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_]USTIF]CACIC)N Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLENA

La revision de la literatura nos indiea que se han realizado numerosas invesugaciones
sobre el material dental humano pero biasicamente enfocadas a la dentina v al esmalte dental v
muy pocas investgaciones que se avocan al estudio del cemento dental humano.

Hasta ahora, en Ia mayoria de los estudios sobre el cemento dental humano han uatado
de dar una primera caractenzacion en cuanto a su estructura vy composicion lo cual nos ha
permitido un primer acercamiento a sus caracteristicas. No obstante este desarrollo, se tenen
aun grandes dudas acerca de su formacion en cuanto a su morfologia, composicion v
estructura.  Ls por lo anterior que es unportante realizar ivesugaciones que profundicen ¢l
conocimiento  de  estos rubros  va que como  consecuencia obtendriamos  un mejor
entendimiento de este matenal procurando un benceticio directo a la sociedad.

Con ¢l objeuvo de colaborar en la caractenzacion del cemento dental humano es que
enfocamos este trabajo de tesis a un estudio basado en las técnicas acruales de maxuma
resolucion, como son: microscopia de fuerza atémica (AFND, de barrido clectronico (SIEM), v
de transmisiéon electronica (FEM), asi como  espectroscopia por dispersion de  energia
electrénica y por rayos X (RX), con ¢l fin de determinar con mayor precision la morfologia, la
estructura y la composicion del cemento denral humano.
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INTRODUCCION

Las células responsables de la formacion  del cemento se  conocen  como
cementoblastos o fibroblastos localizados en el ligamento periodontal. Estas cclulas genen su
origen en el foliculo dental, sin embargo, los cementoblastos son la primera fuente para lIa
formacidén del cemento durante ¢l desarrollo dentario v post-crupcional. Iistas células se
localizan cerca de la superficie de aposicion del cemento v poseen la aparienc tipica de una
célula productora de maiz, muy semejante a los osteoblastos. LLos  cementocitos son
cementoblastos que quedaron atrapados en la matriz que cllos musmos produjeron. Listos,
estin localizados dentro de la matrz mineralizada de cemento v poseen un menor mvel de
sintesis de matriz lo que pricticamente las hace membaolicamente inacuvos.,

Il cemento es el tepdo conecuvo calaificado que cubre la raiz del diente desde i umion
amelo-cementana hasta ¢l dpice. Lste es uno de los mis umportantes componentes del aparto
de union porque es el sio en el cual las fibras del hgamento pertiodonal se mnscertan en el
diente. Histologicamente ¢l cemento es muy parccido al bueso v oa la denuna, sin embargo, cste
cuenta con caracteristicas inicas que lo hacen diferente.

Este tejido hasta hace algunos anos habia sido clastficado como cemento primario v
cemento scecundario, pero actualmente se usa una clasificacidon mas especifica basada en la
presencia o ausencia de células v oen la organizacion de fibras de colagena. st clasificacion se
divide e¢n cemento acelular afibnlar, acclular con fibras extrinscecas, celular con  fibras
intrinsccas, acelular con fibras intrinsecas v celular combinado estrauficado.

Bioquimicamente ¢l cemento esta formado por una matnz inorgamica de la cual
aproximadamente ¢l 50° es hidroxiapauta, que puede presentarse tanto como unza celda
unitaria hexagonal como una celda monoclinica [1], el otro 50% e¢sta formada por una mawuz

organica compuesta predominantemente por colagena upo 1 v I [2]. De acuerdo a lo
reportado por Gross et al. [3]) las mucestras de hueso tenen una relacion Ca/P o de 1.5
(porcentaje atémico), mientras que la estequiometria de la hidroxiapauta pura es de 1.67. A su

vez S. M. Cool [4] reporta una razon de Ca/P oentre 1.69 v 1.71 para el cemento dental
humano.

Es en este senudo que se genera de forma natural, y el cual ¢s el objeuvo de este
trabajo, tratar de preasar en cierta forma la informacion que se uene en cuanto a la estructura y
composicion del cemento dental humano acompanado del estudio de su morfologia con el fin
de obtener una caractenzacion de dicho matenal que nos  permuta entenderlo en su
funcionamiento y promuceva el desarroldo de mas investigaciones atines a este tema.

il objeuvo quc perseguimos, por tanto, en cste trabajo de tesis es la caractenzacion del
Cemento Dental Humano en una primera mstancia con algunas téenicas de microscopia de alta
resolucion como son Microscopia  de Fuerza Atémica, de Barndo  Llecudnico, y de
Transmision, asi como Rayos N v Espectroscopia por Dispersion de Energia. Estas téenicas
seran abordadas de forma ¢n que sea sencillo su entendimiento y s adentrarse demasiado en
las bases telricas va que no debemos de perder la nocion de que  estas son técnicas de
caracterizacion, ademas de procurar que la lectura de este trabajo sea adecuada para diferentes
personas en diferentes areas como son la Fisica, la Odontologia ¢ incluso la Medicna




Con ¢l fin de lograr dicho objetnvo este trabajo cuenta con una estructura de desarrollo
progresivo en ¢l cual se mezclan algunas téenicas para poder hacer sencilla la comparacion de
Ia informacién que nos proporciona cada una de cllas, por cjemplo, aunque la téeniea de 1DS
es una herramienta complementaria de SEM, inmediatamente despuds de las imagenes de
barrido de SIEM se colocan las de AN con el fin de percibir la calidad complementana de
ambas téenicas, incluso  estas imdgenes s¢ mezelan con respecto a la zona que se estudie del
diente. Después de SEM vy AFM sc realizo el analisis quimico del cemento, este andilists se
desarrollo de forma localizada en toda la repgion que estit compuesta por el mismo, Finalmente
se concluye con el anahisis por TEM cn la cual se describe la estructura cristalina de la
hidroxiapatita mostrando los patrones de difraccion de algunos mono-cristales y poli-cristales
los cuales reafirman lo que se conocia de la estructura hexagonal de la hidroxiapatita que fue
especificada previamente por un anilisis de espectometria de rayos N, de este analisis también
se obruvieron mis datos con respecto a la enstalografia.




ANTECEDENTES TEORICOS DEL CEMENTO DENTAL
HUMANO

DESARROLIO

Después de 1a completa formacian de Ia corona, las células del epitelio interno v
externo del esmalte forman una bicapa de cdlulas conocada como zona epielial radicular de
Hertwig. Las células del epitclio interno del esmalte inducen a las células adyacentwes a
diferenciarse en odontoblastos y subsccuentemente a introducir la minerahizacion en la raiz (5]
En el ser humano la zona epitelial de Hertwye es desintegrada v no cubre mais que la cara
externa de Ia predentina recién formada. A lo largo de las gnetas que sufre la zona epitelial se
permite ¢l contacto directo de Ja denuna reaén formada con ol tepdo conectvo del foliculo
dental. Las células derivadas de este tepda conecuvo son las responsables de la formacion del
cemento. istas células primero forman comparamentos con ¢l proceso celular que demarcan
Ias fibras intrinsceas de coligena las cuales son paralelas al ¢je mavor de la raiz del diente. Las
fibras  extrinsecas  se forman  despuds. Los compartimentos  extracclulares  regulan la
arquitectura de las fibras principales v son también necesanas para la formacion de las fibras
intrinsecas. Una vez que el cemento os formado, las células retractan sus procesos v forman
fibras intrinsccas alrededor de las fibras prinapales. El cemento se deposita en la superficie de
Ia raiz durante el desarrollo del diente o subsigusente a la erupceion de estos durante su funcion
normal.

ILas  cclulas  responsables de  la formacaon  del cemento se conocen  como
cementoblastos o fibroblastos  locahizados en ¢l igamento peniodontal. Bstas células tenen su
origen en ¢l foliculo dental, sin embargo, los cementoblastos son la primera fuente para la
formacidn del cemento durante el desarrollo demanio v post-erupcional. Estas células se
localizan cerca de la superficie de aposicion del cemento v poscen la apanencia tipica de una
célula productora de maiz, muy semeante a0 los osteoblastos. LLos  cementoctos  son
cementoblastos que quedaron atrapados en Ia matnz que cllos mismos produjeron. Lstos,
estin localizados dentro de la mamnz mmerahzada de cemento v poscen un menor nivel de
sintesis de matnz lo que prictcamente los hace metabolicamente macuvos. Bl papel que
juegan los fibroblastos en la cementogénesis a la fecha resulta poco claro. Sin embargo, células
mesenquimatosas del igamento pennodontal se encuentran formando lagunas de las células que
tenen ¢l potencial para diferenciarse tanto en fibroblastos  del igamento penodontal, como en
cementoblastos dependientes de su locahbzacion v de la exposicion a agentes inductores.

CARACTERISTICAS GENERALLES

El cemento es ¢} tepdo conectivo calcificado que cubre la raiz del diente desde la union
amclo-cementaria hasta el dpice. Este ¢s uno de los mas importantes componentes del aparato
de unién porque es el sitio en el cual las fibras del hgamento periodontal se tnsertan en ¢l
diente. Histologicamente el cemento es muy parecido al hueso y a la denuna, sin embargo, este
cuenrta con caracteristicas Gnicas que lo hacen diferente.




Este rejido hasta hace algunos anos habia sido clasificado como cemento primario v
cemento secundario, pero actualmente se usa una clasificacion mas especifica basada en la
presencia o ausencia de células y en la organizacidon de fibras de coligena.

1. Cemento acclular afibrilar: Tocalizado en la union amelodentinaria, su estrucrura
consiste en una matriz homogénea sin células ni fibras coliagenas.

2. Cemento acelular con fibras extrinsecas: Localizado desde la porcidon cervical hasta
el tercio medio del diente, es carente de células, pero si contene fibras de Sharpey
involucradas en el anclaje del diente.

3. Cemento celular con  fibras intrinsecas: Cubre las  superficies  apicales e
interradiculares, también ¢s encontrado en lagunas de reabsorcion y sivos de fracwura.
lLLos cementocitos estin presentes junto con las fibras coligenas v este cemento parece
estar relacionado con la reparacion y adapracion.

4. Cemento acclular con fibras intrinsecas: Iis similar al cemento celular con fibras
extrinsccas, pero carcce de células. Este cemento ocupa las superficies apicales e
interradiculares.

5. Cemento cclular combinado estratificado: Este cemenro posee fibras intrinsecas,
extrinsccas, cementocitos, ¢ mvolucrado en el anclaje v adapracion.

Las fibras intrinsccas v extrinsecas son dos sistemas de fibras con diferentes funciones. Las
fibras intrinsecas corren paralelas a la superficie radicular v se cree que uenen la funcion
primaria de reparar componentes producidos por los cementocitos. En contraste las fibras de
Sh ey O extrinscecas, se encuentran formando un angulo recto con la superficie radicular v

) 4 )
son las responsables del anclaje del diente.

BIOQUIMICA

Bioquimicamente ¢l cemento esti formado por una matnz inorganica de la cual
aproximadamente 50%0 es lndroxiaparita v una matriz organica compuesta predominantemente
por coligena tipo 1 v I11. Esta matriz organmica también conuene una vanedad de proteinas no
coliagenas, como la sialoproteina dsea, osteopontna, tenascina, fibronecuna, osteonecuna,
osteocalcina, glucosaminoglucanos v proteoglucanos [6]. La sialoproteina  dsea connene la
secuencia de aminoicidos RGID que confiere la propiedad de adhesion celular v también es
asociada a la minerabizacaon durante la cementogénesis [7), [8]. l.a ostecopontna es otra
proteina de  adhesion presente en el cemento v esta asociada con el cemento acclular en el
desarrollo de los masivos de ratones [9]. Il cemento secuestra muchos factores de
crecimiento incluvendo FGFa v FGED, proteinas morfogenédcas de hueso, TGE-f3 ¢ IGF-1 ¢
receptores  para  factores de  creamiento [6], [7], enconuamos ademads componentes
glucosaminoglucanos como ¢l acido hialurénico, dermaran sulfato v condroiun sulfato, estos
compuestos al parecer parnapan en la formacion de la matnz muneralizada del cemento, sin
embargo, hasta ahora, se desconocen las células responsables de la produccion de dicha mawmiz.
Las recientes evidencms indican que el sistema de fibras exwinsccas es produado por
fibroblastos desde el igamento petiodontal micentras que las fibras intrnsecas son formadas
por cementoblastos onginados de los espacios endosteales del hueso alveolar {10], {11]. Hasta
la fecha el culivo de cementoblastos v ¢l estudio de sus caracteristicas ha resultado dificil,
debido a que se cree que sus progenitores se encuentran en espacios de bgamento penadontal
y «n los espacios endosteales del hueso alveolar [10]. Sin embargo cementoblastos putanvos
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-aislados y expandidos en cultivo a partir de un cementoblastoma  humano en culdvo, ha
podido aislar proteinas especificas del cemento [12]

El cemento radicular ha sido genceralimente considerado similar al hueso por tener
propiedades parccidas a ¢ste va que los cementoblastos y osteoblastos comparten marcadores
biolégicos como la fosfatasa alcalina (ALDP), ostcopontna  (OPN), ostcocalcina (OCN),
sialoproteina Ssea (BSP) [10], ctc. Sin embargo, las funciones que el cemento radicular
desempena son diferentes a las del hueso alveolar.

Como se puede inferir ¢l estudio del cemento se ha desarrollado de una forma en la
que se pucde conocer una gran canudad de informacién de este, pero se sigue manteniendo Ia
tendencia principal a tratar al cemento dental humano como un hueso, no obstante se han
encontrado algunas caracteristicas que lo diferencian del mismo.  Estas caracterisucas las
podemos analizar, aplicando las técnicas modernas de caracterizacién micro estructural, de
composicion quimica, de morfologia superficial v estructura enstalografica, por medio de
microscopia de alta resolucion, en partcular en este trabajo aprovecharemos las téenicas de
microscopia de fuerza atomica (AFM) de barndo electrénico (SENM), mucroanalisis quimico
(EDS), de transmision electronica ('ENM) v difraccion de rayos X, las cuales serin explicadas
de una forma descriptiva a conunuacion.




CAPITULO1I ’

TECNICAS DE MICROSCOPIA DE ALTA RESOLUCION

MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO

El microscopio  electréonico  de barndo (SEN), es un  insurumento  disenado
principalmente para esrudiar la superficie de los solidos sobre grandes amplificaciones por lo
cual desde este punto de vista ¢l SEM pucde ser comparado con ¢l microscopio 6ptco. Las
ventajas que presenta ¢l SEM son no solo una mavyor resolucidon v profundidad de campo sino
tambi¢n beneficios adicionales en la formacaion de imidgenes. Fsto es debido a que la
interaccion de los clectrones con los sélidos ¢s mas diversa que lamnteracaidon de los fotones.

Las imagenes en el SEM se forman por un mecanmismo muyv disunto al que se ualiza en
el microscopio optico. Las imagenes son construidas punto por punto, de una forma similar a
Ia usada en una pantalla de television. En esta téenica un haz muy fino de electrones de alta
energia es enfocado en un punto sobre la muestra, esto ocasiona la ¢emision de elecuones (en
un gran rango de energia) desde ese punto de la superficie de la muestra, estos electrones
emitidos son colectados para generar una senal elécurniea que es amplificada, st esta senal es
usada para modular la inrensidad de un haz de clectrones en la pantalla del tubo de rayos
catédicos (I'RC) se pucede formar un punto de la imagen sobre la panmlla del TRC; pama
construir la imagen de la muestra, el haz de clectrones del SEM barre un drea de la superficie
de la misma, muentras que ¢l haz de la panalla del TRC barre un paudn geomérico simalar, en
resumen, la imagen de la pantalla del TRC es entonces un mapa de las intensidades clecudnicas
provenientes de la superficie de la muestra.

RESOLUCION

L.a resolucion es la cualidad mads imporuante para cualquier microscopio, y con una
muestra ideal es a lo mas igual al diametro del haz clectrénico en el lugar en donde incide sobre
la superficie de la muestra, en ¢l mejor de los casos, el didimetro del haz puede ser de 5 nrz que
es mucho mavor que la resolucion de 300#z7z del microscopio 6ptico, Sin embargo, la
resolucion en ¢l SEM depende en mucho de la naturaleza de la muesua y del modo de
operacién  del mnmstrumento por lo que normalmente se uene una resolucion de 157
aproximadamente. La amplificacion esta dada simplemente por la razén de las longitudes de
los lados de la pantalla a los del patron geomérrico del barndo, la cual es variable desde los 20X
hasta valores superniores a 10°N. Una de las ventajas con las que cuenta el SEM es 1a sencillez
de la preparacion de las muestras para su observacion, especialmente para materiales
conductores, aungue para materiales aislantes se pueden tener un poco de dificultades pues en
cllos se puede generar una acumulacién de carga proveniente del haz de electrones primario.
Esta carga acumulada desvia tanto el haz incdente como la wavectornia de los electrones
colectados, dando lugar a imagencs distorsionadas, en estos casos las muestras pueden
examinarse a un voltaje de aceleracion reducido, donde la emision de clectrones desde la
superficie de Ia muestra puede balancear la rapidez de arribo de clectrones en el haz, o bien,
cubriendo a la muestra con una capa delgada de muatenal conductor.




La siguiente figura muestra un diagrama esquemidnco de un SEM dpico cuyos

componentes esenciales son:

1.

W

Now

Un cafdn clecurdnico, para producir un haz estrecho de electrones acelerados a través
dec una diferencia de potencial de hasta S0kV.

Dos o tres lentes para enfocar ¢l haz electrénico tan finamente como sea posible.

Un sistema para desviar ¢l haz sobre ¢l patréon geométnico de la muestra.

Un sujetador de muestras que permita movimiento, inclinacién y rotacion de la
muestra.

Un método para colectar y amplificar los clectrones emindos,

Tubos de ravos catodicos para desplegar la imagen.

Circuitos clectronicos que suministren v controlen el canon electrénico, el voluje de
aceleracion, la corniente en las lentes, ¢l generador de barrido y la amplificacion de la
senal.

Un sistema de vacio de alta capacidad para mantener una presion por debajo de 10°
Torr y permita una rapida evacuacion despuds de cambiar la muestra.

/’\\ voltaje de aceleracion y
l | corniente de filamento

[:}E— corriente, lente 1
[:]Z_ E———‘Eomente lente 2 ]

—-— Lormente generador
I - ¢ ente 3 barmmdo q/
I J—<——control - Llamplificador
amplificacionlllde barrido
e
-, - fotomultiplicador
——| ' = |ampd

% O video <
lbombas de vadgj

Figura 1.1 Diagrama esquemaitico del Microscopio de Barrido Electrénico (SEM)
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FORMACION DE IMAGENES

El contraste de las imigenes obtenidas en el SEM pucede ser explicado por medio de la
emision de clectrones y de forones debido al bombardeo electronico. La dispersion del haz
clectrénico dentro de la muestra es causada por las muliples colisiones sufridas por ¢l haz de
clectrones primario mientras pierde su encrgia, cada colision de suficiente energin pucde en
principio, resultar en la emision de un electron de la muestra. Como se puede ver en la
siguiente figura (1.1) que muestra la distribucion de energias entre los clectrones emitidos.

N(E)

1 10 100 10* 0Vx10*  WVOx10?
Energia (eV)

Figum 1.1.- Distribucion de energia de los clectrones emiudos

Algunas de las colisiones son clisucas v en tales casos ¢l haz de electrones primario
puedc abandonar a la muestra sin perdida significatuva de energia, sin embargo la mayoria de
las colisiones son inelasucas por lo cual existe un pico pronunciado en la distribuciéon de
electrones cmitidos a energias entre O v 50 ¢V,  La forma del especuro de clectrones
secundanos varia poco de material a materal, el pico se corre a energias mais altas con
funciones de trabajo mas bajas, s embargo, la emision sccundana total es mayor para
materniales con funciones de trabajo mas altas, por lo que se puede esperar un contraste poco
percepuble que resulta de las diferencias en la funcion de trabajo en diferentes regiones de la
muestra.  La canodad de emision en Ia region de los 100 ¢V oa la energia primarna se
mcrementa linealmente v de manera muy ripida con ¢l nimero atdmico hasta un valor
alrededor de Z=45, después mis lentamente para los elementos de nimero atémico mas alto.
Si los clectrones secundanios son excluidos polanzando la rejilla del colector negauvamente se
pucde obtener suficiente contraste debido a vanacones en el nimero atémico incluso para
muestras muy planas, gracias a c¢ste contraste y en condiciones optmas se pueden disunguir
clementos con numeros atémicos adyacentes de hasta Z=20.

Si la superficie de la muestra no es muy suave, el contraste debido al relieve superficial
(contraste topogrifico) es probable que sobrepase al contraste por numero atémico. Esto cs
debido a que la eficiencia de electrones primanos y secundarios es dependiente tnto del
angulo de incidencia del haz clecudnico como del ingulo de coleccidon de los clectrones
emitdos.
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La curva de distribucion de energia de Ia figura 1.1 contene una estructura fina muy
atil. Cuando un electrén en una capa interna de un atomo en la muestra s expulsado por un
electrén de alta energia (proveniente del haz primario), ¢l dtomo puede regresar a su estado
base o a algiin estado de menor energia de dos maneras. Iin cada caso un electron de una capa
externa cac hacia la vacancia de la capa interna v se hibera encergia lo que trae como
consecuencia la emision de un foton v en otro caso la expulsion de otro electrdn de capa
externa, Ia emisiéon del foton lleva a un espectro de ravos N caracteristicos mientras que la
emision del electréon es conocida como efecto Auper;  stos efectos son importantes en el
analisis microestructural, ya que las encrgias de los clectrones o de los fotones que son
cmiddos son caracteristicas de los clementos de los cuales provienen por lo que la medicion de
estas cnergias provee un andlisis quimico cualitauvo mientras que la mediaon de la intensidad
proporciona un analisis cuantutativo.

La emision de luz visible por el bombardeo electronico es conocida como citodo
luminiscencia que es un efecto menos general que la emision electronica va que la intensidad y
la longitud de onda que son emindos dependen del material, un andhisis quimico cualitativo se
puede llevar a cabo midiendo los parimetros de la crmision de la luz.

Los ravos X caracteristicos pueden ser uulizados también para llevar a cabo la
determinaciéon de la composicion quimica de un matenal, pues las lineas K, Kg 1 ete. de los
rayos X caracterisucos son producidos cuando ¢l haz electronico expulsa electrones de las
capas atomicas K, I, ctc. de los clementos que componen la muestra v esos niveles son
llenados por clectrones de una capa atomica de mavor energia. Esta diferencia de energia de un
clectréon cayendo hacia un nivel mas bajo provoca la emision de un foton de frecuencia v
definida y que es caracteristca del elemento en cuestidn y que es expresada por la ley de
Moscley:

v Z—-C, )

en donde Z es ¢l nimero atémico del clemento y C es una constante para cada upo de linea
caracteristica. Mediciones de la longitud de onda asi como la intensidad del fotdén emindo
proporcionan un analisis quimico cualitative o al menos semicuantitatuvo, en el SEM este
anilisis puede ser llevado a una escala muy pequefia, pues ¢l haz de electrones se mandenc
estacionario sobre un punto de interés siendo analizados los ravos X emiudos, si ¢l haz es
barnido como ¢s usual v la intensidad de emision de rayvos N, que es caracteristica de un
clemento parucular, es usada para modular una pantalla del TRC, se puede obtener una
fortografia de la distribucion de ese clemento sobre la muestra.

ESPECTROSCOPIA POR DISPERSION DE ENERGIA

Los microscopios de barndo convencaionales no estin equipados con detectores de
rayos X, pero se cuenta con dos upos diferentes como si fuesen accesonos, en uno de ellos se
utliza un cnstual de distancia interplanar conoaida 4, la longitud de onda A de los rayos X es
medida por la difracciéon provocada por los planos crstalinos usando la ley de Bragg, este haz
difractado ¢x medido por un contador: Este método es conocido como método dispersivo o
de longitud de unda dispersa WIS (Wavelenght Dispersive X-ray Spectroscopy), ¢n el que una
sola longitud de onda es medida a la vez por lo que es usual twener 8 o 9 costales
intercambiables para cubnr el rango de longitudes de onda. En el método de energia

12




dispersiva EDS (Energy Dispersive N-ray Spectroscopy) ¢l rango completo de longitudes de
onda es medido y desplegado simultaincamente como un espectro de intensidad contna
longinud de onda o encrgia, esto se logra mediante un detecror de estado sélido, que produce
un pulso de volmje proporcional a la encrgia de cada foton incidente. Listos pulsos son
clasificados, medidos v contados para generar ¢l espectro final, la senal de los picos espectrales
puede usarse para modular Ia imagen, dando asi una gratica de la distribucion de cada
clemento.

En el analisis quimico usando rayvos-N existe una dificultad téenica en la detecaion de
clementos ligeros, cuya radiacion se caracteniza por tener una longitud de onda larga, por
cjemplo para ¢l carbon K, (4.5nm), esto es debido a que estos rayos X son faalmente
absorbidos v dificiles de difracrar por censrales ordinarios disponibles, ademas de encontrarse
fuera del rango de deteccion de algunos detectores de estado sélido. A este respecto en el
analisis de ravos X de elementos higeros, el método de longirud de onda dispersiva WIS, es
muy superior comparado con el de onda dispersiva IS, ademais que para los rayos N de los
demas elementos el método de EIDS ¢s muy exacto v tlene mayor resolucion. Sin embargo
estas ventajas no son conclusivas cuando un espectrometro es usado como accesorio de un
SEM, ¢l microanalisis por rayos X puede ser dnicamente semicuantitatlivo en este instrumento,
¥ya que se unponen constricclones especiales en la dptica electrénica v de los rayos Ny en la
muestra si s¢ requiere hacer un anahsis exacto. Ll método de energia dispersiva posce una
mayor rapidez de anilisis, unido con un funcionamiento adecuado para muchas aplicaciones.

l.o anterior, son las razones por las cuales ¢l especurdmerro de EDS es mis uubizado en el
SIEEMN.

Se dispone de wvarias técnicas que nos  pueden  proporcionar analisis  quimicos
cualitativos v cuanttatvos de una ampha vanacadén de elementos a escala microscépica. El
analisis por microsonda clectrénica es la mas desarrollada v uualizada, Ouras téenicas de analisis
de composicién son: la espectroscopia electréonica Auger, el analists de emusidn de iones
sccundarios y analisis de microprucha-laser. A condnuacion se describe la primera de las
técnicas.

La opuca clectrénica de la microsonda (o microanalizador) es generalmente similar a la
del microscopio elecudnico de barnido, pero existen un namero de diferencias menores entre
el disenio de la microsonda v el del microscopio elecurdonico de barrido; por ejemplo, una
microsonda requiere de una mavor corniente en el haz v de un voltaje de aceleracion mas alto
para obtener una suficiente intensidad de rayos N para medidas exactas y para las lineas de
energias de rayos X de altas encrgias. Lin la microsonda uno es capaz de ver la muestra con un
microscopio optico durante el analisis, la geometria de los rayos X y la posicion de la muestra
deben de ser disefiadas  cuidadosamente para  asegurar un buen funcionamiento del
espectrometro.

I.a precision en microsonda clectréoniea esta limitada por el ruido eswuadistico. Este es
debido a la naturaleza aleatona de 1a emisidon de electrones desde el cafidén y por lo tanto a la
emision de rayos X desde la mucstra, ocasionando ruido en ¢l microandlisis de rayos X. El
procedimiento normal en mucroanalisis ¢s comparar la rapidez de conteo para un elemento
dado, primero del drea sobre la muestra bajo andlisis luego por un estindar del elemento puro
o de una aleacion cuya composicion sca conocida de manera exacta. La razén de las
intensidades del material desconocido al estiandar, &, es Ia medida bisica. En la pricdca se
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encuentra que una precision ¢en & menor al 0.5% sc¢ obtene e¢n instrumentos modernos con
tiempos de conteo de 100 segundos cuando £>0.1, implicando una concentracién del soluto
por arriba del 10%; los errores estadisticos en k para un tdempo dado de conteo se
incrementan rapidamente por debajo de este valor, de modo que se requieren tiempos largos
de medicién a medida que el analisis se aproxime a los limites de confiabilidad. Para obtener
una exactitud general con esta precision, debe tenerse mucho cuidado para excluir fuentes de
error: corrimiento ¢ incertidumbre en el voltaje de aceleracion, corrimientos en la posicidn de
la muestra, ctc. El problema ¢s ahora convertr £ en valores para la composicion quimica, sin
perdida de exacurud. f.a primera aproximacién es tomar a £ mismo como la composicion
quimica de la muestra (expresada como una fraccidn en peso), pero esto puede ser muy
inexacto, una mayvor cxactitud puede ser alcanzada comparando la muestra desconocida con
estindares que son muy similares en composicion en vez de hacerlo con elementos puros. Sin
embargo esto frustra ¢l objetivo principal del método analitico, ¢l cual e¢s levar un andlisis
cuandtativo sobre una muestra completamente desconocida yva que se tene la labor adicional
de preparar una serie de aleaciones estandar, cada una conteniendo quizi muchos elementos.
De esto se desprende que es necesario entender el proceso involucrado en la enusion de rayos
X cuando ¢l sélido es bombardeado de clectrones. La diferencia en la emusion de rayos X por
un clemento cuando esta rodeado por ¢l mismo dpo de elementos que cuando esta rodeado
por cualquier combinacion de elementos puede ser expresada como un factor de correccion el
cual es aplicado a los valores expenmentales de £.

FACTORES DE CORRECCION

A continuacién se presentan cinco correcciones debidas a procesos fisicos que son
generalmente aplicadas:

1. Correcvidn por electrones retrodispersados (7). Una cierta fraccion de los clecurones incidentes
son retrodispersados por la superficie, de modo que no pueden producir rayos X en la
muestra. Esta fraccidon se incrementa con el nimero atémico de la muestra y es por lo
tanto una funcion de la composicion media.

2. Correccion por poder de frenado (7). Lista relacionada con la eficiencia de produccion de
rayos X y de nuevo con el namero atémico de la muestra. En un clemento ligero la
region media ¢n la que se exdenden los electrones serd mas grande, pero la cnergia de
ionizaciéon por unidad de masa es también mas alta y la generacion global de myos X es
mas baja. Debido a que esta v la antenor correcciéon (las cuales tienden a cancelarse)
son ambas controladas por ¢l nimero atomico, ellas son consideradas juntas como la
correccion por nimero atoémico.

3. Correcidn por absordon (~1). l.os rayos X son generados a varas profundidades dentro
del volumen de interaccaitn lo que provoca que la intensidad que escapa de la muestra
sea dependiente de la cantdad de absorcidon que de los rayos X expermentan durante
su recornido a la superficie. Esto dependeri del tamaidio del volumen de interaccion, de
la absorcion del matenal v de la longitud de onda de los rayos X que es examinado. La
longitud de wrayectona de absorcidén dependeri también del Angulo de salida de los
rayos X, de alli Ia nccesidad de conocer los angulos de salida correctamente, esta es
usualmente la correcciéon mis importante.

4. Correccddn por fluorescenda caracteristica (F). Los rayos X pueden ser producidos por otros
ravos X asi como por c¢lectrones. La emision de cualquier linea caractedsdea seri
causada por ¢l haz primario y por cualquier otra de las lineas caracteristicas de los
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demas clementos en la muestra que tengan una energia suficientemente alta. De nuevo
la magnitud de este efecto dependeri de la composicion de la muestra.

5. Correccion por fluorescencia continna (1), Vista es similar en principio a la correccién previa,
pero surge por el continuo en vez de surgir por otra radiacién caracteristica presente,
normalmente se separa de la correccidon por fluorescencia caracteristica ya que se
calcula de manera diferente. Iista correccion ¢s muy pequefia y frecuentemente
ignorada.

La derivacion detallada de estos factores involucra cierta complejidad matematica y fisica
[13], el resultado es que la correccidn global es

C, = (Z AF),k, @

En donde C, es la fraccion en peso del elemento 1 de interés y £, es Ia correspondiente
razén de intensidades. La aplicacion de la correccion ZAF es dificil de hacer, ya que muchas
interacciones son usualmente necesarias. Las correcciones son dependientes de la composicién
de la aleacién de modo que su valor de prueba debe de ser asumido (este seria las razones
experimentales de intensidades obtenida de ln muesua vy del estindar) y los calculos son
repetidos hasta que sc encuentre una convergencia de los resultados. Esta es en general una
tarea para la computadora que se encuentre preferentemente en linea con el microanalizador.
Con bucnas muestras ¢ instrumentos modernos operados correctamente y con los mejores
procedimientos de correccion, la exacurud del analisis puede ser de 1% en el mejor de los
casos (cuando todas las correcciones son pequenas) v del 5% en casos generales. Los errores
pueden ser de este orden en casos favorables cuando se cuenta con un especuadmetro de
energia dispersiva. LLos crrores se incrementan sustancialmente en caso de clementos ligeros
(Z.<21) v para clementos que estén presentes en bajas concentraciones. La masa total del
maternial anahizado por microsonda es de alrededor de 10 non gramos ordinadamente, pero
el limite pucde ser tan bajo como 10 ' gramos.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

la operacion del microscopio  electronico  de  transmision (TEM), depende
principalmente de la deflexiéon de los electrones por campos magnédcos, de mode que estos
pueden ser enfocados; en principio estos pueden ser utillizados del mismo modo en que la luz
cs utlizada para formar la imagen amplificada de un objctivo, pero con la posibilidad de que,
debido a que las longitudes de onda que representan a los electrones son -tan pequenas (por
cjemplo a 100 KeV  es de .0037A%), la resolucion es mucho mais alta de la que posee un
microscopio éptico. La operacion depende del hecho adicional de que es posible preparar
muestras suficientemente delgadas para transmiur el haz de elecuones sin una gran perdida de
intensidad. El espesor miximo depende del nimero atémico del materdal en cuestidn, pero es
tipicamente 500 nm, o mas para muestras compuecstas de elementos ligeros, decreciendo a
menos de la mirad para matedales con niimero atémico alto. Mientras mas alta sca la energia
de los clectrones mejor es la transmision a través de la pelicula, de esta manera los
microscopios se¢ construven genceralmente para operar al muis alto volmje de aceleracion,
alrededor de 100 KV en los mstrumentos convencionales v ahora en los instrumentos
comerciiles pueden operarse a energias de 1 MeV,
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A medida que los electrones pasan a través de la pelicula delgada usada como objeto,
las ondas que representan a estos clectrones interactian con Ia estructura interior y pueden
sufrir cambios en su amplitud y en la fase. Mediante la operacion correcta del microscopio,
estos cambios pucden hacerse visibles como contraste en las imdagenes resultantes, al saber
como son modificadas las ondas de los clectrones transmitdos debido a diferentes estructuras,
Estos cambios s¢ pueden interpretar para obtener informacion acerca de la microestructura del
objeto.

Los componentes princpales de un microscopio celectrdnico tipico se muestran en la
figura 1.2. El ¢je Optico del instrumento es usualmente verucal, en lo alto de la columna la cual
esta en vacio, s¢ encuentra en prnimer lugar ¢l candn, que produce ¢l haz de c¢lectrones. Este
haz es enfocado por una o mis lentes condensadoras sobre la muestra, la cual esta montada
sobre cl porta muestras. Las lentes que se encuenuran por abajo del objeto amplifican la imagen
formada por los clectrones transpmuudos a través del objeto, la imagen final se enfoca sobre una
pantalla fluorescente en la parte baja de Ia columna. Por debajo de la pantalla se encuentra una
cimara forogrifica y un porta placas para perminr que la imagen sea forografiada después de
que la pantalla es levantada.

LY | [eafin

- (s cl

c2

muestra
.f../

pantalla

|8 e 8
camara

Figum 1.2 Representacion esquemainica de los componentes pancipales de un aucroscopio clectronico tipico. El cadda
clectronico se encucntra cn lo alto de L columna, C1y C2 san las dos lentes condensadoras 1.a mucstra sc cncuentra en un
sujerador ente la serunda keate condensadaza v La ente olyeuva (O). Esta lente sene una abertura vamable, existe otra abertun
vanable en cl planc det obyeto de 13 lente intermedaa 1 La lente peotectora P forma La wnagen final sobee 1a panalla
fluorescente. Una cimara totogratica sc encuentra debago de fa pantalla eopstrando 1a imagen
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El sistema de imagen consiste normalmente en tres lentes; la primera (lente objetiva)
tiene una longitud focal corta y cuenta con una abertura en el plano focal posterior de 1a lente
(A en figura 1.3), Otra abertura esta localizada e¢n ¢l plano de la imagen normal de la lente (en
B). Ouwras dos lentes, intermedia v protectora, amplifican sucesivamente la imagen para dar una
amplificacién final, la cual pucde encontrarse  en ¢l rango de 107 a 10° aumentos. Estos
sistemas son enunciados a contunuacion.

El microscopio de transmision de clectrones consiste de una sernie de sistemas que
estin orientados para cubnr las nccesidades de ornentacion v visualizacion de muestras
extremadamente delgadas como son las siguientes [14]. F=/ sisterna de tlunnnacon es canon de
clectrones y de lentes condensadores que dan un mayor control sobre la cantudad de radiacién
que incide sobre la muestra. Un sisterma de manejo de la muestra compucesto de un porta muestras,
un syjetador de las mismas v piczas relacionadas con la orientacion de la muestra dentro y
fuera del microscopio. 15V sustema de visnaliszacion incluye ¢l objedvo, intermediario y protector
de los lentes que estan involucrados en la formacion, enfoque y amplificacion de la imagen que
se forma en la pantalla y que se utliza como grabadora de imagenes. Ademas de lo anterior,
también se necesita un asfema de racfo para remover todas las moléculas de aire que puedan
interferir dentro de la columna del microscopio de clectrones.

muestra

O

— p. focal
posterior

B

I

pantalla

Figura 1.3.- Sistema de formacion de la imagen
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SISTEMA DE ILUMINACION

EEl sistema estd situado en 1a parte superior de la columna del microscopio y consiste de
un canodn de clectrones (compuesto  del  filamento, protector vy danodo) vy las lentes
condensadoras.

Canon de electrones. Denrtro de este se encuentra un filamento que funciona como
fuente de electrones. l.os filamentos comunes o catodos estin compuestos de un filamento de
mungsteno en forma de V de aproximadamente 0.1 mm de diimetro (comparado con el grosor
de un cabello humano). Siendo un metal, el ungsteno conuene iones positivos y electrones
libres que son fuertemente atraidos a los 1ones posiuvos. Afortunadamente es posible atraer de
los orbitales externos, o de valencia, clectrones fuera del tungsteno, por medio de la aplicacion
de alto voltaje al filamento v calentando ¢l metal por una pequena corriente de electrones de
DC a través del mismo mientras se encuentra operando en vacio, en otras palabras clerta
cantidad de energia debe de ser agregada al sistema para causar que los clectrones dejen el
filamento. Esta canudad de energia que ¢s necesaria para provocar que los electrones dejen el
metal sc le conoce como frnasn de rribare del metal. Aunque el tungsteno uene una funcion de
trabajo relativamente alta nene una excelente produccion de electrones, justo por debajo de su
mais alto punto de fusion que es de 3,653'K. En términos pricucos, a una primera aplicacion
de de alto voluje negatvo (comunmente 50, 75, 100 kV) se incrementa lentamente la canudad
de corriente directa que fluve a través del filamento: calentindolo v permiuendo la emiston de
clectrones (emision termoionica). Cuando se le aplica mas volwaje al filamento, ¢l campo de
clecrones se incrementa hasta que el filimento comienza a derreurse vy evaporarse en el alto
vacio del microscopro. Lin algunos voluyes de operacion se logran temperaturas opumas, en
consecuencia ¢l canon aleanza una buena emision de electrones (tan buena como lo acepta la
vida del filamento) denomiunada punto de saturacion para el cual se dene una temperatura
permidda alrededor de los 26007K., ¢n la cual el filamento tene una vida media de 100 horas.
Una sobresaturacidon del filamento se puede dar a 200'K por enama de los 2600'K o que
ocasiona un alto descenso en la vida del filamento de aproximadamente 25 horas suponiendo
que se tiene un buen sistema de vacio y un escrupuloso mantenumiento de las dreas del candn.

Lentes condensadores. Ils Ia segunda parte en importancia del sistema de
tluminacién. En general los TENM uenen dos lentes condensadores. El primer lente
condensador (C1) es una lente no amplificador que decrece ¢l tamano de 50 pm del haz candén
qQue auraviesa para generar zonas de un rango aproximado de 20um. Debajo de 1pum, el
segundo lente condensador (C2) amplia las zonas determinadas por C1. El efecto resultante de
ambos lentes ¢s un control preciso de la canadad de irradiacion de electrones o mecanismo de
tluminacion de la muestra.  El principio de operacion de usar C1 vy C2 es generar una mancha
sobre ¢l espécimen del tamano propio para iwrradiar el area que es examinada.

Sistema de control de muestras.
La base de las muestras es un microcontrolador de los movimientos de la muestra en
las dirccciones X'y Y cn incrementos tan pequeitos como 10nm, dependiendo del sujerador v

de 1a base de la muestra, puede ser posible inclinar o rotar la muestra dentro de la columna del
microscoplo.
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SISTEMA DE VISUALIZACION.

Este sistema incluye ¢l objenvo mtermedio v lentes  protectores, estos  estin
relacionados con la generacion de la imagen v la amplificacion y proyeccion de la imagen final.

Lentes objetivos

Por mucho, este es ¢l componente de lentes mas importante en el microscopio de
transmision de clectrones, ya que forma o amagen micial que es amplificada después por los
siguientes lentes de visualizacion. Con el fin de alcanzar una mayor resolucion, los lentes deben
de tener una alta energia para obtener la menor longitud focal posible. Los lentes deben estar
libres de astigmatismo y tener minunas aberraciones.  Listo significa que las piezas polares
deben de ser construidas de un metal mezclado homogéneamente v ser tan simétricos como
sea posible. Los lentes objetivos son usados para enfocar y amplificar inicialmente la imagen,
no obstante otras lentes se usan para amphificar esta imagen aun mas, lo que significa que estos
lentes, utihzados también en la amphficacion, pueden mantener una longitud focal muy
pequena, necesaria para la alta resoluaion. Debido a flucrunciones en la corniente de las lentes
o en el alto voltaje se podria afectar el enfoque de los lentes objetivo, por lo que ambos deben
de ser extremadamente estables. Como la contamuinacion pucede introducir asugmaasmo en ¢l
sistemna de lentes, se necesita algin mecanismo con el fin de minimizar esta contaminaciéon.

Apertura de los lentes objeuvos: La funcaon de la aberrura de los lentes objetnvos es
principalmente la de realzar ¢l contraste atrapando mas de los clectrones deflectados en la
periferia, para esto se pueden tener aberturas de vanos mamafos conuolando la banda
muldpieza que se encuentra justo debajo de la muestra. Acomodandolo de una forma sumilar a
los lentes condensadores, estas aberturas pueden ser muy pequenas en tamafo como son 70,
50, 30 y 20 um pero esto tambicén provoca que sc incremente la sensibilidad a la
contaminacion.

SISTEMA DE VACIiO

El sistema de vacio es un ensamble de varas bombas, contactos y vilvulas que estan
relacionadas con la tarea de formar vacio en las iareas mis importantes del microscopio como
son las del espécimen, ciamara, candn de electrones v la columna del haz de electrones.

El vacio en los microscopios elecuronicos es necesano para incrementar ¢l camino libre
medio de los clectrones, ayudando ademads para evitar descargas de alto voltaje enue el
filamento y el Anodo. Tales descargas son unas de las mavores causas del desgaste del filamento
ya que estos son demasiado sensibles a la oxidacion. Ademas ¢l vacio es necesano para
remover todos los gases contaminantes (como pueden ser el vapor de agua y organico presente
en los laboratorios) que son disociados por ¢l bombardeo de clectrones de alta energia y
generan radicales corrosivos que combinados con la muestra pueden destruir la estructura fina.

CAMPO OBSCURO

En ¢l modo normal de operacion del microscopio de transmision de elecurones, los
rayos no dispersados del haz se combinan con algunos de los clecrones deflectados para
formar la imagen dec campo obscuro {15]. A medida que los clectrones deflectados o
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dispersados se climinan por medio de los objedvos de las aberturas de las lentes ¢l contraste
se incrementa al mover la abertura del objetivo fuera del ¢je hacia el lado 1zquicrdo, como se
muestra en la figura 1.4 (a)

e Muestra w

L3

TR |
4 v
{a) Campo abicuro {b) Camypo obicuro
Oiuminzcion normal Aurminicion mclimida
Aberturz destaada Abernar: cenwrada

Figur:\ 1.4 Formacion de imigenes de campo obscuro

Se permite que los electrones no dispersados sean  climinados, mientras que
simultincamente mas de los dispersados entran a la abertura, generando una imagen de menor
calidad. Para obtener una mavor resolucion en ¢l campo obscuro se inclina el sistema de
iluminacion para que ¢l haz que incide sobre la muestra a un cierto angulo y capte Unicamente
los clectrones dispersados que se encuentren sobre el e¢je. lo que provoca que la imagen
formada tenga una mayor calidad

DIFRACCION

En muestras que condenen cristales de composicion  desconocida, la téenica de
difraccion pucede aplicarse para medir la distancia entre los atomos que componen la red
cristalina v determinar la composicion del cnstal, ya que estos tienen distancias interplanares
Gnicas. [/ fenomeno de difraccdon esta basado en la reflexion o difraccion del bazg de electrones en ciertos
dngulos por una red aistaling. Como la red cristalina refleja los electrones de la fuente para formar
manchas brllantes sobre la pantalla, la imagen consisurd en una mancha central rodeada por
arillos para muestras policnstalinas los cuales pertenecerin  a las reflexiones. La distancia de
estos arndos al central es mversamente proporcional al espacianuento de la red cnistalina; un
cristal con distancias interplanares pequenas difractara ¢l haz central a grandes angulos
provocando arillos muy espaciados del punto ceneral.

Si la muestra es crstalina, entonces todos los conjuntos de planos orientados
apropiadamente dispersarian electrones en haces difractados. Si la corriente en la segunda lente
condensadora es reducida suficientemente, una tluminacidon paralela caerd sobre la muestra de
modo que los electrones en cualquier haz difractado dado se encontrarin viajando de manera
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paralela, conforme cllos son llevados a foco en ¢l plano focal posterior de la lente objetiva, un
fino patrdn de difraccion de puntos seri formado. Reduciendo suficientemente la corriente de
la lente intermedia, este plano puede ser enfocado por el plano objetvo de la lente provectora
teniendo como resultado  una imagen agrandada del patron de difraccion de puntos sobre la
pantalla. Il diagrama de rayos correspondiente a esta situacion se muestra en la figura 1.4-B.

Iin ausencia de aberruras en el sistema, toda el area iluminada sobre la muestra
contribuye al patron de difraccion, sin embargo, una imagen amplificada de la muestra se
produce sobre Ia pantalla v usando la apertura de drea selecta se obtiene como resultado que la
pantalla aparccera obscura excepto en la parte correspondiente a la imagen amplificada de la
abertura, dentro de la cual, parte de la imagen de la muestra sera visible. Si ¢l microscopio es
ahora ajustado para mostrar ¢l patron de difraccion, entonces este patrdn esti consutudo solo
por aqucllos clectrones que pasan a través de la abertura en posicion [16]. La indexaciéon de un
patrdn de difraccion de clectrones de orientacion desconocida ¢s muy comphicada, pero de un
material conocido es simple, la Gnica informacidon que se necesita es, ademis de tener un
patrdn de difraccidon bien calibrado, una wabla de distancias interplanares apropiadas.

En un mérodo mis de imagen, ¢l haz primano transmiudo y uno o mas de los haces
difractados se hacen recombinar, preservando asi tanto amplhitud como fase. Esta es la téenica
que permite observar las redes de alta resolucion, permitiendo que los planos de difraccién y
los arreglos de los datomos individuales sean disunguidos [17]. La mas alta resolucion alcanzada
en un Mmicroscopio Optico esta normalmente limitada por la apertura angular de la lente
objetva (semiangulo ) v la longitud de onda A de la luz undlizada; dos puntos luminosos
pueden ser distinguidos a una separacion 8 dada por:

8=0.61 A /sen a 3)

Asi 8 es tipicamente del orden de AL Lista ecuacion muestra que st se pudicran disefar lentes
con una gran apertura para ¢l microscopio clecudnico, se podria alcanzar una resolucion de
hasta 5x10 "m con un voltaje de aceleracion de 100kV. En la practica, la resolucién es al
menos dos ordenes menor a ésta, debido basicamente a que las lentes magnéncas  sufren de
manecera inherente las aberraciones.

D¢ manera ideal deberda de ser posible interpretar cualquier fotografia adquinda en el
microscopio de  transmision sin ninguna ambigiedad en términoes de la correspondiente
microestructura de la muestra, sin embargo, el contraste en las imdgenes puede ser producido
por diferentes mecanismos v puede depender criicamente de las condiciones de operaciéon del
microscopio, tal como Ia odentacion precisa de la muestra o la canndad de desenfoque de Ia
lente objetiva. IDe esta manera una interpretacion completa puede ser dificil, a pesar de todo,
en la pricuca ¢l problema es usualmente simplificado por ¢l hecho de que ¢l solo mecanismo
de contraste es importante. Pam saber como se determina el conuaste de una imagen se tene
que conocer como interacciona un haz de clectrones con la muestra, va que la dispersion
clisdca ¢ inelastica de los clectrones la afectan de formas diferentes [17].
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MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA

A principio de los anos ochenta aparccicron los microscopios de prueba (punta) por
barrido SPM. Hoy en dia estos microscopios se utilizan en una gran variedad de disciphinas; en
la ciencia de superficies, ¢en el anilbisis de rutina de la rugosidad superficial y para adquirir
imigenes tridimensionales, del orden de miceras sobre la superficie de una célula o bien hasta
atomos en muestras solidas de mayor dureza. 11 SPM es un instrumento con una mulurud de
capacidades, es una herramienta de caracterizacion que expande los campos de aplicacion de
los microscopios Opticos v clectronico, proporcionando imagenes tridimensionales. Dentwro de
estos microscopios de barrido se encuentra ¢l microscopio de fuerza atomica AFM.

DISENO DE UN MICROSCOPIO DE FUERZA ATOMICA

El microscopio de fuerza atémica AFM, e¢s una herramienta de rudna en la
caracterizacion de la superficie de sohdos. Cualquiera que sea el ongen, todos los microscopios
de fuerza atédmica cuentan con los siguienies componentes como sc ve en la figura 1.5:

1. Una punta muyv aguda montada sobre un canulever (o lamina) de constante de resorte
pequena.

. Una mancera de medir la deflexaon de la lamina.

Un sistema de retroalimentacion para monitorear y controlar la deflexion (v por lo

tanto la fuerza de interaccion).

4. Un sistema mecanico de barrnido (usualmente un piczoeléctrico), que mueve la punta

sobre la muestra o a la inversa, la muestra respecto a la puntay
5. Un sistema de despliegue visual, que convierta los datos medidos en una imagen.

v

sensor de mivimientos _
Sisterna de posicionamiento
2ln
_— N
Funn aguds muestra N
Y <3 \\
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Retroalimenncién l €———Scanner piezoelecwrico
Sistermz de computo
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Figura 1.5 esquema del microscopio de prueba SPM



Los microscopios de fuerza atdmica analizan la superficie de la muestra con una punta
muy agud:\, de un par de micras de largo y menor a 10nm de diamertro, esta punta estd
localizada en el extremo de un cantilever de 100 a 200 micras de largo. [as fucerzas entre la
superficie de la muestra y la punta ocasionan que cl cantilever se doble o deflecte, un detector
mide esta deflexion a medida que la punta se barre sobre Ia muestra. De las deflextones
medidas del cantilever v mediante el uso de una computadora, se genera un mapa de
topografia superficial.

Normalmente en el AFN muchas fuerzas contribuyen a la deflexion del cantlever, Ia
comunmente asociada es la fuerza interatomica, denominada fuerza de Van Der Waals. La
dependencia de esta con la distancia entre la punta v la muesora esta dada en la siguiente figura
(1.6), ¢n la cual pueden apreciarse dos modos de operacion, en ¢l modo contacto, también
conocido como modo repulsivo, la punta del AFM hace un contacto fisico suave con la
muestra. La punta esta ensamblada al extremo de un cantilever con una constante de resorte
pequena, mis baja que la constante de resorte efectiva que sujeta a los atomos de Ia muestra, a
medida que el scanner mueve suavemente a la punta a través de la muesua (o a la mueswua a
través de la punm), la fuerza de contacto ocasiona que ¢l canulever se doble para acomodarse
a los cambios de la topografia.

uerza
Fuerza Repulsiva

1

conucto Sepanacidén

no conmcto

fuer=a atractva

U

Figura 1.6.- Dependencia de la fuerza con respecto a la distancia

Para examinar esto con mas detalle se puede considerar la figura anterior de la fuerza
de Van Der Waals. En la parte derecha de la curva los dtomos cstin separados por una gran
distancia; conforme los itomos se acercan, se atracrin débilmente unos a otros, esta atraccion
se incrementa hasta que los dtomos estin tan juntos que sus nubes clecurdnicas comienzan a
repelerse entre si clectrostaticamente, esta repulsion debilita progresivamente la fuerza atractiva
a medida que la separacion continia disminuyendo. La fuerza va a cero cuando la distancia




entre los atomos alcanza un par de angstroms y cuando la fuerza total de Van Der Waals se
vuclve positiva, los dtomos estan en contacto.

I.a pendiente de la curva de la fuerza de Van Der Waals s muy pronunciada en el
modo repulsivo o en la region de contacto, como resultado, la fuerza repulsiva de Van Der
Wanls cequilibrari casi cualquicr fucrza que intente acercar mas a los atomos. En el AFM, esto
quicre decir que cuando ¢l cantilever empuja a la punta contra Ia muestra ¢l cantlever se
doblari en vez de forzar a que los atomos de la punta se encuentren mas cerca de los dtomos
de Ia muestra. Ademas de la fuerza repulsiva de Van Der Waals, existen generalmente otras
dos fuerzas durante la operacion del modo de contacto del AFM, una fuerza del upo capilar
ejercida por una capa delgada de agua usualmente presente en ¢} medio ambiente y la fuerza
cjercida por ¢l cantilever mismo.  La fuerza total que la punta cjerce sobre la muestra es Ia
suma de la fuerza capilar y la del cantilever y deben de ser balanceadas por la fuerza repulsiva
de Van Der Waals, Ia magnitud de la fucerza total ejercida sobre la muestra varia de 10" N al
rango de operacion tipico de 107 — 10 AL

DETECCION SUPERFICIAL

Un componente critico en el AFM es ¢l sensor que detecta la deflexion del cantlever.
EEsta deteccion puede hacerse opucamente  por rebote del haz, En un microscopio de fuerza
atomica, la luz de un Eiser es reflejada especularmente por la superficie postenior del canulever
pulido a espejo.  El haz de luz reflejado es registrado por un fotodetector (fotocelda de dos
clementos) sensible a Ia posicion, a medida que el cantlever se dobla, la posicaon del haz del
liser sobre el fotodetector se corre, ¢l fotodetector pucde medir desplazamientos muy hgeros
de hasta 1nm. L cociente de la longitud de la travectoria entre ¢l cannlever v el detector a la
longirud del canulever mismo produce una amplificacion mecanica, como resultado ¢l sistema
puede detectar movimicentos verticales de subangstroms de la punta del cantilever, esta técnica
Gptica se pucede ver en la figura 1.7
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Figura 1.7.-Esquema de la téenica de defleccion dpuca para registrar la defleccion del
cantlever, este método se conoce también por “deteccion de reflecaidon de haz”
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Una vez que el AFM ha detectado la deflexion del canalever, puede generar el conjunto
de datos topogrificos de dos formas, pues la variacion espacial de la deflexion del canalever
puede usarse directamente para generar ¢l conjunto de datos topograficos o bien, Ia deflexion
puede ser usada como entrada a un circunto de retroalimentacion que mueva el sistema de
barrido hacia arriba o hacia abajo ¢n Ia direccién ¢, respondiendo a la topografia a modo de
mantener la deflexiéon del candlever constante. Xl primer método e¢s lamado de altura
constante porque la altura del scanner es fya durante el barndo.  La siguiente figura (1.8)
muestra ¢l movimiento del scanner durante la adquisicion de datos.
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Figura 1.8.-Movimicnto del scanner durante la adquisicién de datos.

La resolucion lateral de una imagen de AFM esta determinada por dos factores: el
tamano del cscalon de la imagen (como se ve en la figura anterior) y el minimo radio de
curvatura de la punta, normalmente ¢l mas grande conjunro de datos con que se dispone ¢n
los microscopios comerciales es de 512 por 512 datos punruales; De modo que en un barnido
de una micra por una  micra sc tendra un tamano de escaldn v resolucion lateral
aproximadamente de 2nm.

Las puntas mis agudas con las que se dispone comercialmente estan especificadas con
un radio de curvamura minimo de alrededor de 5nm, debido a que ¢l area de interaccion enrre la
punta v la muestra es una fraccién del radio de la punta, estas puntas proporcionan
normalmente una resolucién lateral de 1 a 2 nm, de esta forma la resoluciéon de las imidgenes de
AFM mayorcs a una por una micra viene determinada no por la punta sino por el escalén de la
imagen, la mejor resolucion de un AFM depende, sin embargo, de como esta se define.

El cilculo de la rugosidad (raiz cuadritca media) R, sc calcula a2 wavés de la

desviacién estindar de todos los valores de las alturas en el drea barrida en la imagen y se
determina usando la defimicion convencional
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En donde Z es la altura media 7 es la altura en el n-ésimo punto y N ¢s el nimero de
datos puntuales incluidos en ¢l drea barrida [18].

DIFRACCION DE RAYOS X

La difracciéon de ravos N oes una téenica muy importante que se usa en la determinacion
de la estrucrura cristalina v fases de los solidos; incluyendo geometria v constantes de red,
identificacion de matenales  desconocidos, orientacion  de monocristales,  ortentaciones
preferenciales de policristales v diferentes fases cristalinas.

La region de los rayos N dentro del especuo clecromagnétco ¢s normalmente
considerada en la region de 0.1 a 100 a A. La produccidon de estos ocurre cuando un haz
altamente energético de electrones choca con un blanco metalico. Para la realizacion de la
difraccidn todos los rubos de ravos N deben de contar con:

1. Una fuente de clectrones.
2. Un voluje de aceleracion.
3. Un blanco metilico.

Todos los tubos de ravos N contienen dos electrodos, un anodo (blanco metalico), ¢l cual
es normalmente aterrizado v un catodo, mantenido a un potencial negadvo alto, del orden de
30 a 50 kV. Los tubos de rayos X pucden ser también a base de filamento, el cual es la fuente
de clectrones cuando este se calienta.

Denwro de las propiedades de los ravos N ose encuentran la radiacion v la dispersién, la cual
se provoca por la interaccion entre los electrones de los atomos  de la matera y la radiacion X
al igual que con los otros tipos de radiacion electromagnéuea.  Cuando los rayos N son
dispersados por ¢l entorno ordenado de un cnseal, tenen lugar interferencias entre los rayos
dispersados, va que las distancias entre los centros de dispersiéon son del mismo orden de
magnitud que la longitud de onda de la radiacion, lo que ocasiona la difraccidon. Para que
ocurra la difraccién de rayos N es necesario que ¢l espaciamiento de las capas atdmicas sea
aproximadamente del mismo orden que la longitud de onda de la radiacion (1 — 10 A) y que
los centros de dispersion estén distribuidos en el espacio de manera regular.

DIFRACCION DE BRAGG

W.L. Bragg estudio la difraccion de rayos X por cristales. En la siguiente figura (1.9) se
muestra un haz que incide sobre la superficie de un cristal con un ingulo 0. La dispersion es
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Figura 1.9.- Modeclo de difraccion de bragy

consccuencia de la interaccion de Ia radnicion con los atomos  localizados en O, P,y R. Si la
distancia AP + PC es igual a nA en donde n ¢s entero v A es la longitud de onda de Ia
radiacion, la radiacién de onda estara en fase en OCD tentendo una interferencia constructiva
por lo que el cristal parcceri reflejar Ia radiacion No De  la figura anterior también se puede
deducir la ecuacion de interferencia de Bragg, en donde (d) es la distancia interplanar y la
condicién de interferencia construcuva del haz con un dngulo de incidencia O es:

nA=2dscen0 ()]

Asi la difracciéon pucde ocurrir siempre que se sadsfaga la ecuacion de Bragg, la cual pone
condiciones muy rigurosas ¢en A v O para cualquier cristal.  Con radiacién monocromaiuca,
cualquicr colocacion arbitraria de un monocristal en un haz de rayos X no producird en general
algin haz difractado.

METODOS DE DIFRACCION

Para encontrar una forma de sausfacer la ley se deben de vanar contunuamente 2 6 O
durante ¢l experimento, por lo que al vanarlas se pueden disunguir tres modos de difraccion
principales:

1. Método de Laue. lin este método un haz de radiacion se hace incidir sobre un
cristal fijo. El dngulo de Bragy es por lo tanto fijo para cada conjunto de planos
en el enstal v cada conjunio selecciona v difracta esa longitud de onda parucular
que sausface la ley de Bragy para los valores paruculares de d v q, por lo cual cada
haz difractado uence una longitud de onda diferente.

2. Método del cristal rotante. lin este método un cnstal se coloca con uno de sus
cjes normmal al haz de ravos N monocromadco, alrededor de él se coloca una
pelicula cilindrnica y ¢l cnistal se rota alrededor de su eje fijo. A medida que esto
pasa un conjunto particular de planos de la red tendrin, por un instante, el dangulo
indicado por la ley de Bragp para la reflexiéon del haz incidente.  Los haces
difractados se encuentran sobre conos cuyos cjes coinciden con el de rotacidn,
dando como resultado que los puntos sobre la pelicula se encontrarin sobre lineas
tmaginarias honzontales.

3. Método de polvos. En este mértodo el ceristal a ser examinado es reducido a un
polvo muy fino y expuesto a un haz monocromatico de ravos X, en donde cada
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particula de polvo ¢s un pequeno cristal orientado de forma aleatoria con respecto
al haz incidente, de tal forma que solo algunos cristales estin orientados
correctamente por lo que sus planos (1,0,0) por cjemplo pueden difractar el haz
incidente, mientras otros cristales estin orientados ¢n la direcciéon (1,1,0), v asi
sucesivamente, por lo antenor se entende que cada conjunto de planos serd capaz
de producir la difraccion.

EEn un cspectro de rayos N, la curva de intensidad dispersadas conera 20 para un solido
cristalino  es casi cero en todos lados excepto en los angulos en que se generd Ia difraccion de
Bragg, ¢n materiales amorfos la curva de intensidad contra 20 sc¢ caracteriza por tener uno o
dos maximos muy anchos [19].




CAPITULO II

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se colectaron dientes extraidos en la unidad de Posgrado de la Facultad de Odontologia
de Ia UNADM. Los dientes se esterilizaron por incubarse en una solucion de antibioticos y por
sonicacién se desprendieron todos los restos de tejidos blandos del ligamento periodontal que
se encuentran unidos a la raiz, esto con la finalidad de tener la superficie del cemento 1o mas
limpia posible. Parte de los dientes se someticron a criofractura para obtencer la parte interna
del cemento sin ninguna modificacion que podria ser resultante de cortar el diente con un
disco de diamante.

MICROSCOPIA DX BARRIDO ELECTRONICO Y DI FUERZA ATOMICA

Para caracterizar los diferentes tipos de cemento radicular (celular y acelular) del diente
tanto en la parte externa asi como en la interna se utihzaron las téenicas de microscopia de
barrido electronico asi como de fuerza atomica, debido a que estas téenicas no son destructivas
[20], las muestras se analizaron, c¢n su parte externa asi como ¢n la parte interna como se
pucde apreciar el la imagen de la fipura 2.1, en la cual se marcaron con unos puntos los lugares
por donde se guio ¢l andlisis por MICTOsCoOpIA, ¢s Unportante mencionar que las muestras no
tenian recubrimiento de oro o carbdon, con el fin de obtener la mayvor naturahdad en las
imigenes que se muestran a contnuacion, las cuales se presentan primero por SEM de la figura
2.2 hasta la figura 2.9 de las cuales desde 1a 2.2 hasta la 2.5 son imagenes correspondientes a la
parte externa v de la 2.6 hasta Ia 2.9 a la parte mrerna. Estas ymigences fucron examinadas a
20keV por microscopia de barndo clecirdonico a diferentes amplificaciones en un cquipo
Stercoscan 440 de Oxford Instruments pertencaiente al departamento de Metdlicos Cerimicos
del Instituto de Invesugaciones en Matenales (11M)

a

Figura 2.1.-Superficies analizadas




La figura 2.2 muestra una imagen por SIEM e¢n la cual se aprecia la union esmalte-
cemento con ¢l esmalte £ en la parte incisal en donde se ve claramente ¢l inicio del cemento
acelular afibrilar que cubre ¢l primer tercio de la raiz del diente ademas de mostrar claramente
el predominio de las secciones mincralizadas.
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Figura 2.2. Unién smalte: Cemento acelular
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Iin la figura 2.3 se tiene un acercamiento del cemento celular en el cual se observa la
formacién de globulos mineralizados mezclados con un fondo de secciones orginicas.

Figura 2.3. Cemento celular
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Ia imagen 2.4 nos muestra ¢l tercio medio de la raiz del diente ¢en donde empiczan a
visualizarse los espacios dejados por las fibras de coligena de una forma mas clara que se
insertan ¢n la matriz mineralizada del cemento notando una distribuciéon primordialmente

mineral.
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Figura 2.4. Matriz mincralizada del cemento dental

En la imagen siguiente (figura 2.5) se aprecian los restos de fibras de coldgena ()
unidas a la superficie externa del cemento las cuales observando primordialmente los cabezales
de estas fibras ademas de presentar claramente la division de las zonas minerales con las
organicas las cuales dominan la mayor parte del material

Figura 2.5.- Restos de fibras de colagena (F) en cemento (AC)




Hasta ahora las imigenes mostradas del la parte externa del diente nos muestran una
distribucién del material en donde en Ia zona amelocementaria es predominantemente mineral
micntras quec en la zona apical la densidad superficial ¢l material organico ¢s mayor. Aunado a
csto, en las unagenes antertores si se observa una distuncion en la topografin de las disuntas
capas de material que conforma el cemento [4)

Ahora como se menctond arnba, conunuaremos con el analisis de Ia parte interna del
cemento, esto se realizd por la parte interna de un diente seccionado por la mitad como se
muestra en la figura 2.1b tomando imagenes en la zona punteada.
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Figura 2.6 Interfase esmalte-cemento

la imagen antenor (figura 2.6) pertenece a la parte interna del diente en donde se
observa la umon cemento acelular (AC) con ¢l esmalte (12). El borde de la unmidn demarca al
cemento acelular corroborando la diferencia de topografia mostrada en la figura 2.2 enue el
cemento y el esmalte en adicion a esto en la imagen anterior se ponen de manifiesto las lineas
incrementales de crecuniento que son transversales a la direccion de mineralizacion.

En la sipinente figura (2.7) se tene la parte interna de la niz del diente en donde se
observa al cemento celular (CC) fibnlar en union con los tibulos dendnanos (D), destacando
que dicha interfase munceral no esta bien definida. Cabe mencionar que dichos rabulos
dentinarios son transversales a la superficie del diente ya que esta imagen es de la parte interna
del diente.
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Figura 2.7.- Interfase Cemento-Dentina

Acercamiento (figura 2.8) a la matriz mincralizada del cemento celular en donde se
aprecian las lagunas de los cementocitos (Ce).
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Figura 2.8.- Matntz minerahizada del cemento

Como una examinacion final para la coligena se anahizaron las diferentes capas
adyacentes  por microscopn de barndo.  Hsto muestra que ¢l cemento, que esta ¢en estrecha
union a la matnz nunerahrzada del cemento celular fibnlar, se compone tambidn de una
distribucion transversal de las fibras extrinsecas de colagena o fibras de Sharpey (Figura 2.9).




Estas fibras de Sharpey mantien una orientacion perpendicular a a superficie del cemento y
segin S. M. Cool [4] estas fibras salen y conunian en ¢l ligamento periodontal.

En consccuencia, del conjunto de imagenes de la parte interna y externa del cemento
dental, podemos indicar que ¢l cemento dental es un tejido mineralizado en el cual, la parte
inorganica se¢ observa como grinulos v cimulos aglomerados. Su morfologia es irregular
mostrando las lagunas dec los cementocitos como poros y pequeiios conos tupo voleinico. En
lIa parte interna ¢l esmalte muestra una superficte tersa sin granulos ni poros, mientras que ¢l
cemento ¢s granular con conos volcanicos con un poro al centro (figura 2.6). Aglomerados
minerales en forma irregular caracterizan esta zona. Sin embargo, es claro que denen un orden
horizontal v contnuo y la separacidon entre poros  es  pricticamente  constante  de
aproximadamente 0.5 a 1.2 pm. las fibras de colagena estan entrelazadas logrando una
estrucrura fibnlar de alta resistencia con una gran canudad de poros que permiten ¢l
intercambio de componentes orgiamcos
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Figura 2.9 Fibras de coligena mejor conocidas como fibras de Sharpey
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A continuacion se presenta la topografia del cemento dental humano por microscopia
de fuerza atémica realizadas en un equipo Jeol Mod. 4210 instalado en el Insututo de
Invesugaciones en Materales en el departamento de Metalicos Ceramicos. Para este analisis las
muestras se prepararon de la misma forma que en el anilists de barrido ya que una de las
ventajas de este método de andlisis para Ia invesugacion dental es la minima preparacion de las
muestras.  Fl método que se uso v el mis comin en invesngacion dental es el de Contact-
Mode para AFM, en donde la punta estd en permanente contacto con la superficie de Lo
muestra v la mmagen resultante es un mapa topogriafico de la muestra. Para algunos casos el
movimiento de barndo de Ia punta de prucba, aunado a las fuerzas de adhesion entre la punta
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y la superficie de la muestra pueden causar dato a ambas la punta y la muestra y crear crrores
c¢n la imagen obtrenida.

lin la figura 2.10 se muestra la topografia de Ia parte externa de la porcion incisal (a) v
parte media (b) de la miz del diente en donde se observa ¢l patron globular de mineralizacion
del cemento, concordando con la imagen obtenmida por SEM (figura 2.3) en donde se puede
apreciar nuevamente ¢l dominio de matenal mineral con algunos rastros de material organico.
Para el cual el tamano de grano globular ¢s de aproximadamente 1.620.3pm con aglomerados
del orden de 15 a 20 pum.

®)
Figura 2.10.- Morfologia de la parte externa del cemento por AFM




Iin la figura 2.11 se presenta la parte externa media (a) y apical (b) de la raiz del diente
en donde se observan los espacios de nsercion de las fibras de coligena que sirven de soporre
al érgano dentario. Iin esta sceccion se disminuye la canudad de material mineralizado v se
incrementa ¢l matenal orginico como s pudo notar también por SEM, ademais de tener una
medida transversal de las fibras de coligena que corresponde a la reportada por la literarura
[21], distribuidas en su forma natural, en la mmagen (a) la depresion oval corresponde a un
cementocito, relacionado con la formacion del cemento, estas depresiones se encuentran
rodeadas por estructuras anulares que posiblemente alberguen las finas prolongaciones del
cementocito, los poros dispersos alrededor de la depresion conuenen probablemente fibras de
Sharpey en su estado natural [22]. Hstas depresiones upo cono volcanico tuenen un tanuuo de
2a4 pm.

®)

Figura 2.11.- Parte externa media v apical del cemento dental
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A partir de Ia figura 2.12 se presenta Ia topografia de la parte interna de Ia raiz del diente. bin
esta primer imagen se muestra Ja matriz globular mineralizada del cemento (a) v las lineas de
crecimicento del cemento () como ademas se pucden observar en la fipura 2.6 de barndo por
SEM. El tamano de los aglomerados es de 1.620.3 pm v estin ordenados en la direccion de las
lineas de crecimiento como se observa en (b).

oo

(b)




En esta figura de fuerza atomica se presentan las fibras de coligena o de Sharpey )
como en la figura 2.9 de Barrido por SEM v (b) en la matnz mineralizada det cemento celular
fibrilar que sirven de soporte interno a la estructura general del diente. Como puede verse las
fibras estin cubiertas de mineral (hidroxiapatita), por lo que la mineralizacion ded caleio sigue la
morfologia de las fibras logrando una union del materal orgianico con ¢l mnorginico de alt
resistencia cuva composicion podemos determmar por 1DS.

Figura 2.13.- Fibras de colagena
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ESPECTROMETRIA POR DISPERSION DE ENERGIA (EDS)

La espectometria se realizo sobre las mismas piezas en que se realizo la microscopia de
barrido clectrénico en ¢l Microscopio de Barrido Electréonico Stercoscan 440 de Oxford
Instruments pertenceciente al departamento de Matenales Metalicos y Ceramicos del Insututo
de Invesdgaciones en Materiales (1IN ). Como se menciono al principio de este desarrollo las
muestras no fucron recubiertas con ninguna capa ya sea de oro o de carbon va que estos
materiales provocan una interferencia con el fosforo lo cual generaria una modificacion en los
datos que se obtengan, pues lo que se busea en este analisis es una distribucion de dicho
clemento a lo largo del cemento. B la figura 2014 s¢ muestra ¢l espectro de compuosiaion
quimica del cual se obtuvo la composiaidon  porcentual, del cemento dental humano.
Observamos que hay diferentes elementos, como calcto, magnesio, fosforo, potasio, cloro, cte.
De los cuales, como se menciono arnba, sdlo nos enfocaremos en los porcentajes del caleio
(Ca), magnesio (Mg) v fosforo (P), por ser estos unos de los principales componentes de la
hidroxiapatita y estan relacionados con la mineralizacion. Ademas de comprobar y en su caso
determinar la distribucidon de estos clementos a lo largo del cemento.
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Imagen 2.14.- Especturo tipico de LIS dpico del cemento dental

En las siguicntes grificas se¢ muestran los resultados que se obruvieron por
espectroscopia por dispersion de energia electronica en la cual nos enfocamos primordialmente
a las razones porcentuales entre ¢l calcio v fasforo (Ca/P) v magnesio y calao (Mg/Ca) en las
drcas interna y extemna del cemento dental. En pnmern instancia  nos referimos al Ca/P vy
hacemos un anilists diferenciando las tres zonas que presentan un comportamicento estable.
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Para el primer bloque se tiene el anidlisis ¢n ¢l cemento externo.

‘En la figura 2.15 se muestran los resultados de la razon Ca/P contra la distancia a lo
l'u:go del cemento desde la region amcelocementaria hasta el dpice.
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Flgum 2.15.- distribucidn de la razon Ca:l?
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a lo largo del cemento dental

Es claro que el comportamiento de Ca/P no es lineal por lo cual se analizan los datos
por regiones En la figura 2.16 se muestra la regresion mas adecuada a la primera region
(amelocementaria) sicndo esta un decaimiento exponencial como se puede apreciar en el

recuadro.
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Figura 2.16.- Anilisis de la razén Ca:P en la zona amelo-cementana
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Por lo que se dence ¢l comportamicento de esta razén a partir de In representacion
analidca del 1a regresion que se presenta a continuacion

"D,
C;: _ (C:)O +0.951 727304 ©)

Ca . N L
en donde (7;)0 dene un valor de 1.5437 el cual nos indica el valor asintético al cual se
aproxima la razén Ca:P.
En la figura 2.17 se realizé una regresion gaussiana invertida ¢n la zona central cuyos

parimetros estin explicados en los recuadros ademais del esquema en el cual se aprecia el
significado de cada uno de estos parametros.
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Figura 2.17.- Anilisis de la razén Ca:P en la zona media

Para esta region que comprende la zona media del diente tenemos que la regresion
gaussiana nos dice que ¢l comportamiento de la razén Ca:P dene la siguiente forma:

Ca Ca —196.52 2822y

D ( Do Rt e 421.35

P P 4a2135/x7/2 ™
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en donde tenemos nuevamente que la razdon media de concentracion de la razon uene el valor

Cu

de: (~P )o =1.56759 ¢l cual es priacticamente ¢l mismo valor asintdtico en la region amelo-

cementaria y que se encuentra en ¢l rango de lo reportado en los alumos rabajos referentes al
tema [4], lo que de alguna forma se entiende, va que en las medidas que reportan se consideran
regiones de 100pm ¢n las cuales la variacion Ca/P es minima. No obstante en el analisis
anterior se determina una region especifica, que se encuentra en la zona media, ¢en la cual se
tene un comportamiento claramente gaussiano con un ancho medio de 421pm & 5134um de
la frontera esmalte-cemento, en donde la concentracion del calcio disminuve de forma
significativa.

De esta forma en la figura 2,18 se conunba analizando los datos obtenmidos de dicha
razdn en la regidon del dpice, los cuales, se ajustan a una regresiéon lhineal cuyos paramertros se
presentan en el recuadro.
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Figura 2.18.- Anailisis de la razon Ca:P en la zona del apice

De este anilisis podemos decir que la razén se comporta de la siguiente manera:

%f =2.2259 —(1.044*107*)D

lo que nos dice que esta razén se comporta de torma lineal y en ia misma proporcién con la
distancia.




Finalmente en la figura 2.19 sc ilustra el comportamiento global de las diferentes curvas
en una superposicion con los datos obrenidos.

Razén Externa Ca/P

Distancia ( m)

Figura 2.19.- datos de la razén Ca:P con sus aproximaciones analiticas

En las siguientes figuras 2.20 y 2.21 se presenta la razén magnesio calcio en la razon
interna asi como c¢n la externa respecuvamente, teniendo en andlisis de regresién gaussiana
para los cuales sus respectvos parimertros se encuentran en ¢l recuadro
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Figura 2.20.- Raz6n interna de Mg:Ca
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con este anilisis s¢ obdene ¢l comportamiento de la razén Mg/Ca que nuevamente es de ha
forma siguiente

o 12-4561.97 5
(Mg) L 41087 o 2 saete
Ca ™’

346.16 7 2 ©

Mg
Ca
Mg,

en donde (—C 0 =0.0081 que cs ¢l valor entorno al cual Ia mayora de los datos se encuentran
a

pudiendo considerarlos constantes y obteniendo una region, en donde el ensanchamiento es

de 346pum a una distancia aproximada de 4561pm de la frontera esmalte-cemento con un
maximo relativo Mg/Ca de aproximadamente 0.13.

De la misma forma se analiza la region externa (figura 2.21)
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Figura 2.21.- Razon externa de Mg:Ca

Obteniendo el siguiente modelo para este comportamiento

Mg _ Mg, = 1193478 -
o

Ca " Ca’® 137352 .72 (19)

1
en donde (%)0 =0.02423 que una vez mis es el valor promedio en torno al cual se
a

encuentran la mayoria de los datos, junto con esto tenemos una regidn cn donde no se
presenta este  comportamicnto que tdene un  ancho medio de 1373pum  centrada

aproximadamente a 4614um de la frontera amelocementaria y con un maximo relauvo Mg /Ca
de 0.13 que coincide con la parte interna.




RAYOS X

L.a composicion cristalografica del cemento dental humano fue obtenida por difraccion
de rayvos X por ¢l método de polvos, para esto se colectaron cerca de 20 muestras dentales las
cuales fueron limpiadas por sonicacién, una vez limpias s¢ separd ¢l cemento para ser molido
en un mortero a nivel de polvo fino vy poderlo colocar en el difractometro obtentendo el
especturo siguiente (figura 2.22), el cual fue analizado en un Difractémerro STEMENS 13-5000.
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Figura 2.22.. LZspectro de difraccion del cemento denral
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En donde se observa que ¢l espectro de rayos X expenimental del cemento coincide
con ¢l espectro de mayos X wornco que pertencce a la hidroxiapadwa. Esta comparacion nos
lleva con seguridad a la busqueda v caracterizacién de dicho material mediante una técnica de
mayor resolucion como es la microscopia de transmisidon electrénica como se muestra a
condnuacion.
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MICROSCOPIA DE TRANSMISION ELECTRONICA

Se utilizé la téenica a de microscopia de transmision electronica para la obtencidon de la
estructura cristalografica de la parte inorganica del diente. Para esto se prepararon las muestras
en rcjillas de cobre, las mucstras se clivaron hasta obtener una muestra rectangular 1a cual fue
desbastada con un Dimpler para asi poder meterla en el microscopio de transmisidén con lo que
se obtuvieron varias imdgenes de las cuales la mas representativa es la siguiente (figura 2.23), en
donde sc aprecia la mucestra de cemento preparado para dicha microscopta en una imagen de
campo claro, en ¢l inserto se muestra la region que difracto en campo obscuro.

Después de esto, se contunio chvando la muestra hasta obtener unos pequenos trozos
que contuvieran cristales, por lo que podemos obtener varios patrones de difraccion de
muestras poli-cristalinas vy mono-cnstabinas,

Figura 2.23.- Cemento en campo claro v campo obscuro
Para las policnistahnas (figura 2.24 a v b) se ven claramente los anitlos y puntos de la

difraccion debido a que los cnstales del tepdo mineral del cemento son grandes en estas
imigenes se aprecian las distancias a las que se encuentran los anillos de difraccion.

En la fipura 224 tenemos la difraccion provocada  por los  policastales  de
hidroxiapatita, en esta imagen se presentan dos difracciones de anillos de un par para cada una
de ellas, en las cuales los radios (d) siguen la relacion:

Rdy, =il =C
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(-]
en donde C es la constante de cimara que ticne un valorde C =84mm A

R1 9.7émm -

R2 16mm

(b) T
’

R1 10.5mm
R2 16mm

Figura 2.24.- Difraccion del cemento dental de caracter policnistalino

En consecuenaa, los planos de difraccion para el valor de R, nos da 8.2A que
corresponde al plano (1,0,0) de acuerdo a la tarjeta 09-0432 de difraccion hexagonal. ¢l valor de
dicha tarjeta es d, ., =8.17A por lo cual, la diferencaia tene un valor de 0.03A que cac dentro

del error debido al equipo utuhizado.

EEl valor de R, nos indica una dNZS.ZS.‘\ que corresponde al plano (1,0,1) cuvo valor

reportado ¢s d,,,,=5.26:\.
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Para ¢l paudn de difraccion de la figura 2.24 (b) sus valores, correspondientes son:
d,u=8.0A por lo cual se tenen los planos de difraccién (1.0,0) con 0.2A de error mientras que
el segundo anillo coincide con ¢l anillo de la figura 2.24 (a) es decir, los planos (1,0,1) con un
error despreciable de 0.01A.

Estas muecestras policristalinas se clivaron con una navaja de un solo filo hasta obtener
muecstras muy pequefias que contenian pequenos cristales que pueden ser considerados como
monocristales y en consecuencia su patron de difraccion correspondiente consistra de puntos
claros con algunos anillos de fondo (figura 2.25) o de un patron de difraccion completamente
definido (figura 2.26) en el cual se aprecia claramente ¢l mono-cristal de hidroxiapanta, en
ambos tpos de difraccion se tiene la estructura hexagonal, que reporua la literatura
correspondiente a la hidroxtapatita.

Cluratnfia
189 @ g0 s

Figura 2.25.- Patron de difraccion correspondiente a pequenos cristales de hidroxiaparita del
cemento dental
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Figura 2.26.-Patrén de difraccion de cristales de cemento dental

Los valores de 7 representan la direccion en que ncidio el haz, observando que los
patrones de difraccion determinados por los indices de la difraccidén corresponden a una
estructura cristalina hexagonal, la cual se comparo con la tabla teérica [25] obtenmendo los
indices y los angulos presentados, confirmando la estructura hexagonal de la hidroxiapaata.

IZs claro que existen puntos satélites, los cuales son debidos a doble difraccion entre
pequenios cristales de cemento dental, sinembargo ¢l 1indexado pnncipal comnade con el
correspondicnte a un cnistal hexagonal con parametros de red:

a=9.42A c=6.89A

que pricticamente comciden con los reportados para la hidroxmapatita, esto es:

a,=9.418A ¢ =6.884A
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RESULTADOS Y DISCUSION

MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO Y DE FUERZA ATOMICA

Istas dos técnicas de caracterizacion se utilizaron principalmente para reforzar las
definiciones acerca de las diferentes caracteristicas del cemento dental humano [23]. En Ia
figura 2.2 dec SEEM asi como ¢n la 2.10a de AFM se puede apreciar el cemento acelular
afibrilar que s¢ compone de una morfologia homogénea sin células ni fibras de coligena junto
con este se tene el mismo cemento en la region interna (figura 2.6). Para la region del wercio
medio del dienre se dene el cemento acelular con fibras extrinsecas mostrado en Ia figuras
23 vy 24 de SEM vy 2,10 de AFM en las cuales se disunguen la formacion de gldbulos
minecralizados asi como la presencia de los espacios correspondientes a las fibras de Sharpey.
Conunuando con este anidlisis Hegamos a la zona apical en donde se encuentran el cemento
cehular con fibras intrinsccas cuya caracterisuca prinapal es la presencia de cementocitos
junto con las fibras de colagena (figura 2.11b) ademas de tenerlo en la parte interna de una
forma mas clara en la imagen 2.7, muy similar a este tenemos ¢l cemento acelular con fibras
intrinsecas que sc presenta en la figura 2.5 de SEM en donde quedan claramente marcadas las
zonas de en donde se encontraban las fibras de coligena en tono obscuro v 2.11a en donde
tenemos  una depresion correspondiente a un cementocito [22] relacionado con la formacion
del cemento, junto con esto se tuene ¢l cemento celular combinado estratificado que posce
fibras intrinsccas extrinsecas v cementocitos, para el cual se presentan diferentes imagenes,
como cn la figura 2.11b en donde se observan los espacios de insercidon de las fibras de
colagena las que también se pueden ver en la unagen 2.9 de SEM correspondiente a la parte
interna, que al mineralizarse genera Ia consistencia vy resistencia del diente en ¢l proceso
mastcatorio.

Ademas de esta caractenzacion las téenicas de AN v SENM arrojan vanos resultados en
diferentes aspectos. En cuanto a la frontera del cemento con la denuna se observa (figura 2.7)
que dicha interfase mineral no esta bien definida pero si presenta una morfologia suave al pasar
del cemento a los tibulos denunanos. Por otro lado se wvenen las dimensiones de los
principales componentes como son las fibras de coligena que se reportan de dimensiones de
décimas de micra para algunos casos asi como de 1 a 3 g de grosor [21], las cuales podemos
corroborar ¢n la imagen 2.9 asi como con una mavor clandad en la imagen 2.13a de AFM en
donde se uene una fibra de coligena de la parte mterna del diente cuyas dimensiones se
encucntran del orden de 2 en su parte mas pruesa v de 20p de longitud aproxamadamente,
aunado a esto tambien se tienen las dimensiones aproximadas de los cementocitos que en la
parte media interna tuenen dimensiones de 0.5n (figura 2.8 SIEM) aproximadamente mientras
que en la purte medi externa (figura 2.11a AFM) ¢l espacio dejado por un cementocito es de
5p aproximadamente

Un resultado que también se concluye  al realizar este andlisis es ¢l dominio de matenal
mineral en la regién amelocementana (figura 2.2 y 2.10a) con poco, por no decir que nula la
presencia de matenal orginico que, por el contrario se presenta en la region del apice ya que en
este predomina ¢l matenal orgianico (figura 2.5 v 2.13b) que csti estrechamente ligado con el
anclaje vy adaptacidn de las prezas denrales.
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ESPECTOMETRIA POR DISPERSION DE ENERGIA (EDS)

Para este tpo de anilisis s¢e obtuvo una clara distribuciéon de las razones de ealclo
fosforo y de magnesio calcio las cuales presentan un comportamiento diferente a lo reportado
en la literatura ya que S. M. Cool (2002) [3] publica una distribucidn para ¢l Ca:P promediada
entre 1.69 y 1.71 quc reduce el valor dado por A. H. Melchor (1969) de 2.08 [21] v 2.04 de H.
E. Schroeder [23], pues ¢n este trabajo se reporta como resuliado un comportamiento de esta
razon que varia entre 1.7 cerea de la unidén amelocementana hasta 1.2 en la zona apical, va que
no se consideran los primeros datos al ser estos pertenccientes a la zona del esmalte, pero mas
especificamente mancjamos una variacion muy pequeiin que se encuentra en entorno al valor
1.56 para los dos primeros tercios del cemento, sin embargo se detecta una repion de
aproximadamente 421pum de ancho en la cual esta razon se alea del promedio con un
comportamiento  gaussiano  en  la parte media (figura 2.17) a 53134um de la frontera
amelocementaria, para ¢l ultimo  tercio (zona  apical,  figura 2.18)  se presenta un
comportamiento hineal, junto con esto se tenen las diferencias en el comportamiento del
Mg:Ca que se reportan dentro de los valores: 0.0375 a 0.0389 [21], v en promedio de 0.0356
[23] ya que en este trabajo obtenemos valores que van desde 0.02 hasta 0.12 de los cuales en
una descripcién mais especifica tenemos que la gran mayoria de los datos estan entorno al
0.024 quc es un valor muy cercano al reportado por la hiteratura pero menor, ademas se
presenta un comportamicnto gausseano con un ancho aproximado de 346pm para la zona
externa v de 1373pum para la mterna ubicados aproximadamente a 4361um y 4614pum
respectvamente de la frontera amelocementaria.

Cabe destacar que la zona media en donde la razon alcanza su valor miximo entorno al
0.12, la zona en donde se presenta este comportamiento coincide en la parte interna asi como
en la externa del cemento y que esta zona se traslapa con aquella en que Ia razoén CatP uene
una disminucion considerable por lo que podemos deducir que esta disminucion no ¢s debida
al aumento de fosforo sino a la disminucién del calcio ya que suponemos que el magnestio es
absorbido por la hidroxiapatita desplazando al calcio v deformando la red cnistalina

DIFRACCION DI RAYOS X

La similitud que presentan los espectros tedrico y experimental pone de manifiesto la
presencia de hidroxiapatita ( Ca,o(PO,) (OH), ) en ¢l cemento dental humano lo que nos da
pic a realizar un anilisis con mayor profundidad para caracterizar la estructura cristalogrifica de
las muestras. [l espectro tedrico de 1a hidroxiapatita se obruvo de 1la 09-0432 PDF:CARD

MICROSCOPIA DE TRANSMISION ELECTRONICA

A partir de la informacion que nos da ¢l andlisis por rayos X se legd a confirmar la
estructura policristalina formada por la hidroxiapanta para lo cual los espectros que se tienen

TESIS CON
FALLA DE ORI.:Z
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aportan la informacién suficiente de las dimensiones del la estructura del material, con lo que
se puede deducir que los diimetros medidos para los anillos son:

Para 2.24a de:

d Tedrico (A) Experimental (A) Plano
d, 817 82 *0.1 (100)
4, 5.26 525%.05 (101)

Para 2.24b de:

d Tedrico () Experimental (A) Plano
d, 8.17 8.0 + 0.2 (100)
d, 526 5.25% 05 (101)

En las imigenes 2.25 v 2.26 sc presentan las difracciones correspondientes a muestras
monocristalinas las cuales corresponden a una estructura hexagonal de la hidroxiapatm que
tiene como grupo espacial P6,/m (176) [24], en donde el haz incide en la direccién:

Z=143 215
Z=110  215b
Z =001 2.16
v los vecinos cercanos denen los indices descritos en las imigenes los cuales fueron cotejados

con las tablas teérdcas de las posibles difracciones hexagonales [25]. comprobando de estua
manera la estructura hexagonal de la hidroxiapauta.




CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos sc ticnen las siguientes conclusiones

I.a microscopia de barrido clectrdnico asi como la de tuerza atdmica nos
ayudan a determinar y especificar las caracteristicas del cemento dental
humano dadas con anterioridad asi como la localizaciéon de las regiones en
las cuales estas se encuentran.

La especrrometria por dispersiéon de energia [1DS nos da un nuevo
enfoque de la distribucion del calcio (Ca), del fosforo (P v del magnesio
(Mg) en donde Ia razon Ca:P oriene un comportamiento gaussiano cen la
region media asi como la razon Mg:Ca con lo que se tiene una disminucion
substancial del calcio en esta region dada por la integracidon del magnesio al
susdtuir al calcio en la estructura de la hidroxiapadta ya que este se
encuentra ¢n  constante  regeneracion por ser un matenal  orgianico,
provocandoe un cambio e¢n la estructura hexagonal de la misma cambiando
sus propiedades cnstalinas como la compresidon o la resistencia a
esfuerzos de corte. IEs decir esta zona actia como una region  de
amortiguamicento de los esfuerzos v tensiones generadas por ¢l proceso
mastcauvo que evita que la raiz dental sufra alguna fracrura.

A pardr de la microscopia de transmisidon clectronica se reafirma la
estructura hexagonal de la hidroxiapatdta con las distancias interplanares y
los espectros de difraccidn  correspondientes a los  weoricos de una
estructura hexagonal correspondiendo a su grupo c\*p'lci’l] Sin embargo es
neccesario tratar de obtwener un microanilisis de 1a regidon del cemento nico
en magnesio  para obtener expernimentalmente  sus  correspondientes
parametros de red. Iin su caso para una posterior investgacion, elaborar
hidroxiapauta sintética con diferentes cantidades de magnesio v simular
asi, ¢l comportamiento  de la composicidon quimica encontrada en el
presente trabajo.
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