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INTRODUCCION,

El esmalte dental humano es un tejido que se deriva del
ectodermo, cubre la corona anatomica de los &rganos dentales y es
el tejido m&s mineralizado del cuerpe humano. Consta de un 96% de
mineral, y un 4% de material orgdnico y agua. Se le considera una
barrera de proteccién frente a los procesos cariosos. Sin embargo
no se ha encontrado hasta el momento la forma de evitar este
proceso. Desde hace mucho tiempo se ha observado que la
composicidén gquimica del esmalte dental Yy la morfologia
macréscopica de la corona son factores importantes gque pueden
influir en el inicio, establecimiento y desarrollo de los procesos
cariosos.

Actualmente la enfermedad por caries dental afecta a un 90%
de 1la poblacién Mexicana y las medidas preventivas no son
suficientes para evitarla. Por lo tanto, toedo estudio relacionade
con caries dental ¢ medios de prevencién son de gran importancia.
En el presente trabajo se caracterizan estructuralmente los
cristales del esmalte dental humano, ya gue si se conoce m&s sobre
su estructura podremos contribuir en un futuro a determinar donde
da inicio el proceso de desmineralizacidn provocade por el proceso
carioso. La caracterizacién de estos cristales es realizada por
medio de las técnicas de microscopia electrénica, tanto de
transmision convencional y de alta resolucién asi como también
difraccién de electrones, campo claroc y campo obscuro, difraccién
de rayos X y simulacidén de imagenes.

La presentacidn de este trabajo de tesis se dividié en siete
capitulos. En el capitulo I se incluyen los antecedentes, el
objetivo, 1la justificacidén y la hipbtesis del trabajo. En el
capitulo II se presenta la odontogenesis y estructura del 6&rgano
dental. El capitulo III se ha titulado "Fosfatos de calcio", en



esta parte hablaré de la clasificacién de las apatitas, centrando
mi atencién en la hidroxiapatita. También se mencionan los indices
de Miller ya que son bidsicos para el analisis de las estructuras
cristalinas. E1 capitulo IV “El1 Microscopio Electrdnico de
Transmisidn", describo las partes y funcionamiento del microscopio
electrénico de transmisién, as! como también de la difraccién de
electrones y 1la indexacién de patrones de difraccién. En el
capltulo V se menciona el material utilizado y el método para la
obtencién de las muestras en estudio. En el capftulo VI se
presentan los resultados obtenideos. Y en el capitule VII, y
Gltimo, se aborda la discusién de esta tesis. Para finalizar se
presentan las conclusiones.

Es importante mencionar la relevancia de este trabajo en la
4rea de los bjomateriales asi como en la 4rea de la odontologia,
puesto que representa el primero en su género gue se realiza en
México en colaboracién de la Divisién de estudios de Posgrado e
Investigacién de la Facultad de odontologia y el Instituto de
Fisica, ambos de la U.N.A.M.



CAPITULO I

ANTECEDENTES, OBJETIVO, JUSTIFICACION E HIPOTESIS

I.1i. Antecedentes.

Tomando en cuenta que la enfermedad por caries dental en
México afecta a un 90% de los habitantes (1) y por lo tanto es un
gran problema de salud, todo estudio sobre caries cobra gran
importancia. A la caries se le puede considerar como un proceso
quimico-biolégico, que <consiste en la desmineralizacién vy
destruccidn de los tejidos dentarios (2). No es posible atribuir a
una sola causa su presencia, desarrollo e inicio y se considera
que para el establecimiento de este procéso se necesita 1la
confluencia de muchos factores, Los principales de éstos sont
dieta, microorganismos cariogénicos, susceptibilidad del organo
dentario, composicion de la saliva Yy algunos factores
inmuloldgicos (3-7).

La superficie del esmalte dental representa una barrera de
proteccion frente a los procesos cariosos, sin embargo no se ha
encontrado hasta el momento la forma de reforzarla para evitar la
penetracién cariosa al esmalte. Desde hace mucho tiempo se ha
observade que la composicidén quimica de este tejido y la
morfologia macroscépica de la corona scon factores importantes que
pueden influir en el inicio, establecimiento y desarrollo de los
procesos cariosos (B).

Investigaciones realizadas por Le Geros (9) reportaron que el
nineral del esmalte dentario humano esta constituido por apatitas
bioldégicas como son: fosfato de calcio amorfo; brushita o fosfato
de calcio dihidratado (DCPD): monetita o fosfato de calcio anhidro
(ocPA); fosfate tricdleico (B-TCP) e hidroxiapatita, Estoes
cristales pueden hacer cox_nbinaciones con algunos elementos
variando sus propiedades de adsorcidn y disolucién. La composician



quimica ael esmalte puede alterar los procesos de
desmineralizacicn debido a las diferentes propiedades de
disolucién que tienen las apatitas bioldégicas (10).

Brown y col (1l1) concluyeron que la causa mas probable de la
variabilidad en los productos de solubilidad del mineral del
esmalte es la presencia de varios defectos estructurales e
impurezas en los cristales adamantinos. Cutress (12) opina gque
estas alteraciones se pueden deber a las concentraciones de
impurezas incluyendo les fluorures, carbkonatos y algunos elementos
traza y que éstos pueden influir en el grado de susceptibilidad a
la caries. Otros autores (13,9) coﬁcluyeron que las variaciones en
la solubilidad de estas apatitas biolégicas pueden atribuirse a
varias causas: a la diferencia en el tamafic del cristal, a las
diferencias en la composicidén y propiedades del cristal y a las
substituciones por diferentes elementos o compuestos en las
apatitas.

Los estudios en relacidn con la composicion indrganica del
esmalte dentario humano maduro indican que las apatitas pueden
variar su forma estequiométrica y pueden contener una gran
variedad de especies quimicas, pero 1la proporcién primaria
relativa esta constituida por tres grupos principales: ca®, pod”
y OH™ (14,15). Diferentes autores (16,17) han realizade anilisis y
reportaron que en el esmalte estdn presentes algunos elementos
considerados como trazas por las pequefias concentraciones en que
se encuentran. Los efectas de estos elementos sobre la tasa de
disalucién de las apatitas bhioldégicas y sintéticas han sido
considerados como cariogénicos y no carlogénicos (12,14,18).
Muchos autores (12-15,18,19,20,21) reportaron que €l fluoruro se
encuentra en el esmalte como fluorapatita (producto de reaccién de
los iones fluoruro con el grupo hidroxiloc de la hidroxiapatita en
esta reaccidén se forma como producto intermedio el cCarFz)., Se
conoce que la solubilidad de la flucrapatita es menor que la de la
hidroxiapatita y mucho menor que la del CaFa.

Los cristalitos de esmalte dentario humano al ser observados
por medic de microscopio electrénico de transmisién muestran 1la



presencia de una linea obscura a lo largo de sus porciones
centrales de aproximadamente lnm de espesor (22=-24). Ella aparece
de densidad obscura cuande se encuentra la imagen fuera de foco y
desaparece cuando la imagen estd bien enfocada, se observa
bordeada por dos bandas ligeramente menos obscuras en
sobreenfoque. Esto se interpreta como un defecto planar gque
bisecta el grosor del cristalito. La geometria de este defecto
plano es de tal_ magnitud que se puede extender completamente
abarcando los dos extremos del cristal o terminar en cuwalquier
punto dentro del cristal. Algunos autores (22-25) opinan que este
defecto planar es especialmente susceptible a la caries, por lo
que la presencia de esta linea es de gran interes Ya que parece
que sufre disolucién preferencial durante los estadios tempranos
del proceso carioso(25).

La presencia de esta lfnea obscura en los cristalitos del
esmalte tambien demuestra la gran anisotropia de é&stos. Frazier
(24), en estudios realizados con polvo de esmalte, demostré que
ésta se observa en el 20% de los cristalitos, Nylen y col (23),
observaron esta 1fnea en cristalitos cortados en forma
longitudinal y transversal y sugirierdn que puede representar una
unién doble y que su aparicién depende de 1la orientacién del
cristal.

Se han propuesto varias tecrias para explicar la presencia de
la 1fnea chscura (22-25), especificamente se dice que puede ser el
remanente de la matriz organica calcificada, una dislocacién en
forma de cuerda de tornillo, una frontera de grano o un planoc de
defecto localizado de los iones carbonato coherente en 1la
estructura de la hidroxiapatita. Muchos estudios se han realizado
con el objetivo de conocer la estructura y las propiedades de esta
linea obscura y el papel verdadero que ésta juega durante el
proceso cariose, sin embargo, hasta la fecha muchas preguntas se
encuentran sin respuesta.



1.2, Objetivo.

El principal objetivo, de este trabajo de investigacidén es la
caracterizacién de los cristales del esmalte dentario humano por
medio de t&cnicas de microscopia electrdnica de transmisisn, tanto
convencional como de alta resolucidn, difraccién de electrones y
difraccidn de rayos X.Como se comentd anteriormente, los cristales
del esmalte presentan una lfnea obscura en el centro y cuya
estructura es hasta el momento desconocida. Por 1o tanto, dentro
del objetivo mencionado se encuentra la caracterizacidn de la
1inea obscura.

1,3, Justificacidn.

Algunos investigadores encontraron que en los cristalitos del
esmalte dentario existe una 1linea obscura (22-25), sus estudios
sugieren que en este sitio puede c¢omenzar el proceso de
desmineralizacién por la caries dental, Asimismo, no se ha podido
conocer gque ¢s, como estd formada y cuando se forma. En vista de
que existen muchas preguntas que necesitan respuesta adecuada,
decidimos realizar este estudic con el fin de intentar dar
respuestas a las interrogantes antes menclionadas. Ademas debemos
mencionar la importancia de este trabajo en el campo, tanto de los
biomateriales como de odontologia, puesto que representa el
primero de su género gue se realiza en México siendo un resultado
de 1la colaboracién de 1la Divisidn de Estudios de Posgrado e
Investigacién de 1la Facultad de Odontologia y el Instituto de
Fisica, ambos de la U.N.A.M.

I.4 Hipdtesis.

La substitucién de algunos Aatomos de calcio por Atomos de
elementos de impurezas pueden crear una imagen al microscopio
electrénico de una linea obscura en el centro y a lo lardo de los
cristalitos del esmalte. Esta substitucién no se realiza en forma
arbitraria sino que debe ser tal que reproduzca los datos
experimentales gue se tienen.



CAPITULO 1I

ESTRUCTURA DEL DIENTE

En este capitulo mencionare algunos aspectos importantes de
la odontogenesis, los cuales nos daran las bases necesarias para
la comprensidén del desarrollo de nuestro objeto en estudio: el
esmalte dentario humano. Finalizaremos éste con la descripcién de
la estructura del organo dental. Las referencias generales
utilizadas en este capitulo fueron 26,27 y 28.

I1.1. Un poco de histologia.

Dos capas germinativas participan en 1la formacion de los
organos dentales, la capa ectodermica y la capa de mes&nquima. El
esmalte dental proviene del ectcdermo. La @entina, el cemento y la
pulpa, provienen del mesénguima. La odontogenesis se inicia con la
formacion de una banda epitelial primaria que se forma a 1los
treinta y siete dias de desarrollo embrionariec y se separa
posteriormente en una lamina vestibular y en una lamina dentaria.
Dentro de la lamina dentaria se da una actividad proliferativa
intensa y localizada la cual da érigen a una serie de crecimientos
epiteliales dentro del ectomesénquima en los sitios
correspondientes a las posicidnes de los futuros dientes deciduos.
Desde este momento el desarrcllo de los dientes se realiza en tres
etapas @

1.- Estadio de BROTE.
2.~ Estadio de CASQUETE.
3.~ Estadio de CAMPANA.

El desarrollo es un proceso continuo y no es posible tener
distinciones claras entre los estadlos de transicién.

El estadio de brote esta representadc por el primer
crecimiento epitelial que se hace dentro del ectomesénquima de laos
maxilares (Fig II.l.). Las células epiteliales nmuestran poco o
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Fig II.1l. Estadio de brote del desarrollo dentario visto en un
corte frontal (A) y en corte sagital (B).



ningin camkio en cuanto a morfologia o funcidén. Las calulas del
ectomesenquima se hallan por debajo del epitelio de revestimiento
y alrededor del brote epitelial.

En el estadio de casquete, a medida que el brote epitelial
sigue proliferando en el ectomesénquima, la densidad célular
parece aumentar en la zona inmediatamente adyacente al crecimiento
epitelial. Este proceso se 1llama clasicamente la "condensacién®
del ectomesénquima la cual resulta de un agrupamiento local de
c2lulas incapaces de preducir sustancia extracelular y de
separarse las unas de las otras (Fig IX.2.). En este periddo
inicial del desarrollo dentaric es ya posible identificar todos
los elementos formativos del diente y sus tejidos de sosten. La
condensacion epitelial que superficialmente semeja un casquete
colocado sobre una esfera de ectomesénquima condensado recibe el
nombre de organo del esmalte, el cual tiene como funciones las de
formar el esmalte dental, la formacidn de la corona, la iniciacién
de la formacidén de la dentina y establecer la unién dentogingival.
La masa esférica de células ectomesénquimatosas condensadas,
llamada papila dental, forman la pulpa y 1la dentina. El
ectomesénquima condensado gque limita la papila dental y que
encapsula el érgano dentario, el foliculo dental, origina les
tejidos de sosten del diente. Como el 6rgano dentario se ubica por
encima de la papila dental a modo de casquete,este estadio del
desarrollo del diente se conoce como estadio de casquete. El
germen dentario esta formado por: El organo dental, la papila
dental y el foliculo dental.

El estadio de campana se origina por el crecimiento continue
del germen dentaric, el cual se va pareciendoc a una campana a
medida que el casgquete epitelial se hace mas profundo (Fig
I1.3.).

La histodiferensiacién son diferentes cambios de desarrollo
desde el estadio de casquete hasta el estadio de campana. Una masa
de células epiteliales similares se transforman en componentes
morfolégicamente distintos. Las células ubicadas en el centro del
érgano dental sintetizando y segregande un acido mucopolisacarido
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(a)  Estadio primitivo de casquete del desarrollo dentario. Se
puede identificar facilmente una condensacién del
ectomésenquima asociada con el casquete apitelial.

Organo dontal

Papila dental

Foliculo dental

(b) Se aprecia el estadio de casquete,en el cual el epitelio del
organo del esmalte se ublca sobre una esfera de células
mesenquimatosas 1llamada papila dentaria, que también se
extiende alrededor del borde del drganc del esmalte para
formar el foliculo dental.

Fig II.2. (a) Estadio primitivo de casquete y (b) Estadio de
casquete.
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(a) Estadio de campana inicial. El érgano del esmalte parece estar
dividido en dos por el tabique o cuerda del esmalte.

(b) Estadio de campana.Se define perfectamente el foliculo dental
y la papila dental. La superficie interna del &rgano del
esmalte se ha profundizado dando el aspecto de upa campana.
£n el recuadro se aprecia una separacion entre la lamina
dental y el germen dentario permanente pero esto es causado
por el plano de corte.

Fig II.3. (a) Estadio inicial de campana y (b) Estadio de campana
del desarrollo dentario.
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{en el compartimiento extracélular entre las células epiteliales)
éstos son hidrofilicos, de modo que atraen el agua dentro del
organo dental. La cantidad creciente de liquido aumenta el volumen
del compartimiento extracelular del drganoc dental de modo que las
células del o&rgano son forzadas a separarse., Como las células
mantienen conexiones entre si por medioc de sus contactos
desmosomicos adoptan la forma de una estrella. Por tal razon el
céntro del organo dental se denomina reticule estrellado.

En la periferia del organc dental, las ceélulas adoptan una
forma cubica.y forman el epitelio dental externo. Las células que
bordean la papila dental se diferencian en dos componentes
histoldégicamente diferentes. Aquellas inmediatamente adyacentes a
la papila dental aceptan una forma columnar «corta y se
caracterizan por un alto contenido de glucégeno. Juntos forman el
epitelio dental.

Entre el epitelio dental interno y el reticulo estrellado
recientemente diferenclado, las células epiteliales se diferencian
en una'capa de ceélulas achatadas llamadas el estrato intermedio.
Las células de esta capa rapidamente se caracterizan por una
actividad excepcionalmente alta de la enzima fosfatasa alcalina.
Aungue las células de esta capa. son histolégicamente distintas de
las células del epitelioc dental interno, ambas capas deben de ser
consideradas como una sola unidad funcional responsable de la
formacién del esmalte. La zona de union entre el epitelio dental
interno y el extremo se llama boxrde cervical.

Otros acontecimientos son la formacicn de la estructura final
del germen dentario, la papila dental en el estadio de campana,la
desintegracion de la lamina dental y determinacién del patrén que
tendra la corona. La lamina dental que une el germen dental al
epitelio bucal se rompe formando pequefas islas de células
epiteliales, separando en esta forma el diente en desarrolio del
epitelio bucal. Una consecuencia importante de la fragmentacidn de
la lamina dental es que el diente sigue su desarrollo dentro de
los tejidos maxilares separados del epitelio bucal. Esto quiere
decir que antes que los dientes puedan funcionar deben establecer
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una conexién con el epltelio bucal y penetrarlo para alcanzar el
plano oclusal, ‘

La formacion de 1los geérmenes dentales temporales ¥y
permanentes es muy  similar, sdélo varia en gue se forman en
momentos diferentes. La denticion primaria se inicia entre la
sexta y octava semana de vida intrauterina y 1los dientes
permanentes se forman entre la vigésima semana intrauterina y el
decimo mes despues del nacimiento (esto, en el caso del tercer
molar es al quinto afie de vida extrauterina).

Estadio de campana tardio se presenta después de que se ha
formado la primer capa de dentina. Las células del epitelio dental
interno se diferencian adoptando funciones  secretorias |y
produciendo una matriz organica sobre la superficie dentinaria
recientemente formada, casi de inmediato esta matriz organica se
mineraliza parcialmente y se convierte en el esmalte coronario.
Las células productoras de esmalte o amelohlastos, se alejan de la
dentina, dejando por detris un esmalte que se “engruesa" cada vez
nds. La formacién del esmalte no puede comenzar hasta que se haya
formade algo de dentina. Esta interdependencia entre los tejidos
dentina y esmalte es un ejemplo de inducciodn reciproca (Fig.
IT.4.).

iX.2. Formacién de los tejidos duros.

La dentina, el cemento ¥ el hueso son tejidos conectivos
especializados cuyo coldgeno tienen un papel importante en el
wantenimiento de su estructura y que ademas tienen mucha similitud
en su formacidn. El1 ESMALTE no es un tejido conectivo y no posee
coldgeno en su estructura.

La produccién da células de una watriz orgdnica es capaz de
aceptar material de tipo mineral con la participacioén de la enzima
fosfatasa alcalina y una buena vascularizacién como requisito
esencial. Las células forman las matrices organicas de los tejidos
duras ya gue son sintetizadoras y poseen el armamento metakolico

13



Pig I1.4.

Estadio de campana tardio (estadio de corona inicial)
del desarrollo dentaric. La lamina dental se esta
desintegrando, de manera que el diente continuta ahora su
desarrollo separado del epitelio oral. La dentina y el
esmalte han comenzado a formarse a nivel de la c¢resta del
epitelio dental interno no plegado.
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para llevar a cabo esta sintesis. Otra funcién de las células es
la de secrecién. Estas funciones estan blen establecidas y son
efectuadas por los siguientes organelos: reticulo endoplasmatico
rugose, vesiculas de transporte, aparate de Golgi y vesiculas
secretorias.

La matriz organica de los tejidos duros esta formada por
proteina coldgeno asociada con cantidades y tipos variables de
otras moléculas tales como glucosaminoglucanos, glucoprotelnas y
glucolipidos. A estas macromoléculas no coldgenas a menudo se les
denomina colectivamente como sustancia fundamental. La matriz del
esmalte es distinta, consistiendo de sus proteinas especiales
llamadas amelogenina y enamelina. Todas las matrices de tejidos
duros, sin importar cu&l sea su composicidén, son capaces de
aceptar material de tipo mineral en forma de hidroxiapatita.

La mineralizacién es un proceso complejo. Los cristales de
apatita no pueden precipitar esponténeamente a partir del calcio
idnico y el fosfato a las concentraciones fisiolégicas halladas en
los fluidos tisulares. Una vez que se ha formado el primer
cristal, un 1liquido tisular sobresaturado puede permitir 1la
deposicién continua de mineral sobre ese cristal y se presenta el
crecimiento cristalino. Para que haya mineralizacién debe de haber
un aumento local en los iones inorganicos para permitir 1a
precipitacién espontinea de los cristales (nucleacién homogénea),
© debe haber una sustancia nucleante para poder llevar a cabo la
cristalizacién sin la necesidad de que haya un aumento en 1la
concentracion ionica (nucleacién heterogénea).

La mineralizacién inicial de un tejido conectivo implica 1la
actividad célular. Despues que la célula formadora de un tejido
duro ha producido una cantidad suficiente de matriz orgénica, se
desprenden vesiculas pequefias de su membrana plasmatica dentro de
una matriz extracelular organica. Estas estructuras pequefas
originadas en 1la membrana plasmatica, que se llaman vesiculas
matriciales, contienen lipidos fijadores de calcio y la enzima.
fosfatasa alcalina. Se presume que proveen el microambiente en el
cual se forman los primeros cristales de Hidroxiapatita. Una vez
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que el primer cristal aparece dentro de una de estas vesiculas
crece rapidamente y emerge a travéz de sus paredes, de modo que
existe un conjunto agrupado de cristalitos orientados casi
radialmente en una matriz que contiene fibras coldgenas dispuestas
laxamente y abundante sustancia intercelular.

La iniciacion de 1la mineralizacidén en el esmalte es aun un
completo misterio ya cque no se encuentran vesiculas matriciales en
asociacién con la amelogénesis ni hay presentes fibrillas de
colageno. La matrliz organica del esmalte es totalmente diferente,
dado que la mineralizacién sucede dentro de ella casi tan pronte
como se deposita. La unlca caracteristica comin es la presencia de
grupos sulfatades. El coligeno puede acumular mineral dentro de si
mismo. De esta manera los cristales se empaquetan entre las
moléculas de colageno en los agujeros creados a medida que las
moleculas se agregan. El esmalte se halla tan mineralizado que la
cantidad de matriz orginica que contienen es despreciable. Su
presencia se limita a una delgada pelicula al rededor de cada
cristalito (Fig II.5.).

Fibrilla
colagena

" wgujeres® de la
fibeille colégena
£\

Fig II.5. Diagrama que ilustra la localizacién de mineral dentro
de la fibrilla col&gena.
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II.3. El drgano dental humano.

, Para reconocer las partes gque constituyen macroscopicamente
al ¢rgano dental las podremos dividir de la siguiente manera: la
porcion CORONARIA y la porcion RADICULAR. Otra divisién es en base
a los tejidos gque lo conforman (histologicamente):

Esmalte.~ Este tejido se encuentra en la porcion externa de 1la
corona dental.

Dentina.- Se encuentra este tejido en la parte media de la corona
Y de la raiz del 6rgano dental. 3

Cemento.,- Se localiza en la parte externa de la porcion
radicular.

Pulpa .— Es el tejido bascularizado que se encuentra en la parte
central de la porcién coronaria y de 1la porcién
radicular.

De los cuatro tejidos gque constituyen al organo dental
humano, tres son los tejidos duros, el Esmalte, la Dentina y el
Cemento, la Pulpa es el unico tejido blando y ademas proporciona
el aporte sanguineo y nervieso (Fig II.6.). Las discusiones sobre
la composicidén y estructura de la fase (o fases) doérganica del
esmalte, dentina y hueso continuan. Las principales dificultades
son debidas a que:

a) Los minerales biolégicos son microcristalinos e inhomogéneos en
naturaleza evitando la aplicacidén de técnicas que han sido usadas
con éxito en la determinacién de monocristales de las apatitas
sintéticas.

b) Las apatitas biculégicas son no-estequiométricas, esto es, la
razén molar Ca/P es menor a 1.17 para el esmalte y dentina
mientras que es mayor a 1.67 para el hueso.

c) Ios elementos inorgadnicos menores y de traza presentes en las
apatitas bioldgicas pueden ser elementos impureza en la red de la
apatita, pueden ser akbsorbidos en la superficie del cristal de
apatitav o segregar formando otras fases.
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Encfa
interdental

Caries
Area de
contacto

Espacio contaniendo v : — Esmalte

Residuos da
comida, bac-
ferias, etc.

Célculo

Encla subgingival

Dentina

Lémina dura

Hueso

FPig II.6. Diagrama de un diente en un corte longitudinal mostrando
los tejidos gue lo constituyen, asi como también las
estructuras adyacentes.
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El esmalte, la dentina, el cemento y el hueso difieren en su
composicién en términos de: cantidad y tipos de fases orgénicas
presentes, cantidad de agua, concentracién de elementos
minoritarios (por ejemplo, CaO3, Mg, Na.), en la fase orgénica,
medida del cristal, wmorfologia, orientacién y distribucién del
cristal de apatita biol&gica. con respecto a la matriz orgénica
(Tabla II.1 y 2). Los componentes orginicos en esmalte, dentina y
hueso son los siguientes:

1) El esmalte tiene el menor porcentaje de componente orgénico,

1 wt.¥ © 2 wvol.%, consistiendc de un 58% de proteinas
(amelogeninas, enamelinas y fosfoproteinas), 40% 1lipidos vy
pequefias cantidades de azucares, citratos y lactatos.

2) La dentina contiene cerca de 20 wt.% or 30 vol.% de componentes
org&nicas: 90% de coligena y un 10t de proteinas no colagenoides.
Estas son principalmente proteinas fosforiladas con pequeifias
cantidades de 7y-carboxyglutamato conteniendo proteinas del tipo
osteocalclico, proteinas GLA, glycoproteinas acidas, proteinas
sericas y pequefios proteoglycanos.

3) Los componentes orginicos de la predentina difieren en la
abhundancia y tipos de fosfoproteinas y en 1la cantidad de
proteoglycanos.

4) E1 hueso contiene cerca de 25 wt.% o 35 vol.% de componentes
orgénicos, los cuales consisten principaimente de colagena Yy
peguefias cantidades de proteinas no colagenoides, glycoproteinas
acidas, protelnas sericas y pequfios proteoglycanos. La presencia
de fosfoproteinas altamente fosforiladas es finica para la dentina.

5) Los cristales de apatita en el esmalte parecen estar
fuertemente enlazados a las enamelinas, mientras el componente de
amelogenina disminuye con la madurez.

Fl contenido de agua en el esmalte, la dentina y en hueso es
paraleio al contenido orgénico, con el esmalte teniendo

considerablemente menos agua que el hueso y 1la dentina: en el
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Composicién® L Esmaite Dentiha:_ ... Hueso

calcio®, ca®*

Fosforo, P .
Relacion moiarb, Ca/P.|. .
sodis®, NA' o
Hagnesio", Mg
pPotasio®, K*

carbonato®, €O
Fluoruro®”, F~

2¢

2
3 S
0.0Y

clers®, c1” T 0.03
pirofosfato?, PzO;_ 0.02
Material inorganice 97.0
Material organico 1.5
Agua 1.5

Propiedades cristalograficas

Parametros (t 0.003 §)

a-axis 9.441 9.42¢ 9.41¢
c-axis 6€.880 6.88 6.89
Indices de
cristalinidad 70-=75 33-37 33-37
Tamafio del cistal 1.300x300 200x40 250x130
Productos (800°C) B-TCP+HA B-TCP+HA HA.Cal
“Peso %
PMuestra
“Metodo IR

dvalores reportados en la literatura.

“pPrincipales componentes organicos: no colageno, esmalte;
colagenos: dentina y hueso.

fcalculado de la razon de dispersion coherente/incoherente,
mineral HA = 100.

Tabla II.1. Comparacién de las propiedades fisicas y composicién
de fases inorganicas de esmalte, dentina y hueso de adulto humano.
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eamalte es igual a 3 wt.% o 11 vol.%, en la dentina es igual a 10
wt.% o 21 vol.%, en el hueso es igual a 15 wt.% o 28 vol.%.

El esmalte es el mis denso, los minerales o fases inorgédnica
contienen cantidades de cerca de 95 wt.% (87 vol.3%) en comparacién
con la dentina gque es de un 70 wt3 (47 vol.%) y el hueso 65 wti
(36 wvol.%). El promedic de la razon molar de Ca/P del esmalte
humano es de cerca de 1.64, de dentina humana madura 1.62, de
hueso madureo 1.70. El esmalte humano contiene la minima cantidag
de CO3, Mg y Na, la dentina y el hueso contienen grandes
cantidades de los mismos costituyentes, la dentina contiene menos
Ca0a y mds Mg que el hueso.

La diferencia en el ensanchamiento de los picos de difraccién
de rayos X Yy los 1indices de "cristalinidad" sugieren ciertas
diferencias en el tamafio del cristal su perfeccién y/o el esfuerzo
cistalino. También indican que los cristales de apatita en el
esmalte son mucho mds largos y/o menos deformados que en €l caso
de la dentina y hueso. Los estudios de microscopia slectrénica de
transmisién han mostrado lo largo y primdtico de los cristales del
esmalte y lo mucho més pecusfo y plano de los cristales del hueso
y la dentina.

Las marcadas diferencias en el tamafic entre los cristales de
apatita del esmalte, hueso y dentina han sido atribuidos a las
diferencias en la naturaleza y composicién de sus respectivas
matrices orgdnicas: la naturaleza thixotrépica de 1la matriz
orgidnica del esmalte se consider6 que permitia el crecimiento de
los cristales largos de apatita, mientras la matriz mids rigida de
col&gena del hueso y la dentina se considerd que reestringfa el
crecimiento de éstos. Sin embargo esta atractiva y plausible idea
no a sido atn confirmada.

II.4. Amelogenesis y Estructura del esmalte,

El esmalte es un tejido ectodérmico gque cubre la corona
anatomica del diente y es el tejido mas altamente mineralizado que
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ge conoce (Tabla I1I.2)., Consta de un 96% de mineral, 4% de

material 6rganico y agua . El esmalte dental se forma por el
érgano dental, el cual deriva de una proliferacidén localizada del
epitelio oral. Las células gque originan al esmalte, los

ameloblastos, se diferencian dentro del epitelio dental interno
como una parte del organo dental. Debido a gque este preceso de
diferenciacion requiere la presencia de la dentina, éste comienza
en la regién del futuro extremo cuspideo y propagédndose hacia las
vertientes cuspideas hasta que todas las células del epitelio
dental interno se han convertido en ameloblastos.

Durante la dentinogenesis los odontoblastos se retiran
centralmente dejando por detrds dentina formada. Los ameloblastos
tambien se retiran pero en forma periférica, dejando esmalte
recién formado sobre dentina previamente formada. Como el epitelio
dental interno termina a nivel del borde cervical, esta estructura
determina la extensién de la aposicién del esmalte. La
dentinogénesis comienza en el estadio de campana tardio del
desarrollo dentario. Inmediatamente cuando comienza la
amelogénesis, en el germen dentario se describe como que ha
comenzado el estadio de corona en desarrollo del diente.

El contenido inorga&nico del esmaltes es un fosfato de calcio
cristalino conocido como Hidroxiapatita, que tambien se encuentra
en el ﬁueso, el cartilago calcificado, la dentina y el cemento.
vVarios iones, tales como el estroncio, el maghesio, el plomo y el
flGor, pueden ser incorporados dentro de &1 o absorbidos por los
cristales de hidroxiapatita. La suceptibilidad de estos cristales
la se disolucién por &cidos, provee la base quimica de la lesién
que constituye la caries dental.

Aungue casi todo el volumen del esmalte se halla ocupado por
cristales de Hidroxiapatita densamente "empaquetados", hay una red
delicada de material org#&nico que se ubica entre los cristales, el
cual es de naturaleza proteica y contiene algGn material
polisacarido.

La formacién del esmalte es un proceso complejo que comprende
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' CONSTITUYENTES . - - | ' . ANALISIS

Porcentaje en peso

33.6 - 39.4
16.1 - 18.0
1.95 - 3.66

. 'Na 0.25 - 0,90
Mg 0.25 - 0.56
cl 0.19 - 0.30
K 0.05 - 0.30
F Partes por millén

Mayor de 50
5,000 en la superficie

Fe 8 - 218
Zn 152 - 227
Sr 50 - 400
Cu 10 - 100
Mn o - 18
Ag 0 - 100
Relacién (en peso) 1.92 = 2.17
Relacién (molar) 1.5 - 1.68

*Presente como carbonato

TABLA II,2, Componentes orgdnicos principales y menores
{excluyendo el agua) del esmalte humano maduro seco.
(valores recopilados de los reportes de Brudevold y
Séremark, 1967).
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tres estadios. El primero es informativo e implica la secrecién de
una matriz orgdnica por parte de las células diferenciadas a
partir de epitelio dental interno a una velociadad promedio de
0,023mm por dia. Esta matriz se mineraliza casi inmediatamente, de
modo que el esmalte recién formado consta de alrededor de 65% de
aqua, 20% de material orgdnico (proteinas) y un 15% de material
inorgdnico (apatita). La secrecién de este esmalte parcialmente
mineralizado continua hasta que se ha formado casi todo el espesor
del esmalte, con algqunas modificaciones de la matriz.

cuando se segrega por primera vez, la matriz consta de dos
tipos de proteinas: una la amelogenina hidrofébica rica en
prolina, con un peso molecular de alrededor de 25,000 ¥y una
fosfoproteina &cida glucosilada con peso molecular de alrededor de
55,000 llamada enamelina. Las amelogeninas exceden a las
enamelinas a una razon de 19:1. Los cristales depositados en esta
matriz son largas placas delgadas de hidroxiapatita cuya longitud
se completa inmedjatamente. A medida que se segrega mis matriz,
las protefnas del esmalte muestran una reduccidén progresiva del
peso molecular, ocasionada probablemente por protebdlisis
extracelular y los cristales aumentan en ancho. De esta manera la
matriz del esmalte se mineraliza hasta un 30% y posee consistencia
blanda.

La matriz sufre un segundo estadio: la maduracién, un proceso
que comprende el ulterior crecimiento de cristales de mineral y la
pérdidade agua y proteinas. La maduracién comienza en el centro
del crecimiento en el momento en gue el esmalte ha alcanzado su
total grosor a nivel del extremo cuspideo. Procede siguiendo el
mismo patrén de la secreci6n de la matriz, comenzando en el limite
amelodentinario, radi&ndose hacia la superficie externa de un arco
cervical a una velocidad de 0, 04-0, 05mm diarios m&s ré&pido que
la secrecién de la matriz. La remocién de mnaterial proteico
durante la maduracitn es selectivo, dado que se extraen todas las
amelogeninas, dejando solo las enamelinas de mias alto peso
molecular fuertemente unidas a las superficies del eristal de
apatita. Se pierde algo de agua, de manera que ahora el esmalte
estd altamente mineralizado, pero aun es muy poreso.

24



El tercer estadio es la formacién del esmalte resulta en el
agregado de m&s mineral y en la pérdida de la porosidad (fig II.7)
Debido a su alto contenido mineral el esmalte es bastante duro,
una propiedad que 1le permite soportar las fuerzas mecdnicas
aplicadas durante su funcionaminento. Esta dureza es comparable
con la del acero liviano, sin embargo tambien hace que el esmalte
sea fr&igil. Se necesita una capa subyacente de dentina, mis
eldstica para mantener su integridad. Si se pierde el soporte
dentinario el esmalte se fractura facilmente.
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Fig IX.7. Resumen de los cambios citolégicos que se verifican en
el ameloblasto. En A la célula estd relativamente indiferenciada y
se halla en el estadio morfogenético. En B la célula esta alargado
preparandose para convertirse en secretoria y es en este estadio
(el estadio de organizacidén) que la célula induce 1la
diferenciacién de los odontoblastos.C y D representan el estadio
secretorio del ciclo vital del ameloblasto. En C esta comenzando
la secrecidén inicial de la wmatriz del esmalte y la célula debe
migrar para dar espacio al desarrollo de los procesos de Tomes,
los que se diagraman en D. E es el estadio de maduracién, mientras
que F es el de proteccion. La linea en G marca un limite por
debajo del cual, en los cortes histoldgicos, se preserva la matriz
del esmalte, porque estd wmenos mineralizada. Por encima de la
linea se pierde el esmalte y se ve como un espacio.
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CAPITULO III

FOSFATOS DE CALCIO

En este capitulo describiremes los minerales que forman el
esmalte: los fosfatos de calcio. Principalmente comentaremos las
apatitas, de las cuales la hidroxjapatita es el compuesto que
mayoritariamente presenta 1la estructura de los cristales del
esmalte. Por 1lo tanto, 1la estructura y propiedades de 1la
hidroxiapatita seran descritas en detalle, También hemos incluido
los conceptos basicos sobre los materiales sdlidos cristalinos y
los indices de Miller los cuales seran usados muy frecuentemente a
lo largo del presente trabajo de tesis. Las referencias generales
para este capitulo fueron 21, 26, 29 y 30.

ITX.1. Fosfatos de calcio de importancia biolégica.

Los fosfatos de calcio son sales &cido fosférico, HiPO4, Yy
debido a que éste es un acido tribdsico pueden formarse sales que
contengan iones Hz2POs-~, HPO«2- o POu3—. las que contienen el ion
HzPO4- no son importantes desde el punto de vista biolégico, ya
que solo se forman a partir de soluciones muy acidas. Por otro
lado, 1los iones HP042- y PO3- se presentan en el fosfato de
calcio de huesos, dientes y cdlcules dentales, que son importantes
desde el punto de vista biolégico. Rlgunas de estas sales son
hidratadas o basicas (contienen iones hidroxilo).

Todos los fosfatos de calcio son solidos blancos, de los
cuales la mayor parte son solubles en agua, en tanto gque algunos
son insolubles, pero todos se disuelven en Acidos diluidos. Las
sales biologicamente importantes precipitan bajo condiciones muy
similares y una ligera perturbacién, con frecuencia, ocasiona lia
transformacién de una en otra. Algunos fosfatos de calcio existen
como minerales en los seres vivos. Se usan generalmente nombres
cortos en lugar de sus nombres quimicos sistematicos.
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Los fosfatos de calcio de significancia biologica se clasifican de
la siguiente manera:

1.- Fosfatos de Calcio Amorfos,

2.~ Fosfato Dihidratado de Calcio -Brushita- (CaHPO4.2H20}.

3.- Fosfato Anidrico de Calcio -Monetita- (CaPO4)

4.~ Fosfato Octacalcico (CasHz(P0a)s.S5H20)

5.~ Fosfato Tricalcico -Whitlockita~(Cai(POi)z2)

6.~ Pirofosfato Dihidratado de Calcio (CazPz07)

7.~ Apatita (Cai10(PO4)s(OH)2(HA)).

La estructura criatalina, grupo espacial y la razon cCa/P de
estos fosfatos de calcio son listados en la Tabla III.1. Los
fosfatos de calclo, principalmente la Hidroxiapatita, tienen un
gran numero de aplicaciones clinicas para reparar, por ejemplo,
defectos, huesos rotos y como recubrimientos para implantes
metalicos. Otros componentes calcicos de interes en la biologia
oral son Jla Fluorita, o Fluoruro de calcioc (CaFz) y la forma
Calcica del Carbonato de Calcio (CaCOs).bebido a las complejidades
de las fases de Fosfato de cCalcio ha sido necesario estudiar
sistemas sinteticos para investigar con mayor detalle: 1la
nucleacién y crecimiento de estas fases, las propledades de
solubilidad y absorcién del esmalte humano , su formacién y
transformaciones.

IXI.2. Apatitas.

La apatita es una serie isomorfica de minerales que se
encuentran como granos o como prismas hexagonales vidriosos
terminados en piramides o bipiramides, ya sean truncadas o ne. Los
minerales van ds transparentes a opacos, y pueden ser piedras
alargadas verdes, grises, cafes, rojo y mids raramente de color
violeta, rosa o sin color. Si no fuera por su fragilidad (su
dureza Mohs es de 5, comparado con 7 o 9 de las gemas preciosas),
la apatita seria una piedra preciosa muy popular. Son dificiles de
pulir y cortar, sus planos de clivaje son pobremente paralelos a
la base ¥ se fracturan facilmente. La Tabla III.2. muestra las
caracteristicas fisicas de las apatitas.
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Fosfatos de Calcio Estructura Grupo

cristalina especial
Fosfato dicalsico, monoclinico . c2/c
dihjdratada,brushita, a=5.182 A
DCPD b=15.18

£=6.239

B=116 25"
Monetita, DCP triclinica PI

' a=6.,91 A

b=6.63

c=6.99
Fosfato triclinica PX
octacaleico a=19.87 A

b=9.63

c=6.87 ’
whitloquita, B-TCP hexagonal R3c 150
fosfato a=10.428 A
tricalcico c=37.378
Witloguita, A-TCP hexagonal R3c 1.50°
(substituye-Mg) a=10.32

©=37.00 b

monoclinica c2/c 1.50

a=22.84 A

b=9.994

c=17.088
Hidroxiapatita hexagonal ’ P6_ /m . | 1.67
HAP a=9.377 A

c=6.880
Fluorapatita hexaqgonal P6,/m 1.67
FAP a=9.377 A

©=6.880
Clorapatita monoclinica c2/c 1.67
CIAP =9.632 A

c=7.000
“Racion molar.
®(ca + Mg)/P.

Tabla III.1. Propiedades cristalograticas de los fosfatos.
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La apatita es uno de los minerales Fosfaticos de mayor
abundancia en el mundo. Cristaliza con el sistema hexagonal y
grupo espacial P63/m (ver Tabla III.1l). Los iones fosfato tienen
en la apatita una disposicién compacta hexagonal (Pig III.1-2). En
realidad las distorsiones de la forma hexagonal las ocacionan los
jones hidroxilo (o fluor) y calcio, cuyas posiciones se consideran
en la figura III.3 Y 4). Como se puede observar, existen canales
que atraviesan la estructura. Los cuales son consecuencia directa
del arreglo hexagonal compacta. Dos tercios de estos canales
(marcados con triangulos) se ocupan por columnas de iones ca®';
estas columnas representan dos quintos del calcio. El otro tercio
de los canales lo ocupan columnas de iones con carga negativa,
OH en la hidroxiapatita y Fen Fluorapatita. Estos miswmos canales
estan rodeados por los tres quintos restantes del ca®*.

La estructura de la apatita incluye no menos de 10 esgpecies
minerales que tienen la formula general Xs(YO0s)3%Z, donde X es
generalmente ca®c Pb™*,¥ es P o As™y 2 es F,cl'o (OH)". Es un
mineral muy raro, pero es el fosfato de calcio mids importante en
el reino animal porque est3d en estrecha relacién con el fosfato de
calcio basico de los huesos y de los dientes. El grupo de las
Apatitas contiene tres series: la serie de las Apatitas con
calcio, las Piromorfitas (contienen Plomo en lugar de Calcio) y
las Suabitas (intemedia entre las otras dos). Tres son los
miembros gue forman una serie completa de solucion solida que
involucran los aniones halides y los hidroxilos y estes son:
Fluorapatita (Cas(POs&)aF), Cloroapatita (Cas{P0s)3Cl}, Yy la
Hidroxiapatita (Cas(PO«)20H). Asi que la serie general puede ser
escrita como Cas(P0:)3(F,Cl,OH). La Fluorapatita es el mineral mas
importante comercialmente.

Las apatitas son eastructuras ionicas (a excepcién de los
enlaces -covalentes dentro del ion fosfato). Por lo tanto no es
sorprendente que sean substancias bastante duras, refractarias,
con puntos de fusidn, casi siempre, mayores de 1,600 %. 1a
substitucién parcial o completa de iones de la malla por otros
iones de tamafio similar es otra propiedad esperada en las
estructuras idnicas.
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caraétééisticag

fisjicas de las apatitas

coior

Lustre

Dureza (Mohs)
Gravedad espesifica

Forma

Clivage

Indices de

variable, predominantemente verde.
vidrioso.

5

2.9-3.2

En forma de cristales alargados;
granulos gruesos y compactos;
conreciones nodulares.

Fractura irregular.

n= 1.63 - 1.67

refraccisdn
Comentarios Presentan frecuentemente fluore
cencia a la luz ultavioleta y
a los rayos X; fosforecentes y
algunas veces fuertemente termo
luminicentes.
Tabla III.2. Caracteristicas fisicas de las apatitas:
carbonato-apatita ca:o(POJaCO:HzO' clorapatita Cas(Po‘)acl.

fluorapatita Cas(POJ:F, e hidroxiapatitacas(POJJOH.
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FPig IIX.1. Esferas acomodadas compactamente. La mitad de las
depresiones entre las esferas estan marcadas como A Y
las otras como B.

Fig III.2. Esferas que se muestran en la figura anterior, pero
ahora las depresiones B estdn ocupadas.
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Fig III.3. Vista superior de un grupo de esferas acomodadas en una
disposicidén hexagonal compacta. En la hidroxiapatita,
los canales a través de la estructura marcados A se
llenarian con columnas de iones calcio y todos los
canales no marcados por columnas de iones hidroxilo.

 —
1A{=0.1nm)

TAMANIOS APROXIMADOS DE LOS IONES PO,3-, OH™ y Ca2¢

Fig III.4. Tamafio y forma de los iones fosfato, hidroxilo y calcio

en la hidroxiapatita. E1 ion FlGor es un poco menor gue
el ion hidroxilo.
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IXI.3. Apatitas que contienen carbonatos.

La principal dificultad con 1las apatitas gue contienen
carbonatos est& en decidir si los iones carbonato forman parte
integral de 1la estructura cristalina, son externos a ésta,
adsorbidos en la supeficie de los cristales o en una fase
separada. Aun si los iones carbonato substituyen iones en 1la
estructura , existen dos posibilidades. La primera de é&stas, en la
cual se reemplazan los iones hidroxilo, puedé prepararse haciendo
Coz seco sobre la hidroxiapatita a 1,000°C. Si un fosfato de cacio
bisico se precipita a la temperatura ambiente o corporal en
presencia de carbonato o bicarbonato, 1la apatita resultante
siempre contendrd un porcentaje alto de carbonato o bicarbonato.

El carbonato tiene el efecto de hacer a la apatita mucho
menos cristalina y se forma un producto amorfo. Desde el punto de
vista estructural, estas apatitas mantienen estrecha relacién con
las apatitas de los huesos y de los dientes, como podria esperarse
de las condiciones de formacién. La posibilidad mds importante es
la substitucién parcial de fosfato por carbonato en los cristales
de apatita; al mismo tiempo quizi se halle una pequefia fracciédn
(menos de 10%) de los iones hidroxilo reemplazados por carbonato.
El carbonato puede adsorberse en la superficie de los cristales, o
presentarse en una fase amorfa separada. .

I1X.4, Materiales solidos cristalinos.

los &4tomos de los diferentes materiales solides y cristalinos
se distribuyen en el espacio con una geometria especifica. A la
unidad minima de orientacién se le 1llama celda unitaria. Un
material sélido cristalino se caracteriza por tener:
a) Simetria traslacional; esto es, la repeticién de la celda
unitaria a lo largo de un eje longitudinal hasta el infinito y,
b) Simetria rotacional, que es la repeticién de la celda unitaria
al girarla scbre un mismo eje.

Los materiales cristalinos pueden acomodarse, en el espacio
basicamente en 14 formas diferentes llamadas redes de Bravais.
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Estas redes se subdividen, a su vez,de la siguiente forma:

1) Cuando se coloca un &tomo de un material (base) a cada punto de
interseccién (nudo) a la red cristalina se origina una celda
simple o primitiva.

2) Cuando se asocia un atomo en el centro de dos caras paralelas
se conoce como celda de base centrada.

3) Si se asocia un Aatomo en el centro geométrico de la red se
llama celda de cuerpo centrado.

4) "A cara centrada" se le conoce, si hay un dtomo en cada cara de
la celda unitaria.

Entonces se concluye .que "un cristal puede presentarse come
la minima geometria espacial de un material soélide, constituido
por una red, mas una base, que ademds cuenta con orientacidn
traslacional y rotacional®", Las 14 formas basicas de celdas
unitarias se muestran en la figura III.S5.

III.5. Indices de Miller.

Para identificar en un cristal los planos y direcciones de la
celda unitaria, se utilizan los llamados indices de Miller. Estos
nos permiten conocer la direccién en la cual un sistema cristalino
dado es observado.

a) Los indices de direccidén son numeros enteros dados por el
reciproco minimo de la interseccidén de la celda con los ejes de
referencia elegido. Estos indices son presentados como [u v w}. En
la figura III.6 se presenta un ajemplo para una celda unitaria
cibica simple con sus indices de Miller.

b) los indices de plano atdémico se denota por (h k 1) referidos
también a un sistema de coordenadas. Estos son numeros enteros que
provienen del reciproco del segmento cortade por el planoc a
caracterizar. Como se observa en la (fig IXI.7.) hay algunos
planos que interceptan mayor numero de &tomos gque otros; estos se
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Fig III.S.

Celdas unitarias convencionales de las 14 redes
espaciales de Bravais. Las letras mayuisculas se
refieren al tipo de celdas: P primitiva; C celda con un
puntoreticular en el centro de dos caras paralelas; F
celda con un punto reticular en el centro de cada cara;
I celda con un puntoc reticular en su centro; R celda
primitiva romboédrica.
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Fig III.6. Celda unitaria cubica mostrando los indices de Miller
de sus direcciones principales.

Fig III.7. Celda cGbica unitaria mestrando los planos con indices
y de Miller {(111) y (110).
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conocen como blanos de mayor densidad, y dependiendo de 1la
direccién gue tome este plano, es en donde se verdn afectadas las
propiedades fisicas y quimicas del cristal. Esta desigualdad de
propiedad del monocristal en las diferentes direcciones
cristalogridficas se llama "anisotropia".

Los materiales polisacaridos muestran,en general, isotropia,
debido a que 1los cristales estdn orientados en diferentes
direcciones unos de otros. La isotropia no se da en los materiales
que en sus cristales muestran una textura establecida; es decir,
que todos sus cristales estén orientados en la misma direccién.

La deduccién de los indices de Miller es de la siguiente manera en
el caso de un sistema ctbico:

1) Tomar el eje de referencia Z perpendicular a 1a cara del cubo.
2) Medir la posicién de los &tomos a lo large de los ejes, tomando
como unidad de longuitud la del cubo.

3) Encontrar las intersecciones de cualquier plano con los tres
ejes. Tomar los’ reciprocos de estos tres nlmeros y reducirlos a
los tres enteros mas pequefios.

III.6. Estructura de la hidroxiapatita,

Las estructuras cristalinas de 1la hidroxiapatita y 1a
fluorapatita fueron establecidas por Naray-Szabo y col. (31l)en
1930 y refinada posteriormente por Beevers y McIntyre (32) y Kay y
col, {33) en 1964. Posteriormente la estructura de la
hidroxiapatita, f£luorapatita y cloroapatita fueron re-refinadas
por Young Yy Elliott (34) en 1966. La hidroxiapatita es una
definicion de la estructura y no de la composicién. Pertenece al
sistema hexagonal, grupo espacial P63/m caracterizado por un eje
de simetria 6 a lo largo del eje c y tres ejes equivalentes a lo
largo del eje a con angulos de 120°entre ellos (ver Tabla IIX.l.).
Su celda unitaria contiene 10 Ca, 6 P0Os, y dos grupos OH. POs:
forma tetraedros. Los iones OH localizados en las esgquinas de la
celda estan rodeados por dos conjuntos de atomos de calcio (Call)
arreglados en un patron triangular en los niveles 2z=1/4 y 3/4; por
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dos conjuntos de tetraedros PO« tambien arreglados en forma
triangular en los niveles z=1/4 y 3/4, y por un arreglo hexagonal
de atomos de calcio. Los 10 atomos de calcio son descritos como
cal y Call deacuerdo al medic que los rodea: 4 Cal ocupan las
posiciones a los niveles 2=0 y 2=1/2; 6 Call ocupan los niveles
z=1/4 y 2=3/4 en conjuntos de tres. Los grupos OH se muestran como
una sola unidad y estan situados entre los triangulos imaginarios
de Ca en un arreglo lineal O-H-O-H-... paralelo al eje c¢. las
posiciones respectivas de los grupos OH son:

0 en las posiciones z=0.2 0 0.3 y 0.7 o 0.8,
H en las posiciones 2=0.06 o 0.44 y 0.56 o0 0.94.

En la fluorapatita el fluor se encuentra en 2=0.25 y 0.75
En la clorapatita el cloro se encuentra en z=0 y 0.44

La figura III.8 muestra la estructura por capas de la celda
unitaria de la hidroxiapatita a lo largo del eje c. Las cadenas de
los grupos POs en los arreglos fuertemente empaguetados juegan un
papel muy importante para la estabilidad de la estructura de las
apatitas. La figura III.9. mnuestra la celda unitaria de 1la
hidroxiapatita a lo largo de las direcciones (110] (fig. III.%a),
{010] (fig. III.9b), (001] (fig. III.9ec), [111l] (fig. III.9d),
[100) (fig. IXII.%e).Los arreglos atonmicos de la hidoxiapatita,
Fluorapatita y Clorapatita son muy similares con respectc a las
posiciones de los Ca y POs pero difieren en las posiciones
respectivas de los atomos OH,F, y Cl a lo largo del eje ¢ en el
centro de los triangulos imaginarios gue forman los CaIl (fig
III.10). Estas diferencias se reflejan en las dimensiones de 1la
celda unitaria y en la estabilidad de la estructura,los cuales
siguen el orden FAP > HAP > ClAP. Las substituciones de cualquiera
de los atomos de la celda unitaria de estos compuestos cambian la
cristalografia original. Por ejemplo la clorapatita pertenece al
sistema monoclinicoe en lugar del sistema hexagonal (ver Tabla
IIX.1)
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Estructura de la Hidroxiapatita pox capaé
Eje c. Atomos
1 ca
0.93 o,H
0.93 ca,0,P
3/4 @ — 0
0.70 o
6.8 A 0.57 H.,0
1/2 ca
0.43 H,0
0.30 [¢]
1/4 ca,0,P
0.20 o
0.70 H,0
0 Ca

Fig III.B.

Estructura del cristal de hidroxiapatita mostrado por
capas a lo largo del eje c cuya dimensidn es de 6.8 K.
Las posiciones de los &tomos han sido representadas en
fracciones de 0 a 1, siendo 1 igual a la dimensién del

eje c.
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Fig III.9%a.y III.%b.



Fig III.9c y III.9d.
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GO

Fig IIIr.9e.

Fig IT1.9. Representacién esquematica de las posiciones de los
atomos de Ca, P, O y H en la celda unitaria de 1la
hidroxiapatita observados a 1o largo de las
direcciones {110} (a), ([010] (b), [001) (c), [111] (d)
¥y {2001 (e).
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CAPITULO IV

EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION

En este capitulo describiremos el disefioc del microscopic
electrdnico asl como se funcionamiento. La idea que se persigque es
la de describir el equipo utilizado para 1la presente
investigacidn. Puesto gue el concepto de difraccién es utilizado,
Y juega un papel importante, a todo lo largo del presente trabajo,
comentaremos sus bases al final del capitulo. Las referencias
generales utilizadas en este capitulo fueron 29, 35, 36.

IV.1. Conceptos generales,

Los procesos fisicos en los que se basa el disefio del
microscopio electrénico y sus componentes son los mismos que los
del microscopio Sptico compuesto: ambos estan formados por lentes
condensadoras, objetivas, intermedias Yy de cierta forma
proyectoras. La diferencia radica en el sistema de iluminacidn, el
primero usa electrones, mientras que el segundo usa luz visible.
Por lo tanto las lentes en el microscopio electrénico son bobinas
mientras que en el dptico son lentes de vidrios (Fig IV.1.). .

Cuando el haz de electrones interacciona con la muestra en
observacion se producen varios tipos de fendmenos entre los que se
encuentran: 1) Electrones retrodispersados y secundarios, que son
los electrones que son rebotados en la superficie de la muestra,
llevando informacién sobre ésta (Microscopia electronica de
barrido); 2) Ios electrones absorbidos, que nos dan informacidn
sobre la conductividad de la muestra; 3) Los electrones Auger y
rayos X caracteristicos gque nos dan informacién scbre 1a
composicién quimica de 1la muestra; y 4) Los electrones que
atraviesan la muestra,transamitidos y difractados, son leos que usa
la lente objetiva para formar la imagen de la muestra o su patron
de difraccién dandonos informacién de 1la estructura de la
muestra (Microscopia Electrénica de Transmisidn).
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Fuenle de iluminackén
{tenipara)

Fuonia da iluminacién
< {cafion do electrones)

Lentos
condensadoras

Muostra — e

Lentos
objetivas
Aporturs da lentos cbjotivas
Apartura Emitadora de campo
Lontos
intormocias
Lontes
profoctoras.
Ocutar
\'/ —— Pantalla
( Cle fRuorescanta
Imdgen de un imégen de un Patrén de difraccién
Microscdpio Oplico Microscdpio Electrénico de electrones

Fig IV.l.Comparacién esquematica entre el microscopio electrénico
y el microscopio éptico. Tambien se muestra el recorride
que efectua el haz de electrones al formar un patron de

difraccidn.
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En la figura IV.1 tambien 8e muestra un esquema de la
formacién de un patron de difracién formado en un Microscopio
Electronico de Transmisidn.

Estos tipos de sefiales determinan diferentes métodos de
analisis con distintas formas de deteccién. Por lo anterior,
existen Microscopios Electrdnicos de Transmisién y de Barrido. La
diferencia fundamental en el tipo de muestra gque se pueden
observar con el microscopio electrénico de transmicién y con el
microscopio electrénico de barrido es que en el MET la muestra
debe ser tan delgada para ser atravezada por los electrones,
mientras que para el otroc la muestra puede tener un volumen
considerable.

IV.2. Partes del microscopio electrdnico de transmisidn,

Todos los microscopios electrénicos se pueden considerar
divididos para su estudio en tres partes:

=Sistema &ptico.

-Sistema de vacio.

-Sistema eléctrico.

Bl sistema optico incluye: 1la fuente de electrones,los

electrodos aceleradores,las lentes magnéticas,las diferentes
aberturas, la pantalla fluorecente y la cé&mara fotografica.

a) CARON ELECTRONICO (Fig 1IV.2.) En el cafon electrédnico se
encuentra el filamento, el cilindro Wehnelt y el anodo acelerador.

i) EL FILAMENTO es la fuente de electrones y estd constituido por
un conductor en forma de "V" al que se le hace pasar una corxriente
con el objetivo de provocar la emisién de electrones por el
fendmeno de termoemisién. Generalmente el material utilizado es el
tungsteno, aunque ultimamente se utilizan aleaciones especiales
que son mas duraderas Yy con mejores caracteristicas termoemisivas.

ii) CILINDRC WEHNELT. El filamento a su vez esta rodeado por un
c¢ilindre conductorrel cilindro de control, cuyo potencial es
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Fig IV.2. Columna de un Microscopio Electrénico de Transmisién y
partes que lo forman.

1¥merto
cilindro
Wetvet

Cross-Over

AR ES§S§
. nodo

Fig IV.3. Cilindro Whenelt.
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negativo con respecto al filamento. Como consecuencia de este
potencial negativo, el campo eléctronico alrededor del pequefio
orificio de salida del cilindro de control actua como una lente
electrostatica y produce una consentracién de electrones
{Crossover) en un punto por debajo de este cilindro de control y
de un didmetro menor gue el filamento (Fig IV.3.}.

iij) ANODO ACELERADOR. Este electrodo estda situado por debajo del
punto de congentracisén de los electrones que salen del cilindro de
control y tiene un potencial positivo de miles de Volt con
respecto al filamento (de 40 a 100 kV en los microscopios mas
comunes y hasta de 3MV en los ultimos microscopios construidos).El
objetivo de este electrodo es acelerar los electrones, que a
partir de este elemento continuan con la misma energia hasta
interactuar con la muestra ya que todo el cuerpo del microscopio
esta al potencial del anodo.

b) LENTES CONDENSADORAS Y ABERTURAS DE ILUMINACION. Las lentes
condensadoras estan situadas inmediatamente después del 4anodo
acelerador y estas son las encargadas, Jjunto con la abertura del
condensador (o abertura de iluminacién), de controlar 1la
iluminacién sobre 1la mnuestra. El didmetro de la abertura del
condensador varia de un instrumento a otro, pero generalmente se
encuentra entre los 0,1 y los 0,5 mm pudiéndose cambiar en pasos
con controntroles externos que posee la columna del microscopio
(fig IV.4.).

c) LENTE OBJETIVA Y ABERTURA DE CONTRASTE, Inmediatamente después
de las lentes condensadoras se coloca la muestra. cCuando el el haz
de electrones pasa a través de esta algunos electrones son
dispersados. 51 estos electrones dispersados llegan a la pantalla
flucorecente del microscopio se veria una imagen borrosa de 1la
muestra (sobre todo en muestras gruesas) perdiéndose los
contrastes de la mizsma. Por esta razén se colocan inmediatamente
debajo de la muestra una pequefia abertura(abertura de contraste o
objetiva) para detener estos electrones dispersados. Generalmente
esta abertura tienen didmetros entre 0,01 y 0,1 mm, pudiéndose
seleccionar por pasos desde el exterior similarmente a la abertura
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de iluminacién. Esta abertura estd situada en el plano focal de la
lente objetiva.La lente objetiva tiene como funcidén obtener 1la
primera imagen ampliada de la muestra y es la que debe de ser
construida con mayor perfeccién pues es la que determina el poder
de resolucidén del microscopio (fig IV.S).

d) LENTES INTERMEDIA Y PROYECTORA. Estas lentes se colocan después
de la lente objetiva y tienen por objeto obtener el aumento final
de la muestra en la pantalla fluorescente. Estas lentes no tienen
que ser de tan alta calidad como la lente objetiva ya que no
tienen que aumentar imagenes tan pequenas (fig IV.6).

e) PANTALLA FLUORECENTE. Esta pantalla esta constituida por una
placa recubierta de una sustancia electrén-sensible (sulfuro de
Zzinec) que se ilumina al interactuar con 1leos electrones
similarmente a lo que ocurre en un tubo de rayos catédices de un
osciloscopio.

f) CAMARA FOTOGRAFICA. Con el fin de examinar las imagenes
obtenidas, los microscopios electrénicos poseen una o varias
camaras fotograficas. Una de estas cAmaras generalmente se coloca
debajo de la pantalla fluorecente. La posicién de estd camara no
es critica debido a la gran profundidad de enfoque que posee el
microscopio electrénico. Para que los electrones puedan llegar a
la placa fotografica el microscopic posee un manipulador externo
que permite levantar la pantalla fluorecente.

EL SISTEMA DE VACIO. Debido a que los electrones tienen poca
penetracién en el aire (sélo unos cm) ya que interactuian
facilmente con las moléculas del mismo produciendo otras
particulas cargadas (iones) que interferirian en el movimiento de
los electrones. Ademds, se que el flilamento en presencia del
oxigeno del aire se quemaria radpidamente. Por lo tanto todo el
sistema dptico del microscopio electrénico descrito enteriormente
debe estar sometido a un alto vacio final en la columna del
microscopio. (Fig IV.7.).
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Fig Iv.s. Lente objetiva y abertura de contraste.
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Fig IV.6. Esquema gue representa el trayecto que siguen los
electrones hasta llegar a formar la imdgen final.
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EL. SISTEMA ELECTRICO lo constituyen fundamentalmente, la
fuente de alto voltaje, 1las fuentes de corriente y 1los
interruptores principales del microscopic se encuentran en un
panel aparte de la columna del mismo. La estabilidad de la fuente
de alto voltaje nc debe ser menor de 1078 y la de corriente en las
lentes del orden de 10°° para evitar la aberracién cromatica de
las lentes. En la Fig 1V.8 se muestra un microscopio electronico
de transmisidn.

IV.3. Disefio y funcionamientc del microscopio electréico de
transmision.

El carfion de electrones es la unica lente electostatica que lo
compone. Esta formado como ya lo mencionamos por un filamento en
forma de V, generalmente de tungsteno, el cilindro de control o
wenhelt y el ancdo acelerador.

El filamento es la fuente de los electrones emitidos
termoiénicamente, con velocidades muy semejantes entre si, al
pasar una corriente eléctrica, gque eleva la temperatura,
produciéndose la emisién de electrones manteniéndolo a 100 Kv con
respecto al restc del microscopio. El cilindro de contrel que
rodea al filamento tienen una diferencia de potencial negativo con
respecto al filamento, provocando un campo eléctrico alrededor de
un pequeino orificio de salida del cilindro.Después del 4nodo
aceleradoxr se encuentra las 1lentes condensadoras que son las
encargadas de enfocar el haz de electrones sobre la muestra.

Inmediatamente después se coloca la muestra en un hueco
especial dentro del microscopio que es evacuado al alto vacio y
tiene 1los arreglos necesarios para producir movimientos e
inclinacién de las muestras, asi que Areas diferentes pueden ser
estudiadas en orientaciones controladas con respecto al eje del
microscopio. Si la muestra es cristalina, ademas del haz primario,
la maxima interferencia se forma detras de la muestra come
resultado de la difraccién del arreglo cristalino de ésta.
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Fig IV.8. Microscopio Electrénico de Transmisitn Jeol 100x
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Los electrones al atravesar la mnmuestra se difractaran,
pudiendose operar el microscopio de medo que se produzca un patrén
de difraccién o una imdgen del &rea iluminada por los electrones.
El haz transmitido, asi como los difractados se reunirdn en
distintos puntos sobre el plano focal detris de la lente objetiva,
formdndose un patrdén de difraccidén. Mas adelante se reunirdn todos
los haces que provienen de un punto credndose una imdgen real (Pig
IV.1).

La funcioén de las lentes objetivas es obtener la primera
imagen amplificada de la muestra y es 1la que debe ser constituida
con mayer perfecclon ya que ésta determina el poder de resolucidén
del microscopio. En el plano de esa primera imagen se encuentra
la abertura de &area selecta para seleccionar electrones de una
drea particular de la muestra. Una vez que los electrones dejan la
lente objetiva, puede ponerse un diafragma en el plano focal del
objetivo de manera que solo se permita pasar uno de los haces
enfocados alli. Si se deja el transmitlido, se dice gue hacemos
microscopia de campo claro y si es uno de los difractados el que
formara la imagen, se denomina campo obscuro. La amplificacidén de
la imagen real formada detris del objetivo (primera imagen
intermedia) se lleva a cabo por las lentes intermedias
proyectoras, Una pantalla fluorecente ¢ placa fotogrifica se
coloca en el plano imagen de la lente proyectora de manera que si
existen diferencias en el numero de electrones que llegan a cada
punto se registran las diferencias correspondientes de la luz
emitida para la pantalla. La pantalla tiene una sustancia sensible
a electrones (sulfuro de zinc) que al interactuar con los
electrones emite luz.

S8i la lente intermedia se enfoca no en el plano de laprimera
imagen intermedia, sino en el plano focal de la objetiva y la
abertura del objetivo se quita, entonces se cobtienen una imagen
del patrén de difraccién formado alli. El 4&rea de la que se
obtienen el patrén de difraccidén es la misma que la que se ve en
el modo de imagen, por lo tanto para localizar dicha drea con
precisién se coloca un diafragma en el plano de la imdgen. Este
modo de operacién se 1lama difraccidn de drea selecta. Como 1los
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electrones viajan dentro de la columna del microscoplo, ¢sta debe
estar libre de contaminantes, incluyendo el aire ya que los
electrones pueden ionizarlo, ademds de que los electrones tienen
poca penetracién en el aire y de que el filamento se gquemaria mds
rapidamente en presencia de oxigeno, por 1o que la columna se
encuentra al alto vacio de 10™°mn de Hg.

El microscopio de Transmisién se puede operar:

a) para formar imigenes por campo claro, campo ohscura o modo de
contraste de fases de la imagen. b) para formar patrones de
difraccién- usando aberturas de 4rea selecta y enfocando las lentes
intermedias scbre el patrdén de difraccién formado detrads del plano
focal de las lentes objetivas.

Iv.4. Difraccién de electrones.

Supongames gque un haz de electrones incide perpendicularmente
sobre la superficie de la muestra y gque ésta es un sélido
perfectamente cristalino. Podemos visualizar el haz como ondas
planas cuyo frente de onda es paralelo a la superficie de la
muestra y se nueve de la misma forma que lo hace la 1luz
monocromdtica cuando pasa por una rejilla.

Los patrones de difraccién que consta de un arreglo de puntes
luminosos (Pig IV.9) son tipicos de monocristales. Esto significa
sdlo un cristal difracta el haz. Si el haz electrénico es bastante
ancho ¢ la muestra estd formada por varios cristales pegquelios
orientados aleatoriamente, os decir una muestra policristalina, el
patrén de difraccién consistira de anillos consentricos cuyos
diimetros corresponden al espaciado existen entre los planos
atémicos del cristal (fig Iv.9.).

Un patrén de difraccién contiene bédsicamente dos tipos de
informacién:

1) El arreglo espacial, definido en funcién de la simetria que
presenta el patrén, de los valores de las distanclas que existan

entre los puntos de difraccién y el punto central, y los angulos
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Fig IV.9. ge ilustran dos patrones de difraccicn en el A se
jlustra un arregle de puntos luminosos, y el B se
aprecian perfectamente los anillos cansentricos.
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que ge forman entre las lineas que van del centro a cada uno de
los puntos.

2) La cristalografia, a partir de las intensidades de los puntos.
Asi, al hacer una comparacién entre las intensidades de diferentes
puntos difractados, y diferentes patrones de difraccién de la
misma muestra pero en diferentes orientaciones, es posible obtener
el tipo completo de la celda unitaria que presenta el cristal en
estudio.

Una ecuacién muy importante en difraccidn es la conocida como
LEY DE BRAGG la cual nos da la condicién para que exista
interferencia constructiva de la radiacidén incidente después que
ha interaccionado con la muestra, la ecuacidén es la siguiente:

2d sen8 = na

bonde d es la distancia entre los planos de la red en la
direccién de incidencia y 6 es el &ngulo entre el haz incidente y
la interferencia del cristal (Fig IV.10). Esta ecuacidn nos indica
que la interferencia constructiva entre los rayos AC y DF se da
cuandoe las diferencias de caminos dpticos de la radlacidn
dispersada por planos sucesives es un multiplo entero n de 1la
longitud de onda. Esto es,el rayo DF recorre una distancia GE + EH
mis que el rayo AC, entonces la diferencia de caminos recorridos
es de 2d sen @ La reflexion de Bragg sdélo ocurre para longitudes
de onda tales que A < 2d. Puesto que en los sélidos cristalinos d
es del orden de angstrons, esto indica la razdn del porque no se
puede utilizar 1iuz visible para que ocurra difraccién en
cristales.

1V.4.1 Indexacién de patrones de difraccién.

La forma de asignar los indices de Miller (hKl) a los puntos
o a los anillos de un patrén de difraccidén es lo que se conoce
como “indexacién.

La obtencién de un patrén de difraccién en un microscocopio
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electrénico en primera aproximacién es como se muestra en la
figura IV.11l. Aqui R es la distancia entre el haz mis Intenso del
patrén es decir el haz transmitido, y un punto de difraccién.
pe la figura 24 tenemos:

Puesto gue la ley de Bragg, con n=1 y para angulos pequeiios,
es 2d8 = A, y en este caso tan 28 = 26

Rd = AL

Esta ecuacién relaciona distancias interplanares *d" en el
cristal con distancia "R" en el patrén de difraccidén. La cantidad
AL es llamada "constante de camara" la cual es ficil de calcular
puesto que L es generalmente dada por el instrumento. Al conocer
el voltaje de aceleracién A queda fija. Por lo tanto, podemos
cbtener una 1lista de distancias interplanares del cristal y
comparar sus valores con tablas de distancias para diferentes
cristales (agquellas obtenidas a partir de analisis de rayos x) y
encontrar el tipo de cristales cque se trata.

haz incidente A € haz difractado
D F
\ s NEAR / -
&/ |
d
G | H i . planos atdmicos
[J (]

Fig IV.10. Esquema que nos permite calcular la Ley de Bragg.
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Pantalla
fluorescente \

Fig IV.11l. Representacién esquemitica de la longitud de c&mara (L)
y la distancia del haz transmitido a cualquiera de los
puntos difractados (R).
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CAPITULO V
DESARROLLO EXPERIMENTAL.
V.1l Desarollo experimental

Se utilizaron 10 premolares humanos sanos pertenecientes a
pacientes de 20 afios de edad, estos 6rganos dentarios fueron
~extraidos por razones quirfirgicas y ortodénticas. Dichos dientes
se recolectaron en la clinica de cirugia Bucal de la Divisién de
Estudios de Posgrado e Investigacién de la Facultad de
Odontologia, U.N.A.M.

Las muestras se conservaron en agua desionizada, la cual se
cambiaba dos veces al dia hasta el momento de realizar el
experimento. Del total de los especimenes, cinco 6rganos dentarios
se utilizaron para la obtencién de muestras en forma de pastillas,
estas ge prepararon cortando bloques de 0.3 X 0.3 X 0.1 cm con una
cortadora de disco de diamante. Las dimensicnes no son arbitrarias
ya que son especificas para ser observadas con el mnicroscopio
electrénico de transmisién ademds deben tener un espesor del orden
de 50 a 100 nm.con el objeto de que los electrones puedan
atravezar la muestra. Para obtener las muestras se realizaron los
siguientes pasos:las pastillas se pulieron mecanicamente hasta
abtener un espesor de aproximadamente 13 um, us&ndose un aparato
para desgaste mecinico modelo Dimpler. 2000 (E.A. Fishione).
Posteriomente se realizé un pulide final y una perforacién en el
centro de la muestra con una pulidora iSnica (Ion Mill mca. Gatan
Dual Ion Mill, mod. 600). Las A&reas alrededor del orificie
presentan los espesores deseados, ya gque son tan delgados gque
permiten el paso de los electrones para su posterior observacién
al microscopio electréfnico de transmisién.

Los otros cinco especimenes se utilizaron para obtener polve
de esmalte, con la técnica de separacién por densidades, de
acuerdo al método usado por Manly y Hodge (37). Las muestras de
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polvo se dispersaron en etanol y se depositaron en una rejilla de
cobre cubriendola cen una pelicula de carbon.

Los diferentes especimenes se examinaron a 100 Kv en un
microscopio electrénico JEOL 100 CX, usando técnicas de campo
claro y campo obscuro. También se usarcn técnicas de difraccién de
electrones, seleccionando ireas especificas en las imagenes de los
cristalitos de esmalte. Para las observaciones de ultra alta
resolucién, se usd un microscopio electrénicoe JEOL 4000 EX a 400
Kv. Las imagenes fueron procesadas computacionalmente para realzar
su contraste. Para este procesamiento se utilizé un sistema
INNOVION conectade a una computadora VAX 1178. La simulacién
computarizada de imagenes de los cristales de hidroxiapatita se
efectud por medio del programa simulador de imagenes Mc TEMPAS, el
programa se corrié en una computadora Mc.Intosh mod II CX. Los
patrones de difraccién de rayos X se obtuvieron por medio de un
Difractémetro Siemens b 500.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

. los resultados fueron mas gque excelentes. la tecnica de
‘ preparacién empleada para los dientes fué crucial para este exito.
La obtencion de estos resultados fue por medioc de las tecnicas de
microscopia electrénica.

Vi,1. Microscopia electrdénica convencional.

Las observaciones de las muestras preparadas en pastilla,
muegtran la presencia de cristales alargados en las imagenes de
campo claro y campo obscuro (Fig VI.la y 1b). En la figura VIi.2,
se muestra la imagen de campo claro, donde se pueden observar el
tamafio y distribucién de los cristales en el esmalte. El tamajio
promedioc es de 100 nm. Aqui es posible reconocer la presencia de
la linea obscura a lo largo de los cristalites (algunas de ellas
han sido indicadas por medio de flechas). Debemos de notar que
ésta no se obsexva en todos ellos. En la figura VI.3, se muestra
la imidgen de les cristalitos en resolucién de red, es decir el
rayado representa planos atémicos de 1la estructura de 1los
cristalitos de esmalte, donde la linea obscura se obgerva con mas
detalle. El rayado en este caso representa los planos (100) de la
hidroxiapatita. En las fiquras VI.4a y 4b muestran las imigenes
fuera de foco (fig VI.4a) y en foco (fig VI.4b) de uno de los
cristales. Como puede observarse, la linea cbscura se contrasta
bastante bien en las imagenes fuera de foco y desaparece cuando se
encuentran en foco.

La muestra de polvo tambien mostrd gque los cristalitos del
esmalte tienen una forma alagada. La figqura VI.5 muestra la imagen
de campe clare y campo obscuro en este tipo de muestra. La figura
Vi.5a. muestra claramente uno de estos cristalitos que
dificilmente observariamos en la imagen de campo claro. Debemos de
hacer notar en este caso gue la presencia de material inorganico
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Fig VI.1l. Imagenes de campo claro (a) y campo obscuro (b) de la
muestra preparada en pastilla de la zona del esmalte. Las flechas
indican algunas de las lineas obscuras observadas en los
cristalitos del esmalte,
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Fig VI.2. Imagen de campo clarc de les cristales del esmalte. -
Notese el tamanc de estos cristales. Las flechas indican algunas
de las lineas obscuras observadas.
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Fig VI.3. Imdgen en resolucion de re
esmalte. El rayado muestra los planos

d de los cristalitos del

(100) de la hidroxiapatita.
La linea obscura es facilmente observable.
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Fig VI.4. Imdgenes de resolucidn de red a diferentes desenfoques,
La linea obscura se observa con detalle cuande la imagen se
encuentra fuera de foco (a) y desaparece en foco (b). El rayado
representa los planos (100)de la hidroxiapatita.
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Fig VI.5. Imagenes de campo claro (a) y campo obscuro (b) de la
muestra del esmalte preparada en polvo. Notese que en la imagen de
campo obscuro las diomensiones de un cristalito del esmalte son
facilmente resueltas.
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es mayor, siendo altamente probable que se deba al método de
preparacién que se utilizé,

Ios patrones de difraccidn de A&rea selecta obtenidos del area
mostrada en la figura VI.2. presentan serie de arcos concéntricos
(fig VI.6a). Estos arcos indican la presencia de cristales con una
orientacidén preferencial. En este tipo de patrones de difraccidn,
cuando Jla muestra se inclina en su eje a lo largo del diadmetro
paralelo al eje de inclinacién, los arcos coinciden con el patrén
del anillo original, mientras que a lo largo del diametro
perpendicular, los anillos originales desaparecen y aparecen otros
nuevos, ya que la inclinacién provoca que la esfera de refleccidn
corte los planos de los circulos de capas de mayor orden. Cuando
se toman los patrones de micredifraceidn (provenientes de una area
de aproximadamente 1l0nm)de cada uno de estos cristales, se obtiene
un patrén monocristalino (fig.vI.6b - 6d). Estos patrones de
difraccién muestran los ejes de zona {010], (016] y [011] del
cristal de hidroxiapatita. En el caso de la muestra en polvo, la
difraccién de &rea selecta fué suficiente para mostrar gque los
cristalitos del esmalte presentan los patrones de difraccién del
cristal de hidroxiapatita. Esto se muestra en la figura VI.36 en
la cual el cristalito del recuadro (fig VI 7a) origind el patrén
[010] de la hidroxiapatita (fig VI.7b).

El andlisis de difraccidén de rayos X (fig VI.8), demuestra
que la estructura del esmalte estd formada en su mayor proporcién
por hidroxiapatita.

Resumiendo los resultados en esta seccidén tenemos gque los
cristales del esmalte humano son altamente anisotrdpicos con uno
unc de los ejes, el eje c, siendo el eje preferencial. También
demuestran que estos cristalitos presentan la estructura de 1la
hidroxiapatita.
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Fig VI.6. Patrones de difraccién de los cristales del esmalte. En
(a) el patron de difraccién de area selecta es mostrado. (b)
muestra el patron de difraccién de un sole cristalito en 1la
direccién [010], (c) en la direccidn [016]), ¥ (d) en la direccidn
{011}. Las direccidénes concuerdan con la estructura de la
hidroxiapatita.
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Fig VI.7. El1 recua

cual se obtuvo el patron de difraccidn mostrado en (b). El patron
de difraccidn en la direceidn [010].

dro (a) mnuestra el cristalito del esmalte del

.
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Fig VI.8. Difractograma de rayos X de los cristalitos del esmalte.
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VI.2 Microscopia electrénica de alta resolucidn,

Las imagenes de alta resolucidén de los cristales de esmalte
muestran caracterfsticas may interesantes (fig VI.S.).
Primeramente debemos de notar que entre estos cristales existe
material amorfo (marcado 1 en la figura VI.9.), seguramente
material organice. La figura VI.10, muestra una imdgen tipica de
alta resolucioén del esmalte, Yy cuye analisis demuestra que
corresponde a la direceién [010] de 1la estructura de 1la
hidroxiapatita. La figura vI.1l1l, muestra el contraste de la linea
obscura en alta resolucidn, ésta es mas facil de observar si se
mira la fotografia en incidencia rasante a la superficie de la
figura.

Otros cristalitos mostraron otros tipos de defectos muy
diferentes a la linea obscura (fig VI.l2.). Estos defectos podrian
clagificarse como fallas de apilamiento.

Las imadgenes de alta resolucién nos permiten, en resumen,
observar los defectos existentes a nivel atdmico, sin embargo su
interpretacidn es no facil. Las imigenes aqui pueden ser solamente
interpretadas en terminos de la estructura de la muestra por
simulaciones computacionales ‘de imdgenes y una cuidadosa
comparacién entre estas imigenes y las experimentales.

Vi.3. Procesamiento diglital de imagenes

Con el proposito de mejorar el contraste observado en las
imdgenes de alta resolucion de los cristalitos del esmalte, y
principalmente estudiar las caracteristicas de la 1linea obscura
presente en éstos, se procesaron digitalmente varias imagenes.

Esto nos permitira, entre otras cosas, realzar el contraste

deseadoc y estudiar por medio del andlisis de Fourjer las
caracteristicas de las imigenes. En la figura VI.13, se muestran
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Fig VI.9. Imidgen de alta resolucién del esmalte donde se muestran
los cristalitos en la direccién [001]. La letra A indica 1a region
del material amorfo.
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Fig VI.10. Imagen de alta resolucidén de un cristalito del esmalte
en la direccicdn [010}. i

73.



Fig VI.1l. Imigen de alta resolucicn del cristalito del esmalte en
la direccién (001]. La linea obscura se observa claramente.
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Fig VI.12. Imadden de alta resolucidn del cristalito del esmalte en
la direccién [010]. En este caso 1la linea que se muestra no
presenta el mismo contraste que el mostrado por la linea obscura.
La letra A indica las regiones de material amorfo.
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Fig VvI.13.(a) Imagen original del cristalito del esmalte en donde
se encuentra una linea obscura {indicada por 1la flecha). (b)
imagen procesada digitalmente y en la cual todas las sefiales de la
transformada de Fourier pasaron a través del filtro. {c) imagen
procesada en donde solo las reflexiones que forman el hexagono en
la transformada de Fourier pasaron a través del filtro. (d) imagen
procesada en donde solo la linea difusa de la transformada de
Fourier (marcada con cabezas de flecha en la fig.14) pasa a través
del filtro.
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las imdgenes procesadas de la zona de la linea obscura tomada de
la figura VI.1l. La figura VI.13a muestra la imagen sin procesar a
partir de la cual se obtuvo el patrén de difraccion (espectro de
Fourier) mostrado en la figura VI.l4. Este patron de difraccion
muestra aspectos muy importantes. Uno de ellos es la linea
diagonal difusa presente (serialada con las cabezas de flecha en la
figura). Otro es el desdoblamiento de dos de los puntos que forman
el hexdgono (sefialado por medio de flechas completas en la figura
VI1.14) estas caracteristicas son muy importantes puesto gue nos
dan informacion sobre la linea obscura. De esta forma la figura
VI.13b muestra la imagen procesada cuando todos los puntos y la
linea difusa que forma el patrén de difraccidén se les permite
formar la imdgen. Esto quiere decir que el filtro usado permitio
el paso de tedas las sedales del patron de difraccién. En este
caso la imdgen presenta la linea obscura realzada. Sin embargo
cuando solo se permite el paso de los puntos del patrén de
difraccién exceptuando la 1linea difusa 1la figura VI.13c es
obtenida. En este caso la ima&gen presenta un cristal perfectamente
periddico, es decir la linea cobscura ha desaparecido. En el caso
contrario, es& decir cuando sclo se permite el pase a la linea
difusa del patrdn de difraceidn la figura VI.13d se obtiene, ahora
se presenta solamente la imagen de la linea scbre un fondo difuso.

Otro tipo de informacién que se puede obtener por medio del
procesamiento digital de imagenes es la periodicidad que presentan
las imdgenes a lo largo de direcciones dadas. Es decir podemos
obtener graficas de intensidades contra posicién en cualquier
direccidn. A este proceso se le llama "trazas". Con la idea de
analizar la pericdicidad mostrada por los cristalitos de esmalte
al rededor de la linea obscura, varias trazas fueron obtenidas. De
esta forma cualgquier irreqularidad en la periodicidad del cristal
serd facilmente observada.

1a figura VI.15, muestra las direcciones en las cuales las

periodicidades fueron analizadas, éstas fueron llamadas X, y, Y 2,
siendo z a lo largo de la linea obscura. La figura VI.16 a, c y e
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Fig VI.14. Transformada de Fourier de la imagen procesada mostrada
en la figura 13. Notese la forma hexagcnal que presenta en donde
los puntos marcados con 1los numeros 2 y 5 presentan desdoblamiento
{marcado con las flechas completas). La linea obscura tambien
produce la lipea difusa que se encuentra entre los puntos 1 y 4
{marcada con las cabezas de flecha).
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Fig VI.15. Imagen de alta resolucién a6l cristalito de esmalte en
1a direccién [oo1)] en gonde la linea negra esta presente (marcada
por medio de flechas). Las direcciones X, Y, y 2 en las cuales las
trazas mostradas en 1a figura 16 fueron tomadas se muestran en

esta fiqura.
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Fig VI.16. Graficas de las trazas tomadas en las direccidnes X, Y
Y Z mostradas en la figura 15. Las graficas (a),(c) y (e) muestran
las periodicidades presentes en estas direccidnes. Las graficas
(b), (d) y (f) presentan las variaciones en distancia de estas
periodicidades. {a y b) la direccién X, (¢ y d) la direccién Y, ¥
(e ¥ £) la direccién 2.
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muestran las trazas obtenidas. Como puede ohservarse, variaciones
en la periodicidad estan presentes en las direcciones x y y, es
decir en las direccilones que atraviezan la linea obscura. En las
figuras vI.16 b, d y f se ha graficado la distancia presentada por
la periodicidad con respectoc a la posicién de los picos en las
graficas mostradas en las figuras VI.16 a, c y e. Como puede verse
en estas graficas las variaciones son considerables en todas las
graficas. Sin embargo facilmente observamos que la distancia se
incrementa notablemente al atravezar la linea obscura como lo
muestran las graficas en X y Y. A lo largo de la linea obscura la
distancia tambien varia.

Resumiendo, 1los resultados de esta seccion nos permitis
conocer que el espectro de Fourier del cristal con la 1linea
obscura presenta una 1linea difusa que es exactamente la sefal
producida por la linea obscura. Los perfiles de la traza nos
muestra gque la linea obscura tiene un espaciado atdmico
ligeramente diferente al de la estructura de la hidroxiapatita.
Segun estos resultades, la linea obscura presenta un aumento en la
celda unitaria de la hidroxiapatita.

VI.4, Simulacidn de imagenes

En 1las figuras III.l16a y III.16Cc se observan la celda
unitaria en las direcciones {[110] y [001] y las cuales fueron
simuladas con el 'programa Mc TEMPAS tomando como base 1la
composicidn quimica relativa de la hidroxiapatita cCaio(PD4)cOHz a
partir de los datos de Young y Elliott ().

Una vez.generada la celda unitaria de cualquier material es
muy facil obtener el patrén de difraccién de ésta en cualguier
direccidén. La figura VI.17 muestra los patrones de difraccidn
obtenidos a partir de la celda unitaria de la hidroxiapatita en
las direccidénes (0011 (fig VI.17a), {010] (fig VI.17b} y [011]
(fig VI.17c). Comparando las dimensiones y las simetrias mostradas
con los patrones de difraccién experimentales mostrados en la
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partir de la simulacién de imdgenes. (a) en la direccisén {001},
(b} en la direccién [010], (c) en la dirececion {011].

Fig VI.17. Patrones de difraccién de la hidroxiapatita obtenidos a
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figura VI.6 son iguales. Por 1lo tanto la estructura de 1la
hidroxiapatita sera la que utilicemos para analizar los resultados
experimentales.

La fiqgura VI.i8 y 19 muestran las imdgenes de los cristalitos
del esmalte en las direcciones [001) y [010] respectivamente. Los
recuadros en estas figuras muestran las imagenes simuladas para
estos cristales con las condiciones de las imagenes
experimentales. Como puede notarse los contrastes simulados
concuerdan muy bien con los experimentales.

Una de las ventajas de la simulacién de imagenes, siempre y
cuando se trabaje con la celda unitaria correcta, es que las
posiciones de los atomos son obtenidas facilmente. De esta manera
la interpretacion y las posiciones de los 4tomos en las imagenes
experimentales se facilitan notablemente. De la misma forma, en
nuestro caso si contamos con la imaAgen simulada cuyo contraste
reproduce el de la imdgen experimental la posicion de los Atomos
se da directamente. En las figuras VI.20 y 21 se muestran las
imAgenes mostradas en los recuadros de las fiquras VI.18 y 19 pero
en este caso los atomos son moetrados.

En resumen, la simulacién de imagenes demostraron que los
cristalitos del esmalte son cristales con la estructura de 1la
hidroxiapatita.

VI.5, Dafio en los cristales del esmalte producido por el haz
electrdénico

Despues de un tiempo de observacién continuo el haz
electrénico produce daiio apreciable en los cristalitos del esmaite
(Fig VI.22). Dos ¢tipos de dafios son fiacilmente detectados:
primeramente ocurre un tipo de sublimacién del material sin un
dafio visible en los planos atémicos los cuales siquen presentando
las mismas caracteristicas que en el wmaterial sin dafio. Despues de
un tieipo mas largc de radiacién elgctrdnica amorfizacién local de
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Fig VI.18. Imagen de alta resolucién.en la direccién ([001}. E1
recuadro muestra 1la imagen de la hidroxiapatita simulada
computacionalmente en esta direccién.
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Fig VI.22. Secuencia de imagenes mostrande el dafdo producido en
los cristales del esmalte por el haz electrdnico. Se muestran dos
tipos de danos: El1l dano seialado por A en el cual la estructura
del cristal sigue observandose, y el daro sefialado por B en el
cual el proceso de amorfizacidén se presenta. En el daho tipo B la
estructura del cristal desaparece completamente.
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los cristales del esmalte es presente. En este caso los cristales
del esmalte son altamente dafados y los planos atdmicos se dejan
de observar.

Este proceso es un clarc ejemplo de amorfizacidén inducida por
el haz electrdnico. En general cuando un haz electrénico o un haz
ionico de alta energia pasa a travez de una muestra este pierde su
energia principalmente a travez de interacciones electrdnicas
(produciendo ionizacién) e interacciones nucleares (colisicnes
elésticas) con los Atomos de la muestra. El dafio producido en el
primer caso es conocido como "“radiolitico" y en el seqgundo caso
como "golpe directo” (knock=-on)-.

En el darno por "golpe directo" el atomo es "golpeado®™ en su
posicién atémica obligandolo a dejar la estructura. Algunas veces
recibe suficiente energia tal que puede desplazar otros atomos,
creandc un efecto de cascada. Generalmente el dafic por golpe
directce no ocurre cuando ge usan voltajes menores a 300 KV. Sin
embargo para elementos ligeros este tipc de dafio puede observarse
a voltajes menores de 200 KV.

En el caso del dafio radiolitico el incremento en energia
transmitida a los electrones de los &tomos de la muestra resulta
en rompimientos de enlaces atémicos y consecuentemente en 1la
posible relajacidn de la estructura de la muestra. Sin embargo los
afectos de jonizacion decrecen significantemente cuando se
incrementea el voltaje de aceleracidén por arriba de los 100 KV
despues del cual disminuye considerablemente. Por lo tanto, cuando
un material presenta un proceso radiolitico, el proceso de golpeo
directo es insignificante y viseversa. Consideramos que en nuestro
cago tenemos ambos tipos de dafio y seria muy interesante conocer
cual atomo deja primero la red de la hidroxiapatita.

consideramos que el dafio mostrado en los cristales del

esmalte es un resultado de dafio de "golpe directo". En este caso
los #tomos facilmente desplazables serial los hidrégenos o los
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iones hidroxilos de la estructura de la hidroxiapatita. Esto se
basa en el hecho de que en la hidroxiapatita los iones OH pueden
formar radicales oxigenc e hidrdgeno despues de la radiacien
electronica y eventualmente formar Ca0 como producto de
descomposicion final.

Tamhién es bien conocido que materiales que contienen grupos
H20 incorporados a su estructura tienden a ser mas sensitivos al
haz electrénico gque los materiales que no 1los presentan. Por
ejenplo el fosfato octacalcico es mis sensitivo al haz electrénico
que la hidroxiapatita. Lo anterior podria explicar, en el caso que
1a linea obscura este compuesta de fosfato octacalcico, la linea
obscura desaparesca despues de un tiempo de exposicion al haz
electrénico relativamente corxto, tal y como se observa en 1la
figura vI.2z.
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CAPITULO VII

DISCUSION

VII.1. La linea obscura.

Las observaciones realizadas de la linea ocbscura concuerdan
con los hallazgos de Ronnholm, Nylen y Frazier (22,23,24), estos
autores reportaron que la linea obscura se observa en conjunto
con las franjas de la red (100) de la hidroxiapatita cuando se
esta fuera de foco y cuando se esta en foco desaparece, El término
"linea obscura”™ es, por lo tanto, inadecuado puesto gque el
contraste de este defecto lineal depende fuertemente del
desenfoque al momento de ser observado, Esta linea obscura ha sido
interpretada como un defecto planar el cual puede terminar tanto
dentro como fuera del cristalito del esmalte. Sin embargo las
imagenes de alta resolucion muestran que las lineas interatomicas
son altamente coherentes y continuas cuando atraviezan de un lado
a otro el defecto, es decir las lineas no son desplasadas o
dobladas a travez del defecto. La ausencia de algun contraste
conocido en las imagenes de microscopia electrénica del defecto
indica que éste no es una falla de apilamiento, una frontera de
antifase o una frontera de genelacion (twin). Aunque wvarios
autores han reportado la observacion de dislocaciones asociadas a
este defecto, nuestras observaciones no mostraron dichos
contrastes. Ademas el plano (100) no es un plano de gemelacién
para una estructura hexagonal. El1 hecho de que el defecto planar
algunas veces termine dentro del cristal indica que éste no puede
ser una frontera que separe cristales que tengan una relacién de
gemelacién entre ellos. Como ya se ha comentado, esta linea es de
particular interés debido a que es probable que ahi es donde se
inicia la disolucidén en los primeros estadios de la caries. Por lo
tanto, el conocimiento sobre el tipo de defecto que representa es
primordial para conocer el papel que juega durante este proceso.

Bl defecto central y la disolucién preferencial del centro
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cristalino ha sido atribuido a la composicidén preferenclal entre
el centro y el resto del cristal. Parte de esta diferencia podria
deberse a la presencia de un mineral rico en CO03 © a una
estructura de multicapas de OCP/HA. Una alternativa en 1la
explicacién del origen del defecto es que el crecimiento inicial
del cristal es relativamente rapido tal que las imperfecciones no
son diluidas y poco después se presenta un crecimiento lento lo
cual permite la obtencidn de un cristal perfecto. Durante el
proceso de crecimiente rapido, grandes cantidades de iones
"impureza™ (por ejemplo coa?" y Mga°) son incorporados en el
centro del cristal. Investigaciones del esmalte del tiburén (rico
en F y pobre en CO3) en comparacién del esmalte humano (pobre en F
y rico en C€03) han mostrado similar abundancia de cristales con la
linea ohscura central, esto indica que la presencia de F o de CO3
no es un factor dominate para su presencia,

Como se ha comentado anteriormente, es altamente probable que
este defecto represente una variacién local en la composicisén
quimica de 1la estructux:a, por ejemplo una substitucién de otros
tipos de Atomos en la red cristalina (21). Esto necesariamente
involucra a los elementos gque normalmente aparecen en el esmalte,
siempre y cuando estos componentes se presenten en cantidad
suficiente para causar tal efecto. Veamos algunos Qe los efectog
producidos en 1la hidroxiapatita por los tipos de substitucicnes
que se pueden presentar.

vVII.2. Posibles substituciones en ia estructura de 1a
hidroxiapatita. (21)

Algunos elementos gue ocurren en concentraciones de 0.01-7.0
wt.% (referidos como elementos minoritarios), como son el ¢03, Cl,
F, Mg, Yy Na estan asociados con las apatitas biologicas del
esmalte, dentina, cemento y hueso. Otros elementos cuya ocurrencia
en concentracién se da en partes por millon son referidos como
elementos traza. Ademas de estar asociados con el mineral
dentario, estos elementos minoritarios y de traza estan tambien
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presentes en el agua para beber y comida y han sido descritos con
propiedades promotoras de caries o inhibidoras de carles. Estos
elementos han sido clasificados tentativamente como sigue:

a) Cariostatices: B, Ba, Cu, F, Li, Mg, Mo, Sr, Va.

b) cariegenicos: €03, Cd, Cl, Cu, Fe, Pb, Mg, Mn, K, Se, Si.
c) Efecto ambiguo: Be, Br, Co, Mn, Zn.

d} Sin efecto: Ba, Al, Ni, Fe, Ti.

los mayores substituyentes en el esmalte humano son HPOs, C1,
C03, Mg, Sr, K, Na y otros cationes. Las apatitas sinteticas han
sido clasificadas como del tipo A o del tipo B dependiendo del
tipo de substitucidén: coz por OH (Tipo A) o COs por POs (Tipo
B).El tipo A es caracterizado porgue los ejes a y € sSon mas
grandes que en el caso de la celda unitaria de la hidroxiapatita
pura. Pequefas cantidades de €03 en apatitas biologicas se
presentan por la sustitucién de OH, tipo A. Las apatitas
biologicas normales son principalmente del tipo B.

Los parametros de red de 1la apatita del esmalte dentario
humano adulto son a = 0.9441 nm, ¢ = 0.6880 nm; la apatita de la
dentina es a = 0.9419 mn, ¢ =0.6880 nm; la apatita del hueso es a
= 0.9417 nm, c = 0.6880 nm. La dimension del eje a de la apatita
del esmalte dentario humano en comparacion con el de 1la
hidroxiapatita (0.9441 y 0.9422 nm respectivamente) fue atribuida
previamente a la substitucion de CO» por OH lo cual causaria una
expansion en el eje a mientras que una substitucién tipo B (COa
por PO+ acompafiado de Na por Ca) causa una contraccién. La
expancion observada en las dimensiones del eje a de la apatita del
esmalte dentarioc humano puede ser atribuida por la substitucion
parcial de ca®por HPOS™ y €17 y efectos combinados de cationes
mis grandes (por ejemplo se®, K'). Mientras que las apatitas de
hueso y dentina pueden tambien tener HPO", su efecto de
expansion del eje a puede ser contrarestado por el alto contenido
de €03 (tipo B). las regiones cariesas del esmalte fueron
reportados presentando alto contenide de HPO4™ y bajo co0:¥” con
respecto a las regiones normales. La apatita del tiburon y algunos

95



otros peces tienen un eje a mucho menor que la apatita del esmalte
humano ( 0.9377 y 0.9441 nm respectivamente ). Esta diferencia se
puede deber al alto contenido de fluor de estas apatitas con
respecto a la del esmalte humano ( 3.7 wt.$% en el caso del tiburon
con respecto al 0.1 wt % del esmalte humano} . Los parametros de
la red de las apatitas biologicas cambian durante calentamiento
debido principalmente a la perdida de algunos iones (CO03 es
liberado como €Oz ) y el reacomedo de los iones para formar una
apatita mas estable.

La substitucién de F por OH en la apatita produce un
decrecimientoen el eje a y no cambia significativamente 1las
dinmensiones del eje ¢. La mayor estabilidad de la fluorapatita
con respecto a la hidroxiapatita es reflejada en una mayor
estabilidad quimica, solubilidad wds baja y el incremento en
resistencia a la disolucidn acida. La fluorapatita mineral es la
mas estable y abundante en 1la naturaleza.El fluoruro se ha
demostrado que presenta los siguientes efectos:

a) Promueve la formacién de hueso.

b) Realza la remineralizacidn y la calcificacion.

c¢) Apresura la hidrélisis de ACP, DCPD y OCP hacia apatita.

d) Permite la formacién de Fluorcapatia a expensas de B-TCMP en
gsolucidén conteniendo un alto porcentaje molar Mg/Ca.

¥ los siguientes efectos en las propledades fisicoquimicas de
las apatitas:

a) Incrementa la estabilidad estructural debido al mejor ajuste
del ion F dentro de los triangulos imaginarios de Ca en la
estructura de la apatita.

b) contraccién del eje a, perc no cambia las dimensiones del eje ¢
de la apatita.

c) Incremento en la "cristalinidad" reflejando un incremento en el
tamafio del cristal y un decremento en los esfuerzos cristalinos.
d) Contribucién a una mejor razon molar Ca/P aproximandose al
valor estequiometrico de 1.67.
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e) Decrecimiento en la solubilidad.

La substitucién tipo B (CO3 por POs y Na por Ca) en las
apatitas causan los siguientes efectos: : ’

a) Decrecimiento en el eje a e incremento en el éja .g “en :
comparacion con las dimensiones de la apatita.

b) Decrecimiento en el tamano del cristal. ’

c) Incremento en el esfuerzo cristalino.

d) Cambio en la morfologia del cristal,

e) Solubilidad mds alta.

La alta incorporacidén de COa en las apatitas es influenciado
por la presencia simultanea de otros cationes con los iones de
ca®, por ejemplo 1a presencia de Na' permite la maxima
substitucidn mientras que la presencia de sr® limita la cantidad
que se incorpora de CO3. Los epnlaces Ca-CO3 son mds debiles que
los enlaces Ca-POs, esto hace qgue la apatita conténiendo COx es
mas suceptible a la disolucidn acida.

La substitucion de €1 por OH resulta en la expansion del eje
a y decrecimiento del eje c. La estabilidad termica,la apatita
conteniendo cloro es menos estable termicamente que la apatita
conteniendo F, resultando en la formacién de grandes cantidades de
B8-TCP con ignicién de hidroxiapatita. )

La substitucion de HPO4 por POs es chservado en apatitas del

v tipo B pero no en las apatitas de ¢tipo A. Este tipo de

substitucidén causa una expansion en el eje a y un decrecimiento en

el eje c. 1os reportes sugieren que las apatitas deficientes en Ca
son m4s solubles gque las apatitas estequiometricas.

Ia incorporacisén de Mg en las apatitas es muy limitado (el
maximo es de 0.4 wt.¥ Mg} a menos que iones CO3 y P esten
simultaneamente incorporados con el Mg. Cuando la razon molar
Mg/Ca es mds grande gue 0.3/1, se forma Whitlokita con Mg. lLa
presencia de Mg en apatitas causa los siguientes efectos en sus
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propiedades:

a} Decrecimiento en las dimenciones del) eje a,
b) Incremento en la incorporacién de HPOs«.

¢} Decremento en la criostalinidad.

d) Incremento en la disolucidn.

Sr es fAcllmente incorporado tantc en apatitas del tipo A
como del tipo B. La substitucidén de Sr por Ca resulta en la
expansioén de las dimensiones de los ejes a y c debido a gque el
radio idénico del Sr es mas grande. En las apatitas tipo B, 1la
incorporacion de Sr es basica (pH 9) en lugar de acida (pH 5). la
" substitucién de Sr en 1la apatita no muestra una diferencia
significante en 1la cristalinidad pero muestra perdida de
resolucién en las bandas de absorcién en los grupos PO4 en el
espectro de rayos infrarojos. Es bien conocido que la presencia de
Sr hace a la apatita mas soluble.

Igual que Sr, los lones divalentes,Ba y Pb pueden substituir
a Ca en las apatitas tipo A y tipo B formando Srio(POi)s(0OH)2,
Baio (PO4)6(OH) 2, Pbio(PO4)s(0H)2 como miembros de las series
isomorfas. Estos iones son mas grandes que ca™ por lo que causan
expansion da las dimensiones de los ejes a y ¢ cuando substituyen
Atomos en la red de apatita. Detalles de los efectos causados por
la incorporacion de Ba y Pb en las propiedades de disclucién de la
apatita no han sido estudiados hasta el momento.

Los iones polivalentes, como son por ejemplo Al", an',
zn®*, causan un decrecimiento en la cristalinidad de las apatitas.
Tones monovalentes, como son por ejemplo Na', XK', Li', pueden ser
incorporados en apatitas sinteticas. El Na',cuyo radio ionico es
simiiar al del Ca’',no se espera gque cause ninguna modificacidn en
los paramentros de la red, el K tiene un radio ionico mayor que
el Ca’,per lo que se espera modificaciones en los parametros de la
red (falta pagina 100 y 101).

Ademas de HPO& Yy CO:z', otros posibles substituyentes del
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PO« en la red de la apatita son sulfato (s04”), manganato

(MnO«”), vanadato (VO«¥}), y borato (B0a®"). Al igual que HPO:* y
02" las substituciones de estos aniones tienen que ser
acompafiados por una substitucion cationica, por ejemplo Na por Ca
de tal forma de mantener la electroneutralidad. Otros aniones, por
ejemplo on-r", pueden perturbar la cristalizacion de la apatita y

promover la formacion de ACP.

Las aiferencias en composicion y propiedades cristalinag de
los fosfatos de calcio produce diferencias en solubilidades. La
solubilidades son tambien afectadas por substituciones; peor
ejemplo, la substitucion de cCO3, sr®, o Mg causa la mayor
solubilidad, mientras que 1la substitucion de F causa una
solubilidad menor en las apatitas. Las solubilidades del esmalte
humano son tambien afectados por el tipo de iones presentes en
solucién: F  causa una reduccién mientras c¢os®", Mg®, o s
causan un incremento en la solubilidad. En la Tabla VII.5. se
resumen los efectos cualitativos de los elementos substitutos qui
comentados.

VII.3. Posibles modelos para la linea obscura.

Nuestros resultados de las trazas hechas por procesamiento
digital muestran una ligera expansion de la celda unitaria en la
linea obscura. Por lo antes menclonade los candidatos probables en
la substitugién son co03, HPO:, C1, Sr,' Ba, Pb y K. De entre estos
elementos el candidato mis probabale es la substitucion de c03 por
OH. Cl tiene el mismo efecto pero es muy inestable. Los efectos
causados por la substitucidn de Sr, Ba, Pb y K no han sido aun
determinados. Tambien hay que tomar en cuenta que la linea obscura
podria ser representada por un plano de una fase diferente a la
hidroxiapatita pero que sea coherente con la estructura de esta
ultima. Por ejemplo el fosfato octacalcico (38) tiene una
estructura muy sercana a la de la hidroxiapatita y podria actuar
como un precursor de su crecimiento.
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Substituciones

Radio ionice.

pParametros de red

Tabla

(+0.003. A)

. a-axis = ‘- b-axis
Para calcio, ca®' 0.997 94430 6,882
Estroncio, Sr?* B T € N I 5 T
Bario, Ba®" 1.34" () Sy
Plomo, PbZ* 1.20 G R R I
‘Potasio, K' 1.33 A$) T (e
sedio, Na* 0.97 - C.(mey. T ime)s
Magnesio, Mg® 0.66 NSRS (-)‘br\
cadmio, ca®* 0.97 ‘ Sy
Manganeso, Mn®* 0.80 (=)
Estafic, Sn°* 0.93 “{am) -
Para OH, (OH)~ . -
Fluoruro, F~ 1.36 - Ei) w{nc).
Clore, c1° 1.8l (#) Sy
Para PO, :
carbonato, €02~ -) «{+)
cit:'?to CHO, . S
HPO‘ (+) (nc)
Vanadato, VO -} )
Pirofosfato, on:'
(+) = Incremento; (-~) = decremento; (n¢) = sin cambies
(am) = amorfo
"Datos a partir de Weast (98).
®La fase B-TCP es tambien formada.

VII.1l.Efectos cualitativos de algqunos elementos

"gubstitutos” en los parémetros de la red de las apatitas.
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Tambien es posible pensar en modelos estructurales de 1la
linea obscura a partir de vacancias en 1la estructura de la
hidroxiapatita. Las vacancias de calcio satisfacen el criteric de
la reduccidn de la densidad de carga y son consistentes con leos
datos del analisis quimico de las apatitas bioldégicas gue son
deficientes en calcio (39).

Nelson y col.(15) han sugerido cuatro modelos para la linea
obscura gue incluyen tanto vacancias como una capa de fosfato
octacalcico en medie de una matriz de hidroxiapatita, y los cuales
se muestran en la figura VII.1. El modelo B involucra vacancias en
sitios de calcio hexagonales con coordinacién 7. El modelo 'C
inbolucra una falla de apilamiento 1la cual resulta en un
desplazamiento ({114 o o) al remover los A&Atomos de calcio de,
coordinacion 9. El1 modelo D incorpora una celda unitaria de
fosfato octacalcico. El1 modelo E resulta de una contraccién del
nmodelo D en la capa deficiente de calcio y colacando &tomos en los
sitios correspondientes a la hidroxiapafita. En la fig VII.2 ge
muestran las imagenes simuladas para estos cuatro modelos. La
comparacion de estas imagenes con las imagenes experimentales (Fig
VII.3) demuestran que el modelo D, es decir aquel que consta de
una c¢apa de fosfato octacalecico embebido en una matriz de
hidroxiapatita, concuerda perfectamente bien con las imagenes
experimentales. Por lo tanto la 1linea obscura probablemente
consiste de una capa de fosfato octacalcico en una matriz de
hidroxiapatita.
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Fig VII.1l. Diagrama esquematico de los cuatro modelos de (b-e)
sugiriendo el defecto de la linea obscura. En (a) se muestra la
proyeccion en la direccidén [010] de la celda unitaria de 1la
hidroxiapatita. Se muestran solo las posiciones de los atomos de
calcio.



Fig VII.2. Imdgenes simuladas de la hidroxiapatita a partir de los
cuatro modelos mostrados en la figura 23, Los cuatro modelos Sson
mostrados de arriba hacia abajo. Las condiciones de simulacion
fueron V= 400 KV, Cs= lmm, gque son los parametros del microscopio
electrdénico de alta resolucidnJeol 4000. (a) direccion ([010],
espesor 7.55nm, desenfeque -50nm., (b) direceién [011]), espesor
7.01nm, desenfoque -70nm. (c) direccidén ([011], espesor 21.02nm,
desenfoque -70nm.
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6n [011} tomadas a 400KV.
usando

simuladas
1.

1

imagenes

Imagenes de alta resolucidn de los cristales de apatita

3.

con carbonato en la direcc
las
mestrados en la figura VII

Fig VII
muestran
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CONCLUSIONES

1. los cristales del esmalte dental humano tienmen forma
.alargada y presentan la estructura de la hidroxiapatita. Son
altamente anisotrépicos con uno de sus ejes,el eje c, siendo el
eje preferencial. Tambien son altamente sensibles a la radiacidén
del haz electrénico: después de un tiempo largo de observacién el
haz electrdnice induce la amorfizacién de éstos. La linea cbscura
es la Primera en desapareser durante este proceso.

2. La linea obscura pteéenta un espacio atémico 1ligeramente
mayor que el de la estructura de las hidroxiapatita. Esta linea ha
sido interpretada como un defecto como un defecto planar, sin
embargc, por el tipo de contraste que presenta, no es una falla de
apilamiento, ni una frontera de antifase, ni una frontera de
gemelacién. BEs altamente posible, por otra parte que ésta sea el
resu'ltado de una variacién local en la composicién quimica de la
estructura de los cristales del esmalte. los posibles candidatos
para la substitucidn son CO3, el fosfato octacalcico y, tomando en
cuenta la descalcificacién que presenta el esmalte, vacanclas en
las posiciones de <calcio. Todo dentro de wuna matriz de
hidroxiapatita.
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