina ayuda al estudio del ta-
mario de grano porque elimina la substancia orgdnica,
la cual entorpece la interpretacion de las fotos.

En el esmalte en que la substancia orgdnica repre-
senta el 0,69, su utilidad no es muy considerable. En
cambio, en la dentina donde el 30-359, es substancia
orgdnica, el retiro de esta substancia nos permite un
estudio acabado del cristal in situ.

La técnica de réplica de superficies fracturadas, mues-
tra segin Hall (6) mds detalles de los cristales. Sin
embargo, la fractura de un compuesto quimico de-
pende de su dureza; como ya se especific6 en el
esmalte existe una proteina variablemente distribuida
que hace variar la dureza y también se podrian fal-
sear los resultados obtenidos por esta técnica.

La técnica del corte desmineralizado, no es aplicable
para el estudio del problema del tamafio de grano
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3 Prismas cortados oblicuamente. Réplica observada al microsco-
pio electrénico, de una muestra pulida y atacada. Noétese el
ancho considerable de la substancia interprismitica. 8.600 x
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2 Prismas cortados oblicuamente. Réplica al microscopio elec-
trénico de una muestra pulida y atacada. Compairese el poder
separador con la figura anterior. 3.700 X

sino que se utiliza para el estudio de la porcién
orginica. Actualmente estd siendo dejada de lado
debido a que desnaturaliza las proteinas dindonos
una vision errénea de su estructura,

La técnica ideal serfa la preparacién de una ldmina
delgada tanto de esmalte como de dentina. Sin em-
bargo, los problemas técnicos han sido insuperables.
Se le ha intentado por desgaste, pero cuando la 14-
mina delgada llega a los 2-3 p de espesor se desin-
tegra en pequeiios pedacitos.

Estas liminas delgadas si bien no es posible prepa-
rarlas de gran tamaifio, se pueden obtener por molido
y seleccion de trozos por decantacién, segiin método
descrito por Kato (7). Estas particulas de un espesor
de algunos centenares de A° y un drea aproximada
de 1 p2 son aptas para ser observadas por transpa-
rencia al microscopio electrénico.

Empero la falta de contraste impide la observacién
de detalles por la simple transparencia, lo cual se
podria evitar con el uso de tinciones. Pese a la falta
de contraste, se puede, sin embargo, investigar la na-
turaleza de estas particulas sometiéndolas a un an-
lisis por difraccién. Esta difraccion no puede ser

W

4 Prismas cortados oblicuamente. Réplica observada al microsco-
pio electrénico, de una muestrao&u!lda y atacada. Noétese la
subestructura de los prismas. 21. X
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5 Canaliculos dentinarios vistos longitudinalmente. Réplica ob-
servada al microscopio electrénico de una muestra obtenida por
rotura. Notese las diferentes estructuras: canaliculos dentinarios,
dentina intercanalicular y pericanalicular. 9.200 x

mediante rayos X, debido a que no es actualmente
posible obtener un haz suficientemente intenso de
Il n2 de seccion. El microscopio electrénico puede
resolver este problema puesto que permite concen-
trar un haz intenso de electrones en una zona de
aproximadamente el tamafio de la particula. Estos
electrones son difractados por los dtomos del com-
puesto segun ciertas direcciones bien determinadas.
Cuando la particula iluminada es un monocristal
la difraccibn produce una distribucién regular vy
discontinua de haces difractados. En el caso que las
particulas tengan un gran numero de granos orien-
tados al azar, cada uno de los haces difractados por
un grano en una cierta direcciéon y que forme un
determinado dngulo con el haz incidente podrd girar
alrededor del haz incidente como eje de la misma ma-
nera que gira la orientaciéon cristalina del grano
respecto al eje. El lugar geométrico de los haces
difractados estard contenido en conos que al cortar
la pantalla del miscroscopio electrénico perpendicu-
lar al haz incidente, engendrard un circulo.

Resumiendo, la aparicién sobre la pantalla de una

7 Réplica observada al microscopio electrénico de una muestra
obtenida por rotura. La diferente orientacién cristalina no nos
permite aclarar si nos encontramos en una zona prismatica o
interprismatica. 18.500 x
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6 Réplica observada al microscopio electrénico de esmalte de
una muestra obtenida por rotura. Noétese dos zonas de diferen-
te orientacion. La superior podria corresponder a una zona
prismatica. 15.200 x

{

disposicién discontinua de puntos indica la presencia
de un monocristal, cuando estos puntos se agrupan
en circulos denota la presencia de un policristal.
En el caso de esmalte y la dentina, hay divergencia
entre los autores. Scott (8) presenta anillos tanto para
la zona prismdtica como interprismdtica. En la den-
tina en cambio Kato (7) muestra diagramas de puntos
y Frank (9) tanto para zonas pericanalicular como in-
tercanalicular muestra diagramas de anillos. Ambos
autores, Frank y Kato, informan haber usado drea
sclecta; si suponemos que en ambos casos se ilumi-
né la misma zona podemos estimar para el caso de
anillo un tamano de grano de aproximadamente 300
A®, y para el caso de puntos, que se trata de un
monocristal de un tamafio aproximado a la de la
particula iluminada, 1 pZ2.

En el presente trabajo, nos hemos ocupado de poner
a punto varios métodos diferentes de investigacién
con el objeto de comparar en forma directa los di-
ferentes resultados obtenidos, habiendo agregado
ademds una nueva técnica que es la difusiéon de
la luz.
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8 Réplica observada al microscopio electrénico de esmalte de
una muestra obtenida por fractura. Obsérvese la orientacién
diferente en las dos zonas. 9.200 x
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9 Trocos de esmalte de una muestra molida. Observada por
transparencia, en el microscopio electrénico, a la derecha el
diagrama de difraccién de las particulas. Notese la disposicién
en anillos de los puntos de difraccion. 30.000 x

4 Preparacion de las probetas y resultados obtenidos

a) Microscopia éptica.

La muestra es un diente sano extraido por razones
paradenciopdticas. Se le incluye en pldstico y se so-
mete al procedimiento rutinario de pulido. Luego se
ataca con HCI al 59, durante 45 segundos, se va-
poriza Al en su superficie y se observa por reflexién
(Fig. 1).

Se observa con este método, en el esmalte, los prismas
y la substancia interprismdtica. El contraste que per-
mite observar los prismas es debido a la diferente
forma de reflexién dGe las distintas zonas. Ademds

10 Trozos de esmalte de una muestra molida. Observada por
transparencia en el microscopio electrénico, a la derecha el
diagrama de difraccién de las particulas. Ndtese la disposicion
de los puntos de difraccién. 30.000 x

es bastante clara una subdivision en el interior de
los prismas.

b) Microscopia electrénica.

La probeta es un diente tratado con CaF,. Se le in-
cluye en plistico y se somete al mismo procedimiento
de pulido. Se le ataca con HCI al 19, durante 5 se-
gundos. La superficie asi pulida y atacada se im-
presiona con triafol y se sombrea con Cr a 45° y C a
90°. A las impresiones asi sombreadas se les recubre
con una capa de parafina, se disuelve el triafol con
bafios sucesivos de acetato de amilo, y una vez re-
tirado totalmente el triafol se disuelve la parafina

11 a) Corte delgado longitudinal de un diente 8 %

I1 b) Muestra iluminada por dos haces paralelos, que a la

izquierda ilumina la dentina y a la derecha el esmalte. Obsér-
vese la difusién en ambos casos. 8 X
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procediéndose a pescar las muestras con una grilla
que se ileva al microscopio electréncio. La réplica
asi obtenida es negativa (Figs. 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8).
Con esta técnica, se observan los prismas de un did-
metro aproximado entre 5-6 p y de una forma de
arcadas incompletas. En el interior de los prismas
podemos ya observar la presencia de una estructura
y una zona circundante o substancia interprismaitica
(Fig. 2).

En la figura 3 se observan muy claramente prismas de
varias formas que dependen de la direcciéon del corte
y didmetros. Se ve la substancia interprismdtica que
posee un ancho que varia entre 1 y 3 p.

de aproximadamente 1 pn

En la figura 4 podemos observar a mayor aumento la
tipica forma de arcadas del prisma rodeado de una
zona delgada de substancia interprismdtica. El ataque
muestra claramente una topografia que podemos con-
siderar como granos, tanto en la zona prismdtica
como interprismdtica. Estos granos presentan una
forma alargada sin una direccién preferencial dentro
de cada prisma y sus dimensiones estin comprendidas
en 1 u de largo y 0,2 u de ancho. Una zona con res-
pecto a la otra cambia su orientacién en 90°, tunica
diferencia notoria encontrada entre el prisma y la
substancia interprismdtica, diferencia que no justifi-
ca el uso de esta terminologia distinta.

En la técnica de réplica de superficies fracturadas, se
usd6 como probeta un diente sano que se fracturd
por medios mecdnicos. Se realizaron réplicas de triafol
que se sombrean con Cr a 45° y C a 90°. Se mon-
ta al microscopio electrénico segun procedimiento
descrito anteriormente. En la figura 5 se observa una
réplica de fractura de dentina, pudiéndose describir
las diferentes estructuras, como ser el canaliculo, la
dentina pericanalicular y la dentina intercanalicular.
El diferente grado de calcificacion de la dentina pe-
ricanalicular y de la intercanalicular, hace que la
fractura de la primera sea neta y la de la segunda
irregular,

En la figura 6 se muestra una réplica de fractura del
esmalte. Se puede describir dos zonas, una superior
que se subdivide en pequenas superficies en que
predomina la forma rectangular con sus ejes mayores
paralelos entre si y una zona inferior, en que estas
pequeiias superficies poseen su eje mayor paralelo
entre s{ y mds largo que el de la zona superior. Estas
superficies tienen forma alargada y el eje mayor de
la zona superior estd rotado en 90° con respecto a
la zona inferior. Ademds, en las dos zonas y repartidos
al azar, se observan pequeifios puntos de seccion per-
fectamente circular, que podrian corresponder a fi-
bras orgdnicas que permanecen en el esmalte ma-
duro, a pesar de que Fearnhead (10), Millard y Pau-
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tard (11), y Héhling (12), comunican que no es po-
sible observarlas en el esmalte totalmente calcificado.
La figura 7 corresponde a una réplica de fractura del
esmalte, en ella se observan tres zonas: una superior,
una media, y una inferior. La zona superior y la
zona inferior parecen corresponder a zonas pris-
maticas, la zona media seria la interprismitica. En
las tres zonas se pueden observar las figuras punti-
formes descritas anteriormente como correspondientes
a fibras orgdnicas. La zona superior se subdivide en
pequeiias superficies de forma rectangular con su
eje mayor muy alargado. En la zona media parece
observarse una parte central en que los cristales son
paralelos entre s{ y partes laterales que van diver-
gendo e inclindndose con respecto al eje central. Las
pequeiias superficies de la zona media tienen eje
mayor mas corto que los de las otras dos zonas. La
zona inferior es igual a la superior ya descrita.

En la figura 8 se observan las dos zonas, subdivididas
en pequeias superficies de la misma manera que
en la figura 7.

¢) Difraccién de drea selecta.

De un diente sano extraido por razones ortoddncicas,
se arrancan pedacitos con ayuda del torno dental.
Estos se embeben en aceite de linaza y entre dos
vidrios se frotan para reducir su tamaifio. Se lava la
muestra con benceno vy se procede a pescar aquellos
que estén en suspensiéon. Con este método se prepa-
raron muestras de esmalte y dentina.

En la figura 9 a) se observan dos particulas poco
transparentes. En la figura 9 b) se observa el diagra-
ma de difraccién en anillos que muestran claramente
la presencia de un policristal con un tamafio medio
de 5.000 A° por cristal.

La figura 10 corresponde a una particula de 1,5 pn
de largo por 05 p de ancho sensiblemente mono-
cristalina.

d) Difusion de la luz.

Cuando un haz luminoso al introducirse en un me-
dio se transmite lateralmente se dice que este medio
difunde la luz. En general esta difusién es produ-
cida por particulas suspendidas en el medio en que
actuia la luz o que existan zonas de pequefno tamafo
de diferentes propiedades dpticas que la del medio
donde estian dispersadas. Estas particulas pueden ser
no sélo submicroscépicas sino también dtomos o mo-
léculas. Esta propiedad depende del tamano de las
zonas (particulas) y produce un efecto de emitir
lateralmente las longitudes de onda mayor siendo
las de menor longitud de onda menos dispersadas.
Asf, una limina delgada de esmalte o dentina serd
azulada observada por reflexién y parda o rojiza
por transparencia. Estudiando la caracteristica de
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la luz transmitida, se puede llegar a determinar el
tamano de las particulas que constituyen el diente.
La experiencia realizada consiste en hacer pasar un
delgado haz de luz a través de una ldmina delgada
cortada de un diente, y de impresionar una pelicula
fotogrifica pegada a la superficie por donde sale
la luz. Lateralmente a la seccién recta del haz lu-
minoso aparece un halo de luz difundida (Fig. 11).

5. Discusion

Los resultados obtenidos usando las diferentes técni-
cas descritas son los siguientes:

a) Para réplica de superficies pulidas y atacadas
10.000 A® de largo por 2.000 A° de ancho.

b) Para réplica de superficies fracturadas se obtiene
7.000 A® de largo por 3.000 A° de ancho.

¢) Difusién de la iuz 5.000 A°.

d) Difraccién de electrones: se ha obtenido un tama-
no medio de 10.000 A°,

Como se puede apreciar los resultados son concordan-
tes. Como meta futura estd el averiguar no sélo un
valor medio aproximado del tamafio de grano del
esmalte y la dentina, sino las razones por las cuales
los autores han obtenido valores
nuestros y diferentes entre si,
técnicas.

diferentes a los
usando las mismas
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Finalmente queda sélo agregar que, por razones de
espacio disponible en la presente publicacién, nos
impide una discusién detallada de los resultados.
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