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RESUMEN

En este trabajo se estudio”el comportamiento estructural y quimico a fres partes
del hueso mandibular humano: condilo, rama ascendente anterior y alvéolo
durante un tratamiento térmico. Su componente mayoritario es la hidroxiapatita
(HA), por lo que se estudiaron los cambios en el cristal por técnicas de difraccion
de Rayos X, DTA (analisis térmico diferencial), TGA (analisis termogravimétrico), e
IR (infrarrojo). La composicidn quimica se estudio por EDS (espectroscopia de
dispersion de energia). Los cambios en la morfologia de estas estructuras se
analizaron por microscopia electrénica de barrido (MEB) y microscopia optica
(MO) después del tratamiento térmico. Los resultados por microscopia sugieren
que primero ocurre la fracturacion de las estructuras observadas a temperatura
ambiente y que los cambios morfoldgicos se producen después de la pérdida de
material organico durante el tratamiento térmico.

Los resultados de difraccion de Rayos X reflejan que la hidroxiapatita de estas
estructuras es estable en el rango de temperatura estudiado (de 25°C a 800°C),
sufriendo soOlo un reacomodo ios planos cristalinos. Los estudios de analisis
quimico muestran que se trata de una hidroxiapatita impura, es decir con
substituciones en el cristal. Por otra parte, los datos del DTA y TGA sugieren
cambios importantes en el material hacia los 350°C, hallazgos consistentes con el
trabajos previos en [a hidroxiapatita del esmalte dental humano en donde se
registran cambios de conductividad en respuesta al tratamiento térmico. Un
hallazgo importantie en esie trabajo es el comportamiento del hueso alveolar ai
ser calentado, ya que los resultados de los analisis térmicos asi como del IR
sugieren la pérdida de agua estructural del cristal, confirmandose
experimentalmente este fendmeno en un material que no es el esmalte dental.
Por lo tanto la hidroxiapatita al ser sometida a tratamiento térmico pierde agua
estructural, lo que constituye una aportacién al conocimiento del comportamiento
de este cristal, que representa un 93% del esmailte dental humano y un 70% del

mineral dseo.
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INTRODUCCION

Elt hueso en los vertebrados es una estructura altamenie adaptativa a las
demandas funcionales a las que estad sometido, como son las de soporte del
cuerpo, hematopoyesis y de reserva de calcio para un gran namero de funciones

celulares (contraccion muscular, conduccion nerviosa, efc).

A lo largo de la vida natural del individuo su metabolismo es influenciado por
numerosos factores que incluyen edad, nutricion, ciclos hormonales, ademas de
las influencias biomecanicas a las que se ve sujeto (Hobson, 1997). A pesar de
esto, alin existen amplios vacios en la investigacién de las interacciones complejas
de este tejido.

Las sales cristalinas del huesc que se depositan en la matriz organica se
componen principalmente de calcio, fasforo y oxigeno, {8 mas importante es la
‘hidroxiapatita (HA) (Guyton, 1989). Existen pocos frabajos con respecto a la
respuesta de la hidroxiapatita del hueso sometida a tratamiento térmico (Holden et
al 1995, Holden, Clement, 1995) todos ellos realizados en huesos largos. Otros
trabajos de una hidroxiapatita bioldgica a tratamientos térmicos han sido hechos en
el esmalte dental humano. En estos se reporta por primera vez que cambia su
conducta eléctrica en funcion de la temperatura, encontrandose que de ser un
material aislante cambia a conductor idnico al alcanzar una temperatura alrededor
de los 350°C a presion atmosférica (Reyes-Gasga, et al. 1999). Como parte de
esta linea de investigacién sobre ultraestructura y comportamiento térmico de las
hidroxiapatitas en tejidos duros humanos, establecida en el Instituto de Fisica de la
UNAM | por el grupo del Dr. Reyes-Gasga, se pretende contribuir al conocimiento
del comportamiento estructural de la hidroxiapatita en tres partes de la mandibula
humana en respuesta a tratamiento térmico. Como sabemos, fa estructura vy
propiedades de cualquier material dependen de la naturaleza quimica y fisica de
sus componentes, por lo que es importante su estudio a nivel basico. En especial

el estudio de la hidroxiapatita (HA) del hueso no ha sido abordado del todo a este



nivel, debido al pequefio tamafio de los cristales y a su complejo arreglo dentro de
la matriz organica del hueso, ademas de la gran cantidad de material de
substitucién que presenta. Sin embargo, su comportamiento y caracterizacién a
nivel basico incide directamente en el campo de ios biomateriales y por ende, en
las ciencias de {a salud. Este estudio se realizé a través de técnicas de difraccion
de Rayos X, microscopia oOptica y microscopia electrénica de barrido, analisis
- quimico, analisis térmico diferencial, analisis termogravimétrico y espectroscopia
infrarroja en tres partes de la mandibula humana (condilo, rama ascendente y

alveolo).

Siguiendo el concepto de niveles de integracion, este frabajo de tesis se divide en
6 capitulos. En el capitulo | se hace una descripcion general de la anatomia y
fisiclogia del hueso, con el objeto de tener una vision panoramica de la estructura
de estudio a nivel macroscdpico. También se describe su composicion quimica y
su clasificacién morfologica, antes de introducirnos a la estructura de la
hidroxiapatita, tema que se aborda en el capitulo ll. En El capitulo |l se presenta
una descripcién cristalografica de la HA, para después detallar algunos aspectos
conocidos de ésta en el hueso, incluyendo la descripcidon de algunas de las
substituciones del cristal. También se presenta una tabla comparativa de las
diferencias del cristal entre esmalte dentina y hueso en humanos. En el capitulo 1lI
se detallan los principios en que se basan las técnicas de andlisis que se
emplearon en este trabajo de tesis, de acuerdo al orden enlistado en el indice
general. En el capitulo 1V, se presenta el procedimiento experimental, desde la
obtencion de las muestras hasta el procesamiento de las mismas para su ulterior
presentacién en resultados el que se lleva a cabo en el capitulo V. Estos
resultados son presentados siguiendo la secuencia expuesta en el capitulo ii}.

Finalmente, los resultados son discutidos en el capitulo VI siguiendo ia misma
secuencia en que se presentan en el capitulo lll. Las conclusiones de este trabajo,
asi como las perspectivas y la bibliografia consultada se encuentran al final de este
trabajo de tesis asi como un anexo que contiene el indice de tablas y figuras.



PRESENTACION DEL PROBLEMA

La hidroxiapatita (HA) es el componente principal de huescs y dientes. En
estudios realizados en el Instituto de Fisica de la UNAM (Dr. Reyes-Gasga et al)
se ha observado que a variaciones térmicas el esmalte dentai responde como un
material conductor al alcanzar un punto critico sobre los 200°C (Reyes-Gasga,
Garcia-Garcia, 1997) y la estructura hexagonal se vuelve mas definida como fue
demostrado por estudios de Rayos X (Reyes -Gasga et al. 1997). A partir de estos
resultados se demuestra que este material presenta una transicién de ser un
material aislante a un material semiconductor idnico. La pregunta que:-surge es si
la hidroxiapatita del hueso mandibular humano cambia su comportamiento como
en el caso del esmalte dental, cuando se somete a tratamiento térmico y cual es
este cambio si se presenta como una contribucion al conocimiento de las

hidroxiapatitas biolgicas.

Desde 1926, utilizando técnicas de difraccion de Rayos X y analisis quimico, las
fases minerales del esmalte, dentina y hueso se han identificado como
componentes de los fosfatos de calcio con estructura de apatita idealizada como
Caip (PO4) s (OH) 2 (LeGeros, 1991). Sin embargo, las investigaciones acerca de la
no estequiometria y de la asociacion con algunos elementos traza de las apatitas
biologicas son de enorme relevancia para la investigacion de Biomateriales
especialmente, los que son utilizados en una amplia gama de aplicaciones
biomédicas, como es el caso principalmente de fa HA cuyo uso primordialmente
radica en la reparacion de defectos en tejidos duros asi como en otra variedad de

empleos deniro de las ciencias odontoldgicas (Ratner, 1996).

En especial l[a mandibula humana, durante (a vida natural del individuo, al ser
sometida a las cargas de la masticacidn, de una u ofra forma requiere de

reparaciones, lo que repercute directamente en el estado de salud del individuo.



En el caso del hueso alveolar, éste cumple una funcién de amortiguamiento entre
los componentes del periodoncio y las cargas de la masticacion y ya sea por esta
u ofras causas, como son la pérdida de piezas dentarias, se ve sujeto a un proceso
de reabsorcion. Este es el motivo por el cual el hueso alveolar tiene especial
importancia. Como anteriormente se menciond, se utiliza apatita sintética para su
reemplazo (Barbosa,1991) por lo que es imporiante su estudio a nivel basico para
tratar de contribuir al éxito de las reparaciones, En relacion al céndilo, al ser el
hueso de articulacion entre mandibula y maxila se ve sujeto a un proceso
constante de desgaste, ademas de las patologias como la artroplasia, 1a reseccion
de hueso debido a trauma, osteomelitis 0 cancer, entre otros problemas que pueda
presentar y que tratan los cirujanos maxilofaciales (Munster,1991). En tanto que la
rama ascendente cumple con una funcion de transmision de carga mecanica. Los
tres huesos presentan una gran actividad osteoblastica y osteoclastica aunque nc
tanto de reserva de materiales del cuerpo, funcion que es principalmente de los
huesos largos. Sin embargo el interés principal de su estudio es que podemos
comparar simuitaneamente el comportamiento de la hidroxiapatita de tres
estructuras bioldgicas que cumplen con diferentes funciones en un mismo hueso.
Ademas, al someterias a tratamiento térmico, se puede comparar si su respuesta

esta influenciada por su funcion dentro de la misma unidad anatomica.



ANTECEDENTES

El trabajo de Holden et al . (1995) propone que con el andlisis del tratamiento
térmico al tejido 6seo se ofrece una alternativa para el estudio del envejecimiento
del hueso. Estos autores sugieren que los cambios ultraestructurales y de fase
observados durante distintos calentamientos (range de 600 a 1400°C) estan
influenciados por la edad del individuo. Ellos reportan que el tamafo de los
cristales de apatita tanto con tratamiento térmico como sin él son dependientes
tanto de la temperatura como de la edad. Arriba de los 600°C la cristalinidad del
mineral 0seo se incrementa y el patrdn de Rayos X se parece mas al de la HA.
También reportan gue existe una descompasicién parcial de la fase de HA a oxido
de calcio arriba de los 1000°C y de alfa- fosfato tricaicico, a, beta- fosfato tricalcico,
y fosfato de Oxido de calcio entre los 1200 y 1400°C, lo que indica que la fase
original de la apatita era calcio deficiente y contenia carbonato (Holden et al.
1995).

Estos mismos autores reportan que en huesos femorales obtenidos de autopsias,
tratados térmicamente dentro de un rango de 200 a 1600°C y en edades de 1 a 97
afos, que los cambios mas dramaticos se presentan a nivel ultraestructural,
incluyendo la progresiva combustiébn del material organico hacia los 400°C
presentandose una recristalizacidn de la parte mineral hacia los 600°C. Esta
recristalizacion produce una variedad de morfologias cristalinas (esfericas,
hexagonales, plateletas, rosetas e irregulares) con crecimiento del tamafio de
cristal por arriba de los 600°C presentandose una fusidon del cristal a los 1000°C,
proceso que continua hasta fos 1400°C. A los 1600°C los minerales se funden.
Durante el calentamiento los cambios uliragstructurales y de morfologia del cristal
se correlacionardn con la edad de los sujetos, la temperatura y el tiempo de
calentamiento, (Holden ef al. 1995). Estos resultados son de importancia para la

- ciencia forense y la paleoarqueologia.



Por otra parte, los estudios de difraccion de Rayos X realizados por el mismo grupo
de forenses australianos (Holden, et al. 1995) muestran que el patron mineral del
hueso comparte similitudes con otras apatitas naturales y minerales Llevando a
estos autores a reportar que el principal componente mineral del hueso era una
forma pobremente mineralizada de apatifa. Investigaciones previas sobre la
descomposicién térmica del hueso y ofras apatitas sintéticas y minerales han
conducido a determinar la compaosicién exacta de la fase original de fosfato de
calcio (Blumenthal et al. 1981, Holcomb, 1980). Los estudios quimicos han
demostrado [a presencia de fosfato acido, carbonato, trazas de pirofosfato, sodio,
magnesio, potasio, fllor y cloro. Actualmente el modelo mas aceptado para la
apatita del hueso esta basado en una forma calcio-deficiente de hidroxiapatita, con
fosfato acido vy/o grupos de carbonato substituyendo a los iones de fosfato
{Blumenthal et al. 1981).

La HA de esmalte dental humano, por otra parte, sometida a calentamiento “in situ”
en el microscopio electrénico de transmision, presenta dos fendmenos: uno es en
el que se depositan moléculas de hidrocarbén en su superficie formando
estructuras fractales, ya que alcanza una energia de umbral después de la cual
aparece un campo eléctrico produciendo estas estructuras, y la otra es que hay
una transicién de conductividad eléctrica airededor de 300°C, (Reyes-Gasga et al.
1897).

Asimismo, datos no publicados del Dr. R. Garcia-Garcia et al, presentan evidencia
de la pérdida del radical OH de la estructura del cristal de la HA del esmalte dental
humano y de la HA sintética en respuesta al tratamiento térmico, en el rango de 20
a 600°C. En este trabajo, a través de técnicas de espectroscopia infrarroja (IR),
Analisis Térmico Diferencial (DTA), Barrido Calorimétrico Diferencial (DSC) y
Analisis Termogravimétrico (TGA), prueban la pérdida del radical OH del centro del
cristal de la hidroxiapatita (Garcia-Garcia et al, En prensa).



OBJETIVOS

El objetivo general es conocer el comportamiento estructural del hueso mandibuiar
humano, al ser sometido a un tratamiento térmico en el rango de 25 a 800°C. Los

objetivos particulares son:

1. Estudiar el comportamiento estructural de la hidroxiapatita del hueso
mandibular humano en ftres porciones anatdmicas (condilo, rama
ascendente anterior y alveolo del tercer molar) al ser sometido a un
tratamiento térmico en el rango de 25° C a 800° C mediante técnicas de
difraccion de Rayos X.

2. Caracterizar por microscopia electronica de barrido el céndilo, la rama
ascendente, y el alvéolo del tercer molar de la mandibula humana antes de
tratamiento térmico

3. Determinar por analisis quimico (EDS) la composicion mineral de las tres
estructuras aptes mencionadas sin tratamiento térmico asi como la relacion
Ca/ P de cada una de ellas.

4. Caracterizar por microscopia Gptica y electronica de barrido al hueso
alveolar del tercer molar al ser sometido a tratamiento térmico

5. estudiar la respuesta dei hueso mandibular humano en las tres estructuras
mencionadas somefidas a pruebas de analisis térmico diferencial y
termogravimétrico { DTA y TGA)

8. Estudiar el espectro de absorcién en infrarrcjo (IR) de las tres estructuras
mandibulares. .



JUSTIFICACION

A —

La hidroxiapatita representa un 70% del contenido mineral del hueso y un 90% del
esmalte dental humano. El estudio de su comportamiento térmico como uno de los
materiales que son utilizados en una amplia gama de aplicaciones biomédicas,
como es el caso principalmente de su empleo en la reparacion de tejidos duros,
representa un aporte de suma importéncia al estudio de la ciencia de
biomateriales. Se pretende en especial contribuir al conocimiento sobre tres
porciones del hueso mandibular que realizan distintas funciones, ya que a partir de
estas diferencias se puede desprender informacion que puede ser de utilidad no
sOlo para ¢! desarrollo de biomateriales, sino también sobre aspectos especificos
del comportamiento, estructura y composicion de los elementos que éstos tienen y

los cuales deben de presentar los materiales que los pretendan reemplazar.

Por otra parte, en estudios realizados en el Instituto de Fisica de la UNAM scbre
hidroxiapatita del esmalte dental humano se ha observado que responde a las
variaciones térmicas como un material conductor idnico, no electrbnico, al
alcanzar un punto criticc sobre los 200°C (Reyes- Gasga et al. 1999), lo que
constituye un estimulo para continuar la linea de investigacién sobre la conducta

térmica de la hidroxiapatita en los diferentes tejidos duros.



CAPITULO .- DESCRIPCION ANATOMO- FISIOLOGICA DEL HUESO

Composicion y estructura.-

El hueso es un tejido mineralizado cuya funcién primaria es la de soporte de
cargas, aunque lleva a cabo otras funciones como se mencioné en la Introduccion
de este trabajo. El hueso cortical himedao esta compuesto de un 22% en peso de
materia organica de la cual del 90 al 96% del peso es colagena; 69% del peso es

mineral; y 9% del peso es agua (Tabla 1.1)

Tabla I.1. Componentes del hueso hiimedo y cantidad de éstos en % de peso.
Tomado de Park {1992)
**Tomado de Ten Cate (1986).

Componentes - Cantidad (% en peso)
mineral {apatita) 69
matriz organica 22
colagena (90-96% de la matriz organica)
otros: osteonectina, osteocalcina, (4-10% de la matriz organica)

proteina morfogénica del hueso,

proteoglicano 4seo y sialoproteina osea

*k

agua 9

La subfase mineral mas importante consiste de cristales nanométricos de una

" apatita de calcio y fosfato, la hidroxiapatita de estructura cristalina hexagonal.



Existen otros iones minerales como el citrato (CsHsO;*), carbonato (COs ),
fluoruro {F’), y iones hidroxilo (OH") que pueden producir diferencias en las
caracteristicas  microestructurales del hueso. Los cristales de apatita estan
formados como delgadas agujas, de 20 — 40nm de longitud, por 1.5--3nm en
espesor, embebidos en una matriz de fibras de colagena. Estas fibrillas que
contienen el mineral estan arregladas en hojas laminares (3-7 pym) que corren
helicoidalmente con respecto a lo largo del eje cilindrico del osteén (llamado
también canal de Havers). El osteén se compone de entre 4 a 20 lamelas. que se
arreglan en anillos concentricos alrededor del canal de Havers. El didmetro de los
osteones es tipicamente de 150 a 250 ym en didmetro. Entre los osteones los
sistemas intersticiales estan tajantemente divididos por la linea cementada.

Las substancias metabdlicas son transportadas por un sistema de poros de
intercomunicacion conocidos como canaliculos, lagunas, y canales de Volkmann,
que estan conectados con la ca\)idad medular del hueso. Estos sistemas de
intercomunicacion estan llenos de fluidos corporales, y su volumen puede ser tan
alto como del 18.9% de acuerdo a una estimacion para hueso compacto de res.
Las superficies internas y extemas del hueso se llaman periostio y endostio,'
respectivamente, y ambas presentan propiedades osteogénicas (Ross, ef al.
1897).
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Figura 1.1 Esquema del sistema de poros de intercomunicacion del hueso

En esta figura se marca con flecha un canal de Havers y se observa el compiejo
sistema de canales {flecha) de transporte de substancias metabélicas, y el paso
de un paguete vasculo-nervieso {vn) en el hueso. El corle es sagital y transverso

apicat.

Ciasificacidon morfoldgica del hueso

Ei hueso susle clasificarse en cuatro subclases de acuerdo a su conienido de
tejido conectivo laxo, vasos sanguineos y substancia dsea en: 1) esponioso o

trabecular y 2) compacto o denso; y de acuerdo a su desarrolio en: 1) madurg ©

laminado y 2) inmaduro el que a su vez se clasifica segln criterios morfologicos

en: a) hueso en haces vy b} hueso tejido.



Hueso esponjoso.- Se caracteriza por poseer mayor espacio ocupado por tgjido
conectivo laxo y vasos sanguineos que substancia dsea

Hueso compacto o denso.- Posee menos espacio ocupado por tejido blando y
vasos sanguineos. Esta es una regla para diferenciar entre ambos tipos de hueso,
pero no existe un método exacto.

Con base a criterio morfologico como se menciond, el hueso puede ser de dos
clases: 1) maduro o laminado y 2) inmaduro: hueso en haces y hueso tejido.

Casi todo el hueso inmaduro se forma durante [a vida embrionaria y fuego es
substituido por hueso maduro, sélo persiste en los alvéolos dentarics, cerca de las
suturas craneanas, en el laberinto 6seo y cerca de las inserciones de tendones y
ligamentos. Sin embargo, en estos sitios suele estar mezclado con hueso maduro;
también reaparece durante la reparacion de fracturas. En general, posee mas
células que el maduro y puede tener una disposicién de tejido en donde los
_ fasciculos de las fibras de colagena siguen direcciones variables, contiene mas
proteoglucanos y glucoproteinas; el dispuesto en haces difiere del tejido porque
presenta haces toscos de fibras colagenas que pueden ser paralelas entre si y
estar separadas por osteocitos.

En el hueso maduro, también llamado laminado, la direccién de las fibrillas de
colagena en una capa determinada suele preséntar un angulo con las fibrillas de
las capas inmediatas adyacentes. A veces la direccidn de las fibrillas de una capa
es perpendicular a la de |a siguiente {Ross, ef al. 1997).

Los huesos largos estan formados por hueso esponjoso y compacto. E! hueso
esponjoso consiste en ramas tridimensionales de trabéculas Oseas
interdispersadas por la médula del hueso. La mayor parte del hueso esponjoso
esta presente en las epifisis de los huesos largos, en tanto que el hueso compacto
esta en su mayoria en las diafisis del hueso. La figura 1.2 presenta un esquema de
esta descripcion (tomado de Park, 1992).
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hueso esponjoso

hueso compacto =

fibras de colagena

\
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Periostic 1 /
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™ (3-7um) cristales minerales de
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intramedular (200-400 A fong)
epifisis

Figura .2 Esquema de hueso largo humano.

En esta figura se puede apreciar de manera esquematizada al hueso esponjoso y
compacto. Se muestra la disposicidon de las lamelas en los canales de Havers y las
fibrillas de coldgena que estan arregladas en hojas laminares que corren

helicoidalmente a lo lago de! eje cilindrico del ostedn.

TESIS CON
FALLA DE DRIGEN
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Fig. 1.3, Hueso esponjoso de Bos taurus se marca con flecha las trabéculas oseas

interdispersadas por la médula del huseso.

El hueso es considerado como un material “composito” (Ozin ef al. 1897}, y por
esta razén se propone un modealo basado en dos componentes: la fase mineral y la
arganica. Cabe recordar que las propiedades del material "composito” son distintas
de los materiales que componen cada fase, por lo gue las propiedades fisicas,
como modulos de elasticidad, dureza, etc., debemos tratar de entenderlas como
una interaccién entre ambas fases ya que cada una por separado no nos dara ia
misma resultante. Es decir, que aungue es necesario estudiar cada fase por
separado, para caracterizarla fisicamente es importante recordar que la funcion es
ta suma de ambas fases por lo que la correlacion entre astas no debe perderse de

i
i
i
]
4

nm—,u,__m_
m.s_



vista. Segln Hastings (1991) “un material composito: a) consiste de dos o0 mas
materiales fisica y mecanicamente separables, aunque en la praciica su
separacion puede ser muy dificil, b) estd hecho de tal forma que el producto
resuitante tiene las propiedades optimas obtenidas por medio de la dispersion de
un material en el otro y, c¢) las propiedades del “composito” no pueden ser
obtenidas por el uso separado de los materiales”. También apunta que la alineacion
de las fibras en el hueso trabecular es muy precisa al mismo tiempo que compleja

en relacion a la cabeza del féemur.

Estudios ultraestructurales de la colagena y los cristales de hidroxiapatita en el
hueso, muestran que estan intimamente relacionados ( Weiner, 1986). Se ha
reportado que existe un efecto entre el grado de mineralizacion del hueso y sus
propiedades mecanicas, en donde se postula que a mayor grado de mineralizacion
se presenta un mayor médulo de elasticidad y fuerza de flexion pero una menor
dureza, concluyendc que es la fase organica la que provee de dureza y absorcion

de energia al hueso.

Tabla 1.2 Comparacion entre e! contenido mineral en porcentaje y propiedades

mecanicas del hueso en fres especies hioldgicas.

Tipc de fractura Flexion Moédulocde  contenido  densidad
hueso Jim? Mpa Young GPa  mineral% gfem?®
peso

cuerno de 6190 179 7.4 59.3 1.86
alce

fémur de 1710 247 13.5 66.7 2.06
vaca

bulla 200 33 31.3 86.4 2.47

timpanica de

ballena
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Los datos de esta tabla ilustran el concepto de que a un mayor grado de
mineralizacion se presenta un mayor modulo de elasticidad, pero una menor

dureza, como se observa en la columna de fractura. (Tomado de Currey, 1981).

En la Tabla 1.2 podemos objetar que se estan comparando datos de diferentes
estructuras anatomicas, no sdlo de distintas especies, pero se ilustra el concepto
del autor. Por otra parte, estad reportado en estudios histolégicos en donde se
descalcifica el hueso para su estudio, que a nivel anatdmico conserva su aspecto,
pero no su dureza, en donde se describe incluso que el hueso puede ser doblado

hasta hacer un nudo.

Por otra parie, se propone que la matriz c')seé es la responsable de las
extraordinarias propiedades biomecanicas del hueso. Las fibras colagenas le
proporcionan flexibilidad y resistencia a la tensién mientras que las sales minerales
le confieren dureza y rigidez y resistencia a la compresién. De hecho esta
estructura es muy similar a la que se tratd de conseguir cuando se desarrolld el
hormigdn armado. En este material de construccién el entramado de hierro realiza
un papel funcional similar al que &en el hueso llevan a cabo las fibras colagenas y el
hormigdn realiza el papel funcional que en el hueso lleva a cabo el mineral
(Serrano, 1998).

El hueso maduro se compone como ya se menciond de una matriz organica que
contiene de un 90 a un 95% de fibras colagenas y un 5% de un medio homogéneo
llamado substancia fundamental constituida por liquido extracelular, muco
proteinas, sulfato de condroitina y acido hialurdnico. El hueso compacio tiene en
promedio un 30% de matriz organica y un 70% de sales. El hueso de nueva

formacién puede tener un promedio de matriz organica mucho mayor.
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Las sales cristalinas del hueso que se depositan en la matriz organica se
componen sobre todo de calcic y fosfato, la mas importante es la hidroxiapatita
(Guyton, 1989).

En el plasma existe pirofosfato que inhibe la precipitacién de los cristales de
hidoxiapatita en tejidos normales aunque exista en un estado de sobresaturacion

de las sales iGnicas.

La etapa inicial de la formacién del hueso es la secrecidbn de moléculas de
colagena y de substancia fundamental por los osteoblastos. La colagena se
polimeriza dando lugar a fibras colagenas, el tejido resultante se vuelve osteoide.
Este es un material que se parece al cartilago pero difiere de éste en que permite

la precipitacion en su interior de sales de calcio.

Poco después de formado el osteoide se empiezan a precipitar sales de calcio en
las superficies de las fibras de colagena. Estos precipitados aparecen
periédicamente formando nidos diminutos que se multiplican rapidamente y crecen
durante un periode de dias y semanas hasta llegar al producto terminado, la

hidroxiapatita.

Las sales iniciales de caicio que se depositan no son cristales de HA sino
compuestos amorfos, como una posible mezcla de CaHPO,, 2H:0, Cas(PO,) ,
3H;0 y otfros. Luego por un proceso de substitucion y adicidn de atomos, estas
sales se reforman pasando a constituir cristales de HA. No obstante hasta un 20 o
30% puede quedar en forma amorfa lo que es importante desde el punto de vista
fisiologico ya que éstas sales se pueden extraer con rapidez cuando se necesita

mas calcio en el liquido extracelular.
Es importante recalcar que el hueso cumple entre otras funciones, una actividad

metabdlica fundamental que es la de permitir el intercambio de minerales (iones

™
calcio y fosfato) con la sangre, es decir este tejido representa un almacén de estos
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elementos para satisfacer las necesidades generales del organismo. Normalmente
existe un equilibrio entre la oferta y la demanda de minerales ¢seos, con deposito
en la sintesis del hueso en algunas zonas del esqueleto y con destruccion dsea en
otras zonas, teniendo ambos procesos la misma velocidac (Rasmussen, 1970).
Esta actividad es regulada por los osteoblastos y osteoclastos respectivamente
(Guyton, 1986).

Cuando esta actividad fisioldgica se ve alterada, es decir, el indice de formacidn y
destruccién dsea F/D=1, se desequilibra se presentan enfermedades tales como la
osteoporosis en la que disminuye el tejido dseo (tanto el mineral como la matriz),
presumiblemente debido a que la reabsorcion osteoclastica supera a la formacion
osteoblastica. Esta enfermedad es frecuente en mujeres posmenopausicas y
pacientes con inmovilizacidon prolongada. Se desconocen los factores que
precipitan e! desequilibrio aunque parece ser que la terapia de reemplazo hormonal
tiene efectos benéficos asi como la adiciéon de fldor y calcio suplementario en la

dieta.

También se sabe que Ia vitamina C es necesaria para la sintesis de colagena ya
que su dé&ficit, ademas de causar escorbuto, afecta a la matriz 6sea producida
durante esta enfermedad ya que no calcifica (Ross, 1997). La falta de vitamina D
provoca una mineralizacion inadecuada y dando lugar a la osteomalasia, su
exceso produce pérdida de hueso. Fisioldgicamente la vitamina D actia a nivel de
intestino para la absorcion del calcio, en hueso estimula la sintesis proteica de los

osteoblastos y participa en la mineralizacion de la matriz 6sea {(Morris, 1997).

La paratochormona (PTH) actGa de modo directo en el hueso aumentando su
resorcién y movilizando calcio. Ademas de incrementar el calcio y deprimir el
fosfafo plasmatico, tiene un efecto fosfatlrico es decir, se estimula la excrecidn
urinaria de fosfato, La PTH también incrementa la formacion de 1,25
dihidroxicolecalciferol que a su vez aumenta la absorcion intestinal del calcio. En

una escala de tiempo mas prolongada la PTH también estimula a los osteoclastos
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y a los osteoblastos, predominando el efecto sobre los osteoclastos de tal modo
gue hay una mayor movilizacion de calcio desde el hueso Cuando la
concentracion plasmética de calcio es alta se inhibe la secrecion de PTH y éste se
deposita en los huesos, cuando la concentracion es baja la secrecion de PTH ss

estimula vy el calcio se moviliza desde los huesos (Ganong, 1995).

Ei grado de mineralizacion es un factor que puede refigjar Ia calidad del hueso
(Lindth, et al. 1897; Hobson y Beynon, 1997; Pluskiewicz ef af. 2000; Von Wovern
1986, Taguc'hi, ef al. 1997) En este caso, el hueso alveolar en especiai se ve sujeto
a enormes presiones por parte del proceso natural de la masticacidn, como
interfase de amortiguamiento entre ia mandibula y el diente, ademas del proceso
de reabsorcion que se presenta al hacer excdoncias. Esto es lo que hace
interesante su estudio a nivel ultraestructural, ya que actualmente las técnicas de
implantes dentales tienen o no éxito dependiendo de la calidad del hueso aiveolar
por lo que la comprension de éste se hace necesaria a un nivel de investigacion

basico,

La mandibula es una estructura muy compleja en términos biomecanicos,
constituida por dos articulaciones ligadas a los poderosos musculos elevadores
masticatorios en dos ramas ampliamente separadas. Los musculos depresores
astan ligados principalmente a la parte anterior del cuerpo. En el estado dentado
las fuerzas son transmitidas de los dientes a través del hueso alveolar al hueso
basal el que sufre la carga ténsil, de torsion y de carga. La pérdida de los dientes
puede resultar en un proceso de reabsorcion por desuso del hueso alveolar pero

la mandibula esté ain sujeta a estas cargas (Hobson, 1987).

La mandibula esta compuesta principalmente por hueso cortical, en tanto que la
masa del hueso trabecular es pequefia. Las raices de los dientes ocupan la
mayoria del proceso aiveolar y el canal mandibular pasa a través del hugso
trabecular en las regiones molares y premolares del cuerpo mandibular, posterior

al foramen mentoniano (Von Wowern,1986)




Ei proceso alveolar, es ta porcion del maxilar y la mandibula (huesos basales que
“forman la cavidad 6sea en que se aloja y sostiene el diente). No hay un limite
preciso entre el huesc alveolar y €l resto de hueso de las mandibula. No obstante,
el hueso alveolar en si consta de dos regiones distintas: 1) Una capa externa de
hueso compacte, la Iamina dura; y, 2) Una zona interna de hueso esponjoso, cuya

cantidad varia en diferentes lugares (Orban, 1955).

La lamina dura muestra numerosas perforaciones para dar paso a los vasos
sanguineos, que van de la médula ésea al ligamento pericdontal. Por esta razén, a
la lamina dura se le llama con frecuencia lamina cribiforme (Orban,1955). También
se puede encontrar un tercer tipo de hueso en relacién con el hueso alveoiar. Este
es el hueso entretejido {dispuesto en haces), que reviste los alvéolos después de
que los dientes han sido sometidos a una presidn. Este hueso no-laminar se
encuentra donde las fibras principales del ligamento periodontal se anclan en
forma de fibras de Sharpey (Davies, 1986).

De conformidad con las leyes fundamentales de la osteclogia, el hueso se
reabsorbe en el lado medial y se forma en el lado distal. El hueso nuevo que se
deposita con rapidez en el lado distal es hueso entretejido. De esta manera, la
presion estimula la reabsorcion del hueso alveolar, en tanto que la tensidn estimula

su formacién, lo que constituye la base de la ortodoncia. (Davies, 1986.

La funcion primaria del ligamento periodontal es sostener al diente dentro de su
cavidad ésea. El grosor de esta estructura varia entre los diferentes individuos, asi
como entre las diferentes regiones de la misma estructura. Una escala normal para
el grosor de este ligamento parece ser de 0.1 — 0.43 mm en humanos. En general
parece haber relacién entre el movimiento fisiolégico del diente y el grosor del

ligamento {a mayor movimiento, mayor grosor; y viceversa.
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El ligamento periodontal puede ser afectado por traumatismos. En casos graves el
diente se puede fusionar con el hueso de la mandibula, proceso llamado
anquilosis. Cuando ocurre, el ligamento periodontal es sustituido en realidad por
hueso ( Davies, 1986).

El ligamento periodontal es una zona de tejido conectivo denso, situado entre el
cemenio y la pared del alvéolo. Esta formado principalmente por diversos haces de
fibras de colageno, cada una con una orientacidn especifica y precisa. Los tipos de
colagena que se incluyen son el | y el lll. A causa de su composicién de fibras
colagenas, es que se utiliza el términc ligamento para describir [a estructura y
funcién de este tejido especializado. En relacién directa con las fibras colagenas,
hay una sustancia fundamental amorfa de mucopolisacaridos, 4&cidos
glucosaminoglicanos y proteoglicanos. Ademas de su componente fibroso, el
ligamento periodontal poseg numerosas células; diferenciadas e indiferenciadas. A
causa de sus funciones de formacion y sintesis, estas células son las encargadas
de la conservacién del ligamento periodontal, el cemento y el hueso alveolar, €sto

es, de los componentes del periodoncio.

Otros componentes de este {ejido son; los restos epiteliales de Malassez, vasos
sanguineos y linfaticos, nervios y receptores nerviosos. En realidad, el ligamento
periodontal es un tejido conectivo denso tipico, que consta de células, fibras, y una

sustancia fundamental amorfa (Davies, 1986).
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CAPITULO Il .- ESTRUCTURA DE [ A HIDROXIAPATITA

Las apatitas en la Naturaleza comprenden un grupo importante de minerales que
se presentan en ambientes geoidgicos. Todos los minerales del grupo son
hexagonales. Substituciones quimicas en la estructura del cristal llevan a una gran
variedad de especies en el grupo. Seis de estas especies son apatitas de fosfato
de calcio (Smith, 1994), dentro de las cuales se encuentran las apatitas bioldgicas.
La similitud en los patrones de difraccidon de Rayos X del esmalte, la dentina v el
hueso, en conjuncién con los analisis quimicos que muestran calcio y fosfato como
constituyentes principales guiaron a la conclusién que las fases inorganicas del
hueso y los dientes son basicamente hidroxiapatitas de calcio, HA, idealizadas
como Cag {(PO4)s OH: (LeGeros,1991).

El esmailte, la dentina, y el hueso estan formados principalmente por hidroxiapatita
la que difiere en el contenido de agua, cantidad y contenido de componentes
organicos, fase de apatita inorganica, difiriendo en el tamafio del cristal y en la
concentracién de algunos elementos menores, especialmente carbonato vy
magnesio. Dentro de la fase apatitica es importante el tamafio del cristal, su
morfologia y orientacion asi como la organizacion de los cristales biologicos con

respecto a la matriz erganica.

Mientras que las apatitas de la dentina y el hueso dan patrones de difraccion
similares de Rayos X, en el espectro de absorcion IR las diferencias de la
congentracion de elementos menores (ejemplo, Magnesio, carbonato, HPO4 )
causa variaciones en su estabilidad quimica y térmica. El CO; y el F~ tienen
efectos antagébnicos sobre estas propiedades (Le Geros, 1991).

El mayor tamafio de los cristales del esmalte (HA) comparado a la dentina y al
hueso puede atribuirse parcialmente a la mayor concentracién de CO; y Mg en
dentina y huesc basado en su efecto sinérgico sobre las apatitas sintéticas (Le
Geros, 1991).
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En la tabla 11.2 se ilustran de manera comparativa estas diferencias entre esmalte,

dentina y hueso en humanos adultos (Le Geros,1881)

Tabla Il.1 comparativa de composicion y fases inorganicas de esmalte, dentina y

hueso en humanos adultos (tomado y modificado de Le Geros, 1991)

Composicién® Esmalte Dentina Hueso
Calcio, Ca*™ 36.5 35.1 34.8
Fosforo, P 17.7 16.9 152
(CalP)® 2.06 2.08 2.29
Sodio, Na™ 0.5 0.6 0.9
Magnesio, Mg~™ 0.44 1.23 0.72
Potasio, K™ 0.08 0.05 0.03
Carbonato, CO5;*° 3.5 5.6 7.4
Fluoruro, F? 0.01 0.06 0.03
Cloruro, CI® 0.30 0.01 0.13
Pirofosfato P,0;* 0.022 0.10 0.07

_| Total-inorganico (mineral) |97.0 70.0 65.0
Total organico® 1.5 20.0 25.0
H.O absorbida 1.5 10.0 10.0
Elementos traza: Sr** Pb
2 Zn? cu® Fe* etc ¢
Tamafio del cristal A 1,300 x 300 200 x 400 250 x 30

® peso (%)

® muestra en ceniza

¢ método infrarrojo

9 valores reportados en literatura

¢ principal componente organico: esmalte, no colagena; dentina y hueso, colagena.
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Sin embargo, la apatita es una definicion de estructura y no de composicién .
Cristalograficamente la estructura pertenece a un sistema hexagonal con un grupo
de espacio P6 3 / m , caracterizada por un eje de 6 dobleces perpendicular a 3

gjes equivalentes a angulos de 120° entre si (Le Geros, 1991).

Como ya se menciond, la unidad mas pequefia dei cristal da la hidroxiapatita de
calcio, HA, contiene 10 Ca, 6 PO, y 2 grupos OH. El arreglo atémico de esta
unidad muestra una organizacién espacial de los 4tomos de Ca, tetraedros PO, y

grupos OH con respecto a si mismos {figura i}.1).

Los iones OH se localizan en el centro de la celda unidad y son rodeados por dos
series de atomos de Ca (I} arreglados en un patrén triangular a nivel z=% y % ;
por dos series de tetraedros de PO4 también arreglados de manera triangular a
niveles z= 4 y % por un arreglo hexagonal de los atomos de calcio a distancia
(Figura 11.2) . Les 10 atomos de Ca son descritos como Ca (1) y Ca(ll) de acuerdo a
su entorno ; cuatro atomos de Ca (I) ocupan posiciones a los niveles z=0 y z= 2
seis atomos de Ca (I1) ocupan posiciones a niveles x=1/4 y x=3/4 en grupos de
tres. Los grupos OH mostrados como de una sola unidad en este arreglo estan en
realidad situados entre los triangulos imaginarios de Ca en un amreglo O_H_O_H

paralelo al eje c.

Las dimensiones de la celda unitaria de la apatita se describen porejes a, b,y ¢
(0.9422 y 0.6880 nm respectivamente en el caso de la HA mineral pura o por la HA
pura preparada por reacciones de estado sélide o por precipitacion y sintesis a
1100 °C). La unidad de celda se repite a si misma en tres dimensiones para formar

el cristal de apatita (LeGeros,1991).
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Figura 11.2. Esquema de la posicidn de los atomos de Ca, P, y OH en ia celda

unidad de la hidroxiapatita.

La no estequiometria y la asociacidn con algunos elementos traza de las apatitas
hiolagicas es de enorme relevancia para la investigacidn de biomateriales,
especiaimente los que son ufilizados en una amplia gama de aplicaciones

biomédicas como es e caso de la HA.

Segin Le Geros (1994) a causa de las diferencias en composicidn y su
heterogeneidad las apatitas biologicas deben de ser referidas como
“hidroxiapatitas impuras”, L.as apatitas biologicas son microcristalinas {(comparadas
con las apatitas minerales), de composicién variable y por lo tanto heterogéneas
dentro de cada categotia de los tejidos calcificados y atn dentro de cada tejido

varian por lo que su caracterizacion cristalo-guimica es sumamente compleja.
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Como ya se menciond, uno de los principales problemas es su no-estequiometria.
La relacion Ca / P muestra un rango de 1.54 a 1.73 comparada con el 1.67 de la
hidroxiapatita pura; la presencia de impurezas estructurales o de superficie como,
por ejemplo; Na*, Mg+, F', HPOs, Cos®, P.O;*, efc. y la coexistencia de
posibles precursores como el DCPD, OCP, TCP, ACP.

Uno de los aspectos en que todas las apatitas biol6gicas son similares es que
todas contienen carbonato en cantidades variables substituyendo al fosfato en la
estructura de la apatita. Difieren en el tamafio de los cristalitos, su forma y otras
propiedades fisico-quimicas como su susceptibilidad a la disolucion acida y
estabilidad térmica. Los cristales del esmalte dental son de mayor talla que los de
la dentina y el hueso, lo que se ve reflejado en sus patrones de difraccion de

Rayos X y espectro de absorcion infrarroja.
Basandose en el estudio de sistemas siniéticos, algunas de estas “impurezas”

estan asociadas presumiblemente en las apatitas biologicas de la forma en que o

muestra la tabla 1.2

Tabla 11.2. Posibles grupos de substitucidn en las apatitas bioldgicas

Cayg (PO4) & (OH) >
Sr, Na, CO; ClL,F
K, Mg, HPO, H-0
Z P07 COs

Z = Pb, Ba, Zn, Fe, y otros substituyentes catiénicos.
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Considerando a la apatita bioldgica como una hidroxiapatita de calcio, otras
“impurezas” pueden substituir al Ca** PO¥4, o al OH en tanto que ofras sdlo
pueden estar solamente unidas en la superficie. Basandose en observaciones de
sistemas in vitro, algunas de estas impurezas afectan su cristalinidad, morfologia y
parametros de red, dando como consecuencia una mayor o menor estabilidad a los
tejidos involucrados. El efecto de algunas de estas impurezas se describen a

continuacion provenientes de estudios in vitro (Le Geros, 1994).

Carbonato. Su incorporacion esta acoplada con una de Na’, en las apatitas
biologicas la substitucion es predominantemente de CQO; por PO4. La cantidad de
incorporacion del carbonato es influenciada por la presencia de otros iones como el
NA+, K+, Sr**, los dos primeros favorecen su incorporacion, en tanto que el Gltimo
la limita. La incorporacion del carbonato en la apatita causa reduccion en el tamafio
del cristal, cambios en la morfologia de agujas a cilindros, contracciénenelejeay
expansion de! c¢; causa inestabilidad guimica incrementando la solubilidad vy
disminuye la estabilidad térmica. Considerando solo al carbonato las diferencias de
cristalinidad entre el esmalte, el hueso y la dentina pueden explicarse por lo menos
parcialmente. La apatita con menos carbonato es la del esmalte, tiene mayor
cristalinidad que la que tiene mayor contenido de carbonato como son la dentina y
el hueso, también se puede explicar las diferencias de solubilidad en soluciones

acidas, siendo el esmalte el menos soluble de los tres (Le Geros, 1994).

Flior. En los tejidos humanos, apatitas de flior, Ca (PO, )sF2, se substituyen
cuando son ingeridas o aplicadas topicamente tanto en esmalte como en hueso. El
efecto observado, es el de un aumento en el tamafio del cristal, incremento en la
estabilidad quimica, es decir disminuye su solubilidad, e incrementoc en la
estabilidad térmica. En general se puede hablar de un efecto estabilizador en la
substitucion de la apatita bioldgica de F~ por OH’, por lo que se explica su efecto

terapéutico en el tratamiento de caries y osteoporosis (Le Geros, 1994).
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Cloro. Considerando que los fluidos biolégicos presentan en gran cantidad a este
ion, la pequena cantidad de este encontrado en las apatitas biologicas, sugiere que
se discrimina contra su incorporacion, lo que estd en marcado contraste con la
incorporacion del £~ ain cuando éste se presente en muy bajas concentraciones
en el medio. La substitucion es de Cao(PO4 )BCI"’. No se han observado efectos
sobre la cristalinidad a la incorporacion de! Cl-, sin embargo, se cree que las
apatitas que lo contienen deben ser menos estables tanto quimica como

termicamente que las de fitor {Le Geros, 1994).

Fosfato dcido, HPO3;. La no estequiometria de las apatitas biolégicas se ha
atribuido a su presencia, tanto de] unido en la superficie como del que substituye
parcialmente al PO,>. La incorporacion de HPO, por PO, causa expansion del eje
a y una ligera contraccion de las dimensiones del c. Por otra parte, el efecio directo
de la incorporacion del fosfato acido en las propiedades de la apatita no se ha
investigado {Le Geros, 1994).

Pirofosfato, P,O;* . Su presencia en las soluciones que forman apatita suprime el
crecimiento del cristal. Su presencia en los fluidos biologicos se ha asociado con la
inhibicidn de la formacién de calculos urinarios y dentales, sin embargo, atn no se
ha determinado si se presenta en superficie o en la estructura de la apatita (Le
Geros, 1994).

Estronio, Sr**. Substituye al calcio, y es uno de los constituyentes menores de
impurezas, en €l hueso se ha asociado con una menor solubilidad {LeGeros,
1994).

Otras impurezas. Cationes mayores que el Ca®', tales como el 8r**, Pb**, Ba®" se
pueden incorporar a la estructura de 1a apatita con mayor facilidad que los cationes
cuyo radio idnico es similar o menor que el del Ca?*, como el Na™, Li*, Mg #* y Zn*".
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La Gnica excepcion es el K* cuyo tamafio pertenece a la primera categoria su radio
ionico es mayor que el del Ca®*, pero su incorporacion es similar a los iones de la
categoria de un radio menor. Las substituciones de estos cationes mayores al

calcio causan la expansion esperada en los parametros de red (LeGeros ,1994).

Las desventajas de la HA son que tiene baja resistencia al impacto, falta de

reproductibilidad de propiedades, dificultad de procesamiento y fabricacion.

Su resistencia mecanica es de 14 Mpa y su resistencia a la flexion es del orden de
110 Mpa en pruebas de densificacién en barras de 4.8 cm. de largo, con seccién
transversal rectangular de § x 7 mm aplicando la prueba en cuatro puntos
(Thomas,1980).

La HA es quimicamente estable a temperatura y pH del cuerpo humano, 37°C, y
pH mayor a 4.2 alrededor de 7, respectivamente (Newman,1958). A bajas
temperaturas solo la HA vy el fosfato de calcic dibasice (DCP) pueden encontrarse
en solucion acuosa, la solubilidad de la HA se incrementa al disminuir €l pH (Diaz,
1998). La deshidratacién de la HA cuando se somele a tratamientos termicos en

ausencia de agua puede llevar a la conversion de esta fase a fosfato fricalcico.

Se sabe que a elevadas presiones de vapor ( Puzo = 6.5 x 10° Pa ), la estructura
de la HA se conserva por encima de ios 1000°C (Lacout, 1992). Aln a
temperaturas relativamente altas (aire, vacio y con un ambiente humedo en ambos
casos a 1300°C), la presencia de humedad promueve la estabilidad de la HA
(Thomas, 1980). |

Estequiométricamente ia HA calentada en una atmésfera seca es estable hasta
aproximadamente 850°C. Cuando es calentada en una atmosfera himeda, la HA
puede permanecer estable por arriba de los 1000°C con una presién atmosférica
de agua suficiente para producir esta estabilidad estructural (Ratner, ef af.1996).

3 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Arriba de los 1000°C ia forma estequiométrica de la HA se descompone a fosfato
de oxido de calcio (COP), CasO(P0y);, v u-fosfato tricélcico (a-TCP). A mayor
calentamiento el a-TCP se transforma a B-TCP, esta ultima transformacién se ha

reportado que ocurre a 1120°C (Fix Heymann, Heinke, 1969; Reverdy, 1969).
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CAPITULO IIl.- TECNICAS DE ANALISIS

|.os modemnos estudios de la materia viviente tratan de la compleja jerarquia ©
niveles de organizacion que van desde células, tejidos, o6rganos, etc. que
integrados dan por resultado las manifestaciones vitales del organismo. El estudio
de estos niveles esta limitado por el poder de resolucién de los instrumentos
utilizados. Asi el ojo humano sodlo puede resolver (discriminar) dos puntos
separados por mas de 0.1 mm (100 ym). La mayoria de las células son mucho
menores y necesitan del nivel de resoluciéon del microscopic optico (0.2 ym) para
ser estudiadas (De Robertis , 1887). En la tabla ill.1 se ejemplifica este concepto,
que fue el principio sobre el que se basé el disefio experimental de este trabajo de

tesis.

Tabla 11l.1 Muestra la dependencia del poder resolutivo de los aparatos y métodos

empleados en funcién del nivel estructural al que se pretende llegar en el estudio.

Dimensién Rama Estructura Método
0.1mm y mas anatomia drganos ojo y lente simple
100 a 10um citologia tejidos microscopia optica
menos de 1 nm ultraestructura disposicion de difraccion de Rayos
atomos X , microscopia
electronica
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Microscopia 6ptica (MO), electrénica de barrido {MEB) y analisis quimico por
espectrometro de dispersién de energia (ED3S).

El microscopio Optico consiste en una serie de lentes y en una fuente de
iluminacién. En principio se pretende contar con un sistema que focalice la luz, es
decir que recoja 1a luz proveniente de cada punto del objeto y la use para formar
una imagen. El sistema de lentes que esta cerca del objeto recibe el nombre de
objetivo y el que se encuenira en donde se coloca el observador se le llama
ocular. El objetivo forma una imagen real invertida y aumentada del objeto, ia cual
reside en el espacio sobre el plano focal de la lente ocular. Los rayos que divergen
de cada punto de esta imagen emergeran del ocular paralelos. El ocular aumenta
la imagen intermedia adn mas. Entonces el poder de aumento (PA) del sistema es
el producto del aumento lineal fransversal del objetivo, Mo y el momento angular
del ocular, Mae  esdecir: PA = (M) (MAe)

Las lentes tienen una distancia focal fija, el enfoque y la amplificacion se realizan
cambiando la posicidn del objetivo por medio del revélver (Yacaman,1995).

Los microscopios 6pticos, aunque tienen una organizacién estructural similar,
varian de acuerdo al sistema de iluminacién y / 0 a la disposicion del sistema
optico. Asi hay varios tipos de microscopios Opticos, entre los que se encuentran el
de campo claro (que puede estar basado en un sistema de iluminacién de tipo
Khéler), el de contraste de fases, el de luz polarizada, el de campo oscuro, etc.

En este trabajo se utilizaron los sistemas de campo claro y de campo oscuro.
El sistema de mayor uso es el de campo claro, en el cual, la imagen se forma a

partir de muestras coloreadas o que presentan contraste o color natural. La luz es

transmitida o absorbida por la muestra.
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En el campo oscuro, se utiliza un condensador toroidal que permite que la luz
incida de manera oblicua sobre la preparacion, creando un campo oscuro. La
muestra que intercepta la luz oblicua la hace incidir sobre el objetivo creando una

imagen con brillo sobre un fondo oscuro (Jiménez,2001).

Microscopia electrénica de barrido (MEB)

El microscopio electrénico consiste fundamentalmente en un candn de electrones
(fuente de iluminacién), lentes condensadoras, lente objetiva, lentes intermedias v
iente proyectora. La amplificacion de la imagen es llevada a cabo de la siguiente
manera: la imagen producida por Ia lente objetiva sirve como objeto para la lente
intermedia, la cual producira una segunda imagen, que a su vez es amplificada por

la lente proyectora para producir la imagen final en [a pantalla.

Cuando el haz de electrones interacciona con la muestra se producen varios tipos
de sefiales, las que nos permiten caracterizarla estructural y quimicamente. Estas
seflales son electrones retrodispersados, secundarios, absorbidos, Auger,
transmitidos y Rayos X . Los electrones retrodispersados y secundarios son la
fuente de informacién para la microscopia electrénica de barrido, nos dan
informacion sobre {a superficie de la muestra, permitiendo de este modo obtener
una imagen topografica de ella. La imagen en la pantalla de television del MEB es
un mapa de las intensidades de los electrones emitidos por la superficie de la
muestra de la misma manera en que la imagen del microscopio optico es uﬁ mapa

de ia luz reflejada de la superficie de la muesira en observacion (Yacaman, 1995).
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Analisis quimico por EDS

El espectrometro de dispersion de energia (EDS) es una técnica de microandlisis
quimico, que nos permite conocer que elementos y donde estén localizados en
una muestra ocbservada en microscopia elecironica de barrido (MEB). Esta técnica
es capaz de hacer una correlacion a escala fina entre el andlisis quimico y la
microestructura de la muestra dentro de una regién menor de una micra de

diametro (Yacaman,1995).

La técnica se basa en el “barrido” de un haz de electrones sobre la muestra, la
colisién resultante puede en algunos casos resultar en la emisién de un electrén
de los atomos de la muestra, el atomo puede regresar a su estado base, o a otro
estado de baja energia, emitiendo un electron de una capa superior o bien
emitiendo un foton. La emision de fotones produce un espectro caracteristico de
Rayos X, mientras que los electrones emitidos son conocidos como electrones
Auger. Ambos efectos son importantes para el microanalisis estructural debido a
gue sus energias son caracteristicas de los elementos que los emitieron, y es
precisamente la medida de estas energias lo que permite el analisis quimico de la

muestra (Yacamén, 1985).

Para excitar un atomo el haz electronico debe tener una energia mas alta que la
energia critica para sacar un electrén de un nivel dado. Por lo tanto, si el haz
electrénico tiene la energia suficiente para excitar a los electrones de la capa K de
un atomo es también capaz de excitar a los electrones de las capas L y M.

De esta manera las energias de los Rayos X caracteristicos son clasificadas de
acuerdo con el tipo de transicion que las provacan. Por ejemplo, los Rayos X “K”
resultan de una transicion de un electron de otro nivel hacia el nivel K, siendo lo
mismao para los otros niveles “L” etc. También existen subniveles de energia dentro
de los niveles K, L, M etc., y siendo que cada subnivel tiene diferente energia, los
Rayos X relacionados con éstos varian también ligeramente, estas variaciones son

35



tomadas en cuenta y por gj. los Rayos X “K” son subclasificados como Ka, K , Ky.

E! procedimiento normal para hacer el microanalisis de una muestra es comparar
la razdn de conteo de un elemento dado, primero a partir de un area de la muestra
y luego comparar con un espectro standard del elemento puro o de una aleacion
conocida. La razon de las intensidades, K, de los elementos de la concentracion
desconocida con las del standard es la medida experimental basica
(Yacaman,1995).

En el EDS se usa un detector de estado sdlido colocado cerca de la muestra, el
cual, al momento de su interaccion con los Rayos X, produce un pulso eléctrico
que es proporcional a la energia del Rayos X caracteristico. Conociendo el ntimero
de pulsos y su intensidad, puede medirse la energia de los Rayos X y la
composicién quimica de la muestra.

Cabe destacar que este tipo de analisis es puntual y que debe tenerse en
consideracion el tamafic del barrido asi como el grosor de la muestra entre otras
variables que pueden afectar los resultados, pero gue unida a otras técnicas como
la de difraccion de Rayos X nos provee de informacion muy valiosa sobre el

material que se esta investigando. (Boyde, 1996).

Rayos X

Los Rayos X son un tipo de radiacion electromagnética, cuya region en el espectro
electromagnético estad entre 0.05 y 125 KeV. La radiacion X se origina siempre
que una particula de muy pequefia masa y dotada de suficiente energia cinética,
choca con la materia. Parte de dicha energia se invierte en la produccion de Rayos
X a causa de la perturbacion que la colisién produce en el estado energético de los
atomos del material bombardeado. Las particulas bombardeantes mas eficaces, de
mas comoda produccién y mas faciimente controlables, son los electrones,
recibiendo el nombre de tubo de Rayos X el dispositivo experimental

correspondiente {Polonio, 1981). Los tubos de Rayos X actuales tienen un vacio
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permanentemente (10° mm Hg) y los electrones son suministrados por un
filamento de wolframio o tungsteno incandescente, que constituye el catodo, y son
acelerados contra el anticatodo por una diferencia de potencial de unos 20 a 100

kV entre catodo y anodo.

Cualquier especie cristalina produce siempre un diagrama de difraccion
caracteristico, y si la muestra esta constituida por una mezcla de diferentes
especies, el diagrama correspondiente manifestara la suma de los efectos de
difraccion individuales de cada una de ellas. El diagrama de difraccion puede ser
considerado por tanto, como la “huella dactilar” de la fase cristalina que lo ha
producido, pudiendo ser utilizado para su identificacion. Cada compuesto cristalino
tiene un diagrama de Rayos X caracteristico estos diagramas estan coleccionados
en las fichas y libros del “Joint Committee on Powder Diffraction Standards” y

agrupados en indices de compuestos organicos, inorganicos y minerales.

La caracteristica mas importante de este método de analisis deriva del hecho de
que la informacidn que proporciona se refiere en exclusiva a la fase cristalina,
integramente considerada, no en términos de los elementos que la constituyen, a
diferencia del andlisis quimico que sdlo proporciona informacion sobre los
elementos constitutivos de la muestra pero no de las fases en las que se presentan
(Mc Kelvey,1996)

En el difractograma, el proceso de formacion de los picos se debe a la intensidad
observada en las reflexiones de los diversos planos cristalinos. El haz incidente de
Rayos X se refleja especularmente en base al modelo de Bragg de acuerdo al cual
2d sen 8 = nA por lo tanto el Rayo X se difracta en forma caracteristica, si
medimos el angulo de difraccion y conocemos la distancia interplanar podemos

medir A y por lo tanto la energia asociada a esa reflexion.
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En la técnica de polvos cristalinos, la muestra es un polvo tamizado para que las
probabilidades de encontrar a cualquier plano en cualquier orientacion aparezca en
toda la muestra de manera que la informacion que se obtiene entre 0 y 80° en26
provenga de todas las orientaciones posibles que los polvos ofrecen. La resultante
son los diversos sistemas (hkl) del cristal (familia de planos) interfiriendo en forma

constructiva.

El difractometro de polvo de Rayos X, SIEMENS D-5000 con monocromador
secundario  utiliza radiacion CuKa. Es un equipo de alta sensibilidad vy
reproducibilidad; utiliza un microprocesados que controla la operacion del
difractdmetro en tiempo real. El microprocesador opera a través de comandos
enviados desde una computadora. Posee un paquete de software y accesorios que

permiten trabajar con peliculas delgadas y camara de alta temperatura.

ﬁ ‘ |
(\h=kk\ 8/ e////{
(hzxziz) Q h / .. ,W‘ldhk[
o ——— ’

Figura lll. 1. Esquema ilustrativo de la Ley de Bragg en donde se muestra como los
diversos sistemas (hkl) del cristal (familia de planos) interfieren en forma

constructiva.
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Andlisis térmico diferencial y termogravimétrico (DTA y TGA)

E! término de analisis térmico, cubre una serie de técnicas mediante las cuales es
posible determinar las propiedades fisicas y quimicas de un material o muestra,

como una funcién de la temperatura y/o el tiempo.

Las muestras para DTA y TGA se sujetan a programas de temperatura totalmente
controlados, dentro de un rango de temperatura preseleccionado que puede ser
desde el ambiente hasta los 1500°C, pudiendo programarse etapas de temperatura
constantes, enfriamientos y rampas de calentamiento. Las sefales obtenidas a
partir de estos procesos térmicos revelan el compertamiento de estos materiales.
Es asi como [z naturaleza cuantitativa del TGA entrega resultados precisos de una
reaccion donde esta involucrado un cambio de peso. En cambio el DTA registra
una diferencia de temperatura entre la muestra y un patron de referencia
totalmente conocido (Speyer, 1984).

La técnica de DTA se basa en el hecho de que cuando una substancia o material
es calentado, es decir se infroduce energia al sistema, ésta sufre reacciones y

cambios que involucran la emisidon o absorcion de calor (Speyer, 1904).

Como ya se mencion6, la temperatura del material que esta siendo analizado es
medida en relacién a un material de referencia, generalmente alimina cuyo punto
de fusion es de 2050°C vy que no pasa por transformaciones en el rango de
temperatura de interés. Tanto la muestra como el material de referencia se
someten al mismo régimen de calentamiento, y lo que se registra en el aparato a
través de termopares es la diferencia de temperatura entre ambas. Los
instrumentos de registro miden las diferencias entre ambas via voltaje a través de
las terminales de los termopares que estan en proximidad pero no en contacto con
ellas. Los resultados se muestran en forma de curvas térmicas. El eje “y” registra la

diferencia de temperatura (AT) entre la muestra y la temperatura de la referencia,
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en tanto que el eje “X” se registra la temperatura del sistema, en este eje es posible
equiparar la temperatura al tiempo ya que el sistema es sometido a un regimen de

calentamiento preestablecido (Speyer, 1994).

La cantidad de calor involucrada y la temperatura a la que los cambios toman lugar
son caracteristicos de los elementos individuales o compuestos, lo que permite
hacer su identificacion. Por otra parte, cuando la muestra sufre una transformacion
absorberd o desprenderd calor (reacciones endotérmicas y exotérmicas

respectivamente) lo que genera una curva caracteristica.

El area debajo de las graficas obtenidas a traves de esta técnica se relacionan con
el cambio energético de la muestra durante cada transformacion e integrando
podemos conocer la cantidad de calor involucrada ya sea éste emitido o absorbido
durante el proceso. A presion constante esta area fisicamente representa la

entalpia.

La velocidad del cambio a la que estas transformaciones toman lugar se determina
calculando la derivada, que con los aparatos de registro actuales y los programas
de computo puede ser registrada punto por punto, lo que nos proporciona un
registro exacto de lo que esta sucediendo en el material de estudio.

El analisis termogravimétrico (TGA) es el estudio de los cambios de pesc de un
espécimen como funcion de la temperatura. Este tipo de analisis se define como
un método de cambio dinamico de masa, donde la masa de la muestra es medida
como funcién de la temperatura, mientras la muestra es sometida a un programa
de temperatura controlado. De igual manera que en el DTA los resultados de los
aparatos de registro se obtienen a manera de graficas, en donde el eje “y" registra

ELg ]

el peso en porcentaje y el eje “x” la temperatura.
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Es importante recalcar que ia precision de los aparatos asi como su adecuada
calibracion son indispensables en este tipo de registros ya que los homos
utilizados para éstos, son casi siempre calentados por resistencias eléctricas v
para validar las temperatura termoanaliticas se debe mantener un controi estricto

sobre el regimen térmico ai que las muestras son expuestas.

La temperatura de inicio se especifica como la temperatura del hormo en cualguier
momento y es generalmente una isoterma o rampa de calentamiento lineal que
tiende a una pequefia oscilacidn cerca de la temperatura inicial sobre el control

encendido-apagado del horno. (Spever,1894: Reverdy, 1669; Gomez, 18997}

1600°C ceida
1200°C P

celda

Figura 1112, Esquema de hornos de DTA.
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Espectroscopia infrarroja (iR).

La espectroscopia se basa en que cada elemento quimico tiene una distribucion
electrénica caracteristica. La comparacién del espectro completo del elemento con
un espectro conocido simplifica su identificacién. Al excitar una muestra
desconocida mediante una fuente de energia, el analisis del espectrégrafo puede
determinar de qué elemento se trata. El andlisis espectral se basa en que la luz se
emite v se absorbe en unidades o corplsculos Hamados fotones o cuantos. La
energia de cada foldn es directamente proporcional a la frecuencia (v), por lo que
es inversamente proporcional a la longitud de onda A. Esto se expresa con la
siguiente férmula: E = hAh = hc/A  donde el factor de proporcionalidad h es la

constante de Planck y ¢ es [a velocidad de la luz en el vacio.

Los diferentes colores o longitudes de onda (y, por lo tanto las diferentes energias)
de los cuantos de luz emitidos o absorbidos por un atomo o molécula dependen de
la estructura de éstos y de los posibles movimientos periddicos de las particulas
que los componen, ya que estos dos factores determinan la energia total (potencial
y cinética) del atomo o molécula. Un &tomo esta formado por su nicleo, que no
contribuye a la emisién v absorcidn de la luz porque es pesado y se mueve con
mucha lentitud, vy los electrones gue lo rodean, que se mueven rapidamente en
multiples 6rbitas, el atomo emite o absorbe un cuanto de luz de un color
determinado cuando uno de sus electrones salta de una Orbita a otra. Los
componentes de una molécula son los ndcleos de los diferentes atomos que la
forman y los electrones que rodean cada nlcleo. La emisién y absorcion de luz por
parte de una molecula corresponde a sus diferentes modos de rotacion, a los
modos de oscilacion de sus nlicleos atdmicos y a los movimientos periddicos de
sus electrones en las distintas orbitas. Siempre que cambia el modo de oscilacion
o rotaéién de una molécula también cambian sus movimientos electronicos y se
emite o0 absorhe luz de un color determinado.
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Por lo tanto, éi se pueden medir las longitudes de onda de los fotones emitidos por
una molécula o atomo, es posible deducir informacién sobre su estructura y sobre
los distintos modos de movimiento periddico de sus com'pon'entes.ﬂ (Enciclopedia
Encarta, 2000).

La region del espectro elebtromagnético conacida como IR esta junto a la region
visible del espectro. Las ondas infrarrojas'a menudo se les conoce como ondas de
calor porque provocan esta sensacion en la piel humana y perque las fuentes de
estas ondas son usualmente sélidos calentados. Sin embargo, la descripcion mas
apropiada y exacta es infrarrojo. Esta region del espectro es de gran importancia
practica y tedrica a causa de su informacién definida sobre la estructura molecular.
En esta region se encuentran los espectros rotacicnales y vibratorios de las
moléculas, es decir, la manifestacién de los cambios en la energia rotacional y
vibraforia de las moléculas que se puede presentar bajo condicicnes de [a
interaccion de la radiacién infrarroja con la materia. Las frecuencias rotacionales y
vibratorias que se presentan y ofras cantidades observadas experimentalmente
son directamente dependientes de ciertaé constantes moleculares, por ejemplo, las
constantes de fuerza entre los atomos y los momentos de inercia cerca de ciertos

gjes. Estas constantes moleculares pueden ser calculadas en base a modelos.

La radiacidn infrarroja, igual que las otras regiones del espectro, se caracteriza por
su longitud de onda y el micrén (u) es generalmente usado como la unidad. Sin
embargo, también por convencidn.se utiliza otra unidad donde la radiacion se
caracteriza estableciendo el ndmero de ondas contenidas en un centimetro de
longitud. Este ndmero, el reciproco de la longitud de onda en unidades de
centimetros, es conocido como el nimero de onda, su unidad es el reciproco del
centimetro ( cm . La relacion entre el nimero de onda v y la longitud de onda A

es como sigue: v{cm’') = 1/ % cm = 1000000/ A p ).
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El ndmero de onda v no debe confundirse con la frecuencia v. Este ultimo tiene
dimensiones de tiempo reciproco y usualmente se mide en ciclos por segundo 0 en
unidades Hertz (1 Hz = 1seg” o una vibracion cada segundo). La relacién con la
longitud de onda es. A.v = ¢ donde c es la velocidad de la luz en el vacio. La
relacién entre el numere de onda y la frecuencia es: vV = v/c. Es decir, el nimero
de onda de una vibracion es J‘proporcionai a la frecuencia y el factor de

proporcionalidad es el reciproco de la velocidad de ia luz.

Debe considerarse que la frecuencia v es una constante fundamental para el
proceso, y la velocidad de la luz varia de acuerdo al medio en que la vibracion
tiene lugar, entonces, un niOmero de onda diferente y longitud de onda se
encontrardn para la misma vibracion de acuerdo al medio en que las medidas

experimentaies son tomadas.

La region del espectro puramente rotacional se encuentra en un rango de fongitud
de onda arriba de 50p (abajo 200 '} y el espectro de la regién fundamentalmente

\

vibracional va de 2.5- 25p (4000 a 400 *™"),

El analisis de las frecuencias que son. absorbidas por un sistema se hace
irradiandolo con todas las frecuencias del espectro y detectando cuales no lo
atraviesan o lo hacen en forma atenuada, para medir la potencia la luz emergente

de la muestra se emplea el espectrofotometro.

Basicamente, el espectrofoiémetro consta de una fuente de radiacién, ‘de un
sistema 6ptico que enfoca el haz sobre la muestra, de un monocromador que
separa los componentes de la radiacion (es decir, las distintas frecuencias) y de un
detector de intensidad de radiacion. El detector envia informacion de transmitancia
o absortividad al graficador, que la representa en funcion de la frecuencia
proporcionada por el monocromador. El concepto se ilustra en el siguiente

diagrama:
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Figu;'ra I11.3. Diagrama de espectrofoté'metro de radiacion infrarroja.

Los espectrofotometros infrarrojos detectan la radiacion, miden el efecto calorifico
producido por ésta al ser absorbido por el detector. Consecuentemente los
detectores IR son maquinas térmicas que convierten calor en otros tipos de
energia, otra caracteristica de los espectrofotémetros IR es la amplia zona
espectral en que se usan. Como en general no hay disponibles materiales gue
sean transparentes en todas las zonas, se usa un sistema Optico a base de
espejos y prismas de diversas substancias. Las fuentes de emision IR son
radiadores térmicos cuyas caracteristicas de emisién se aproximan a las del
cuerpo negro (espectro continuo de frecuencias, radiacion maxima y constanie)
( Schuiz, 1993).

Todos estos principios fisicos son la base del Procedimiento Experimental que se
describe a continuacién.
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CAPITULO IV.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Obtencidn de las muestras:

En este trabajo se procesd una mandibula humana con su denticion integra,
donada por el Departamento de Anatomia de la Facultad de Medicina UNAM, y se
caracterizé tanto antropologica como anatdomicamente. Posteriormente se realizod
el estudio ultraestructural, lo que definimos como un primer nive! de integracién ya
que se ha reportado que la estructura y organizacion de las HAs del esmalte dental
sufre cambios de organizaciéon deﬁendiendo de la edad de los individuos (Reyes
Gasga, et al. 1997).

La mandibula obtenida estuvo fijada con la integridad del cuerpo en una solucién

conservadora de cadaveres de:

formol 5%
propilenglicol 5%
isopropanol 10%
benzal 1%
acido fénico 5%
agua 74%

Fue procesada para estudios anatdmicos. Se obtuvieron solo las partes Gseas
mandibulares v se les tomaron fotografias observando la integridad dentaria y
mantenimiento 6seo. Ademas, se obtuvieron radiografias panoramicas en la
Facultad de Odontologia Departamento de Radiologia UNAM. Se tomaron
radiografias periapicales de ia mandibuia para ubicar ia posicidn dental y se cortd
en cinco secciones de acuerdo a las piezas de una raiz, (incisivos, caninos y
premolares), los segundos molares y los terceros molares, El equipo de Rayos X
para radiografias periapicales fue un Panorex 2 Keystone.

s
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Posteriormente se procedié a realizar los cortes gruesos con disco de acero en una
fresadora ARVORE a 130 rpm enfriandose la muestra con agua durante todo el
proceso.

Los cortes finos se hicieron con disco de diamante para las preparaciones en
microscopia electrénica y para la obtencion de polvos que después se utilizaron
para difraccion de Rayos X y los experimentos de DTA y TGA e infrarrojo. Estos
cortes se realizaron en el taller de instrumentos del IFUNAM.

Preparacién de muestras para MEB

El corte en forma de placa obtenido del tejido duro , se monto en un portamuestras
cilindrico para MEB. Se fij6 con cinta adhesiva de doble cara y se recubrié la
muestra con una pelicula de carbén en una evaporadora. Posteriormente se les dio
un segundo recubrimiento con oro para aumentar la conductividad de la muestra.
Estas muestras no fueron atacadas quimicamente ni pulidas o sometidas a
cualquier otro tratamiento, sino que se observaron en su integridad al MEB,
obteniéndose de esta manera el analisis quimico para cada una de las estructuras
analizadas. Se uso un microscopio JEOL JSM-5800 LV con un analizador EDAX —
DX PRIME integrado. Para ei recubrimiento de oro se utilizé un Sputtering Denton
- Vacuum Desk Il por 30 segundos. Estos equipos se encuentran el CIMAV de
Chihuahua, Meéxico.

Analisis quimico con EDS
La muestra preparada para MEB se analizé con el mismo microscopio que cuenta
con el dispositivo analitico integrado ya mencionado, barriendo ias muestras tramo

por tramo y obteniéndose la composicion quimica de las tres estructuras-

mandibuiares.
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Preparacion de muestras para difraccién de Rayos X.

Se tomaron tramos' del tejido duro a investigar (rama ascendente, hueso alveolar y
condilo ) y se procedié a su pulverizacién en un molino de bolas de agata marca
FRISCH. Se molié durante 15 minutos por cada muestra a una rotacion de 4.5, se
obtuvo un polvo fino que se tamizé con un tamizador de 200 mesh. Se uso un
portamuestras de calentamiento para un difractémetro de Rayos X, SIEMENS D-
5000 con monocromador secundario utilizando radiacion de Cu K alfa con un
‘rango de entre 2 a 80°. El rango de temperatura fue de 25 a 800 °C. La muestra se
proceso en vacio a una presién de 4.2 a 4.3 x10™ mBar permitiendo una hora de
estabilizacion antes de fomar los difractogramas para cada caso. Este equipo
pertenece al CIMAV de Chihuahua, México.

Tratamiento térmico de las muestras

Para el experimento de calentamiento del hueso alveolar la muestra se pulid y
desbastd la muestra con la técnica standard de observacién para MEB,
sometiendolo después a un ataque quimico con acido ortofosférico al 42% por 30
segundos y dando un lavado de agua destilada antes de proceder a su
observacion al microscopio Optico y su registro a través de fotografia.
Posteriormente se procedié al calentamiento de las muestras en un homo
LINBERG Sl B en un régimen de calentamiento de una hora por muestra en un
rango de 100, 300, 500, 700 y 800°C. Seguido a este tratamiento se documentaron
-los cambios en microscopia éptica en un microscopio Zeiss modelo AXIOTECH.
Despues se recubrieron con una pelicula delgada de carbon en una evaporadora a
un vacio de 50 militorr, para su observacion al microscopio electronico de barrido
(MEB), JEOL 5200 con resolucion de 30 amstrongs obteniendo también registro
microfotogréfico._ Este equipo se encuentra en el Instituto de Fisica de ia UNAM
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Muestras para DTA y TGA.

Para el analisis por DTA se utilizaron 5mg de polvo tamizado a 200 mesh de cada
una de las tres esfructuras mandibulares y fueron sometidas a una rampa de
calentamiento de 20°C/min durante una hora hasta alcanzar una temperatura de
600°C desde temperatura ambiente. Se us6é un aparato THERMAL ANALYSIS
SYSTEM de DUPONT mod. 910 DSC. Este equipo pertenece al Instituto de Fisica
de la UNAM. También se realizd un andlisis simultaneo DTA-TGA de las muestras
en un aparato T.A. instruments SDT (TGA-DTA), modelo 2960. Perteneciente al
CIMAYV, Chihuahua, México.

Muestras para espectroscopia infrarroja.

Una de las técnicas mas utilizadas en la preparacion de muestras solidas es la
molienda, método que se conoce como de talcos, los que se prepararon como ya
se describi6 en la seccién de muestras para espectroscopia de Rayos X.

Se emplearon de 10 a 14 mg por muestra para cada una de las estructuras
estudiadas. La muestra se coloca entre dos ventanas haciendo un “emparedado”
con una gota de medio de suspension, distribuyéndola de manera uniforme con un
ligero movimiento circular, de forma que sea ligeramente transldcida y sin grumos
ni burbujas, después se obtuvo el espectro de infrarrojo en un aparato Nicolet
modelo MAGNA IR 750 serie ll. Este equipo, también se encuentra en el CIMAV,
Chihuahua, México.
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CAPITULO V .- RESULTADOS

En la figura V.1 observamos la fotografia de la mandibula humana, objeto de
partida para este estudio, la cual fue caracterizada antropologicamente como
perteneciente a un individuo de sexo femenino de entre 16 y 22 afios de edad,
vista tanto de frente (A) y de perfil (B) en su integridad anatomica. Las flechas
indican las tres estructuras que se analizaron en este trabajo: cdndilo, rama
ascendente anterior y alvéolo del tercer molar. Esta es la pieza que se proces¢ de
acuerdo al procedimiento experimental comentado en el Capitulo 1V y de donde se
obtuvieron las muestras. Estas estructuras se muestran también- en la figura V.2,
vistas desde arriba en (A), en donde se puede apreciar la cavidad alveolar que se
procesq posteriormente para su estudio, y desde la parte posterior (B).

En la figura V.3 observamos una radiografia panoramica de la mandibula donde se
aprecia la insercién de los dientes, los condilos y la rama ascendente anterior,
aungue la estructura se muestra deformada por la técnica. Aqui también se indica
con flechas las estructuras de interés para este trabajo. Cabe mencionar que en
estas figuras se observa que el especimen tuvo en vida una dentadura sana y no

muestra lesiones en el hueso.

En la figura V.4 se muesira una radiografia periapical donde vemos la insercion
del tercer molar en al alvéolo antes de ser extraido para el estudio. Se sefiala con
una flecha el tramado del hueso trabecular o entretejido que rodea a la pieza

dental y que conforma en esta zona a la mandibula humana.
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Figura V.1 Mandibula humana utilizada para la obtencion de las muestras de estudio de
este trabajo de tesis. A) vista de frente, B) vista de perfil. Las flechas indican el condilo,
la rama ascendente y el alvedlo.




-
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Figura V. 2. Mandibula humana utilizada para la obtencion de las muestras. A} vista
por arriba, B) vista por abajo. Las flechas indican &l condilo, la rama ascendente y €l
alveolo
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Figyra V. 3 Radigrafia panorimica de mandibula humana utilizada para la obtencién de las muestras de este estudio en este
trabajo d¢ tesis. Las flechas indican el condilo, Is rama ascendente y el alvedlo. A pesar de la deformacidn que se muestra por
la técniga se puede observar que el individuo tenia una estruciura sana ya que no se muestran lesiones de hueso.
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Figura V.4. Radiografia periapical tercer molar. La flecha indica ¢} hueso trabecular que
rodea a las piczas dentales. Se puede apreciar la inscreién del tercer molar en el hueso
alveolar antes de ser éste extraido para el estudio,
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Microscopia optica.

Después del corte de la mandibula, las muestras fueron procesadas de acuerdo al
método de preparacion de muestras comentado en la seccion anterior. En la figura
V.5 se observa por microscopia 6ptica de campo oscuro al hueso alveolar antes de
ser sometido a tratamiento térmico. En (A) se indica el paso de un posible paquete
vasculo-nervioso, hueso laminar y un conducto de Havers. Lo mismo se observa
en (B), pero con mayor detalle ya que se trata de una imagen de estos conductos a
mayor amplificacion. En (C) podemos apreciar lamina cribiforme también a mayor
aumento, y una serie de perforaciones 0 poros correspondientes al paso de vasos
sanguineos gue irrigaban la zona (se indica uno de estos con una flecha). Lo
importante de esta figura es que presenta ias estructuras que conforman el hueso,
y que se han presentado esquematicamente en la figura 1.2, antes de cualquier

tratamiento térmico.

Microscopia electrénica de barrido.

Para una mejor descripcion de las estructuras morfolégicas de [os componentes de
la mandibula, la muestra se observd por MEB, ya que este es un equipo con mayor
resolucidon que el microscopio Optico. En la Figura V.6 se observa el condilo en
microscopia electronica de barrido, sin pulido previo y sin ningin otro tratamiento.
Se observa un arregio y orientacién muy definidos de iaminas empaquetadas
paralelas entre si correspondientes a columnas de colagena asociadas a la lamina
del hueso. También se puede observar la presencia de material amorfo, residuc
de, posiblemente, la colagena que forma el hueso.

En la figura V.7 observamos una microfotografia de MEB de la rama ascendente
obtenida con la misma técnica que la de la figura V. 6. En esta figura se observan
dos estructuras paralelas que pueden corresponder a dos laminas asociadas con
las partes de material organico amorfo indicadas por flechas.

La importancia de las figuras V.6 y V.7 es que nos indican ia disposicion del
material organico embebido en la estructura del hueso. Seguramente en el caso de.
las muestras analizadas se trata de entramados de fibras de colagena.

Ly
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Fagura V. 5 imég&ﬁas de microscopia éptsca de campo oscuro a ﬁafemmeg
ampificaciones gdel hueso alveclar antes del tralamiento térmico. Las flechas
indican en A} un posible pasc de paguete vasculo-nervioso, hueso laminar v
conducto de Havers, an B) se observa 10 mismo pero con mayor detalle por la
amplificacién; en C) se aprecia mina cribiforme, ias flechas indican el paso de

Vas0Ss sanguineos.
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Frgura V.6. Imagen de MEB de condilo. Obsérvese la estructura en haces que presenta
v ia presencia de material organico amorfo marcado por fiecha.

Tem=101m
A b : o A H T e R SRR
Figura V.7. Imagen de MEB de rama ascendente obsérvese la gran cantidad de material
amorfe, lo que no pemiite ver con definicidn la estructura, aunque se aprecia la presencia
de placas (indicadas por flecha)
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Analisis quimico por EDS.

Es imporiante destacar la utilidad que tiene un analizador de Rayos X
caracteristicos en un equipo de MEB. Esto nos permite conocer la composicion

quimica de la muestra bajo analisis.

En esta figura V.8 vemos el andlisis quimico del alvéolo obtenido er un
microscopio JEOL JSM-5800 LV con un dispositivo integrado EDAX-DX PRIME.

En esta figura se observa un espectro representativo de los resultados obtenidos
en las tres estructuras. En la figura se muestra que los elementos calcio, fosforo y
oxigeno son mayoritarios lo cual indica que el componente mayoritario en el hueso

es hidroxiapatita (la HA esta formada por Ca, P, O, e H).

En este casc el hidrogeno no es detectable por medio de esta técnica. Sin
embargo, la técnica EDS nos muestra claramente que esta HA esta contaminada o
contiene otros tipos de elementos como son el Mg, el Na, y Cl, los que por otra
parte se sabe estan presentes en el hueso para su mantenimiento y

funcionamiento, tal y como se comentd y discutio en el capitulo 1.
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EDAX ZAF Quantification {Standardless)
Eloment Normalized

Element W% Al%  K-Ratic Z A F

R 18.24  17.7% 0.0373 1.0658 0.341% 1.0005

0K 4l.05  53.5% (.1460 1.0414 0,341% 1.0001

Ca NaK 1.29 1,17 0.0083 0.9582 0.5584 1.0031

g Mgk 5,87 p.74  6.0087 0.BE%2 0,7758  1.0022
2 P X 16.38  11.03 0.1484 0.9463 0.$532% 1.004%9
oI 2.27 0.15 0.0024 0.9231 0,8566 1.0128

Ca¥  2%.51  15.87 O0.2787 0.$387 0.9914 11,0000

Total  100.00  100.00

100 2.00 300 A00 500 800 700 800 5.00

Figara V.8 Espectro de EDS mostrando ¢l andlisis quimico del alvedlo.
Eﬁe&@%ﬂﬁmcmmﬂﬁmwadem&mkmd&mmmsmﬁammﬁ%ﬂapmnmmade%m
técnica. Notese que ademas de los elementos de 1a HA,| se observan sefiales de C, Mg, Na v
Ul En la tabla se presentan los porcentajes, tanto en peso como atdmico, de cada uno de
los elementos mostrados en el espectro. Las columnas indicadas por las letras 7, A ¥ F son
los factores de correccion por nimero atémico (Z), absorcidn de rayos x (A) v fluoresencia
{F} para cada porcentaje. La columna K ratio es el factor de correccidn para relacionar la
altura de cada pico con la concentracién del elemento correspondiente.
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La tabla V.1 que se encuentra inserta en la figura V.8 nos indica la concentracion
de los elementos tanto en porcentaje atdbmico como de peso (columnas At% y wt%)
asi como el coeficiente K de correlacion entre la intensidad y la concentracion que
se calcula, este es un valor casi constante para los diferentes elementos. En el
caso de las columnas indicadas por Z, A y F se trata de los parametros de
correccion de los datos por nimero atémico (Z), por absorcion (A) y por
fluorescencia (F) respectivamente. En este caso lo que nos interesa analizar son
las columnas correspondientes tanto al porcentaje de peso atomico como de
concentracion de atomos respectivamente. La tabla V. 1 presenta los porcentajes

de los elementos obtenidos en cada una de las muestras.

Lo que se observa en la tabla V. 1 es una concentracion diferente de la relacion
Ca/P que se obtuvo (Tabla V.2) para cada una de las estructuras de la mandibula
que se estudio. Por ejemplo en el caso del céndilo tenemos una relacion Ca/P
det.62, en tanto que en la rama ascendente la relacion es de 1.41, y en el alvéolo
es de 2.03. Estos valores de la relacién Ca/P son importantes porque nos permiten
apreciar cual es la diferencia entre lo que vendria a ser la HA pura sintética, en la
cual la relacion Ca/P es de 1.67, con respecto a los valores que obtuvimos en ias

diferentes partes de la mandibula.

En la tabla V.2 podemos observar tanto las concentraciones en porcentaje atémico
como de porcentaje en peso para cada uno de los elementos que fueron
detectados. La relacién de composicion que se presenta se puede comparar con la
tabla 1.1 de composicion reportada para el caso del hueso, el esmalte y la dentina
que se présenta en €l capitulo Il de ESTRUCTURA DE LA HIDROXIAPATITA de
este trabajo de tesis. Claramente se puede observar que la relacion Ca/P
reportada para huesomes de 2.29 en tanto que para la dentina es de 2.08 y para el
esmalte es de 2.06. Esto nos da una fuerte indicacion del tipo y del porcentaje de
material de substituciébn que se presenta en cada una de las estructuras

analizadas.
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Tabla V.2. Resultados del analisis por EDS de las diferentes partes de la
mandibula estudiada. Se presenta los porcentajes en peso ( wt %) y en atémico
(at %) de los elementos cbservados en cada casc (figura V.8) y su desviacion
standard (DE). La razén Ca /P fue obtenida a partir de los porcentajes at % de Ca

y P presentados.
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Céndilo Ca/P= 1.62
Elemento Wit% (+ DE) At% (+DE)
Carbono 16.89 (10.86) 26.89 (14.88)
Oxigeno 35(11.11) 49.1 (5.78)
Sodio 1.03 (0.18) 1.28 (0.88)
Magnesio 0.44 (0.21) 0.37 (0.18)
Fésforo 12.01 (5.45) 8.36 (3.73)
Caicio 26.08 (6.12) 13.58 (4.97)
Cloro 0.27 0.16
Azufre 0.32 (0.09) 0.34 (0.23)
Rama Asc. Ca/P=1.41
Carbono 45.36 (30.99) 55.58 (28.38)
Oxigeno 32.89 (35.67) 10.98 (14.91)
Saodio 0.52 (0.18) 0.37 (0.19)
Fésforo 6.88 (7.15) 3.95 (4.32)
Calcio 12.63 (14.1) 5.58 (6.61)
Magnesio 0.37 (0.27) 0.04 (0.04)
Silicio 0.74 (0.63) 0.38 (0.26)
Alveolo Ca/P=2.G3
Carbono 30.67 (1.97) 39.86 (2.39)
Oxigeno 36.82 (1.3) 39.86 (1.81)
Sodio 0.84 (0.47) 0.63 (0.37)
Magnesio 0.41 (0.01) 0.29 (0.07)
Fosforo 11.21 (0.82) 4.2 (3.6)
Calcio 19.77 (0.14) 8.55 (0.02)




Tratamiento térmico.

Después de terminados el estudio de EDS, se sometio a calentamiento el hueso
alveolar a temperaturas de 100, 300, 500, 700 y 800°C, como se describid en el
capituio de procedimiento experimental, para registrar los cambios morfologicos a
nivel de microscopia optica y de MEB. En la figura V. 9 observamos 4 imagenes de
microscopia optica del hueso alveolar después de haberlo sometido a diferentes
temperaturas.

Aunque no se pude apreciar claramente en las fotografias, durante la
observacion al microscopio Optico se registraron cambios en la coloracién del
hueso que fueron desde el color crema, que se mantuvo hasta los 100°C, pasando
por un ligero tono grafito de los 300 a 500°C , en tanto que a 700 y 800°C las
muestras se tornaron de color blanco . En las imagenes se aprecia que a 100°C
existe hueso laminar y canales de Havers. A 300°C observamos fracturas, y el
mencionadoe cambio de coloracién se hace mas evidente hacia los 500°C en donde
notamos la desorganizacion de la estructura. En tanto a 800°C practicamente el
huesc lo observamos liso y s6lo mostrando conductos que probablemente
representan el paso de vasos sanguineos. En general la descripcion mas
adecuada seria la del progresivo alisamiento del hueso asi como los cambios de

coloracidn que nos indican la pérdida progresiva de materia organica.

En la figura V.10 observamos por MEB cuatro imagenes de hueso alveoiar
tratadas a 100°C. En (A) parece que el material ha sufrido una fractura lo que nos
permite observar el material organico, se puede apreciar claramente a mayor
aumento en (a) puenies de union de fibras de colagena, que se abren ante el
tratamiento térmico. En B y b se observa el mismo efecto.

En la figura V.11 se muestran cuatro imagenes del mismo hueso pero tratadas a
500°C. En este caso el cambio es realmente drastico comparado con la figura
anterior ya que no observamos ya fibras de material organico sino solamente el

‘esqueleto” donde estas fibras se albergaban. Aparentemente la parte orgénica va
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aflorando hacia las fracturas que sufre el hueso por efecto del calentamiento,
mostrando una morfologia sofisticada y dejando al hueso sin el sostén de la

colagena.

En la figura V.12 se muestra el mismo hueso a 700°C. Como ya se habia
comentado, los canales de Havers pierden definicion al tiempo que la muestra
sufre de deformacién debido a la pérdida de materia organica. En A) tenemos esta
vision panoramica en microscopia optica en tanto que en B y C) las imégenes de
MERB muestran ahondamientos en los canales:y no se observan restos de materia
organica, confirmandose a esta temperatura la pérdida de colagena que es la

columna de soporte de los huesos.

En la figura V.13 a 800°C se puede apreciar en A) el alisamiento de la superficie
del hueso aunado a la pérdida de definicion de los canales de Havers con fracturas
que en algunos sitios son mas profundas que otras. En B y C) las microfotografias
muestran al huesc extremadamente poroso con una gran cantidad de fracturas y
totalmente desprovisto de materia organica. Ademas, como ya se menciono, a la

observacion de esta muestra en el microscopio Optico su color es blanco.
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Figura V. 9. Imagenes de microscopia éptica de campo oscuro dal hueso alveolar
al ser sometido a temperaturas de: A} 100°C, 83300°C, Cy 700°C, D) 80O°C.
Notense los cambios tan drasticos qgue se presentan en 5}




Figura V.14, Imégenes de MEB del hueso alveolar despugs de calentarlo durante una hora a

alie

aj esunaamplificacién de la imagen mostrada en (A) y

b} es una amplificacién de (B). Notese la existencia de material organico dentro de las
fracturas. Las flechas indican las zonas que fueron amplificadas.
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Figura V.11, Imagenes de MEB del hueso alveolar después de calentarlo a 500°C durante
una hora. {a) es una amplificacion de la imagen mostrada en {A) y (b) es una amplificacion
de (B}. Notese los cambios producidos por el calentamiento al comparar esta imagen con la

mosirada en la figura V.11,
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fom= 2083 um

Figura V. 12, imégenes del hueso alveolar después de calentario a 700° C durante
una hora en: A) microscopia Optica de campo oscuro, B) y C) imagenss de MER,
Notense en A) ia presencia de fracturas y la deformacion de la estructura dabido al
calentamiento, en B) v C) va no se obseryan restos de materia organica,
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Figura V.13, Imdgenas del hueso alveolar después de ser sometido a iz
temperatura de 800 °C durante una hora. A) microscopia dptica de CAMPO GSCUrp,
B) y C) MEB. Ndtese lo siso que se presenta la superficie en A} v 1o boroso que se
presenta al ser observado en MER.

b&




Analisis por difraccion de Rayos X.

Los estudios de calentamiento se siguiercn a nivel atémico por difraccion de Rayos
X en las tres estructuras mandibulares. La difraccion de Rayos X muestra que en
los tres casos se trata de una hidroxiapatita impura. A medida que se eleva la
temperatura podemos observar un patrén general de cambio de intensidad en los
picos (altura) o bien un ligero desplazamiento en su posicion o que nos habla de
como se va modificando el material conforme aumenta la temperatura. Estos
cambios los podemos asociar con la pérdida de material organico, como lo

demuestra el experimento anterior en el hueso alveolar a nivel micrométrico.

En la figura V.14 se presenta un patron de difraccion normal (difractograma) a
temperatura ambiente (25°C) el cual a la indexacion se correlaciond claramente
con el de la hidroxiapatita por las tablas de JCPD. Debe hacerse notar que el pico
mas intenso y mas ancho es producto de la sefial proveniente del portamuestras
del aparato. Cuando esta muestra fue sometida a tratamiento térmico no se indica
un cambio o transformacién de fase, es decir la hidroxiapatita como material se
mantiene. Esto lo podemos visualizar claramente en la figura V.15 en la que se
muesiran dos espectros: uno a 300 y otro a 700°C. En este experimento
observamos que el difractograma muestra los picos de HA que se identificaron en
la figura V.15, pero la altura varia con respecto a la temperatura. En el pico
correspondiente a (221), si lo comparamos entre A y B, vemos un cambio de

intensidad, el que es mas notable aun en el pico (222).
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Figura V.14 Patron de difraccién de rayos X a temperatura ambiente del polvo proveniente
del condilo. La indexacién de los picos de este difractograma indica que se trata de los
planos de la celda hexagonal de la HA El pico indicado por la flecha proviene del material
del portamuestras del equipo de difraccion.

et ; ;;?j(}ga;

70



ua i
(222
1
(221)
! i T 13 |<"' | T { LA | AL _| 29
(222)
ua
B . @1
(221)
I
e e e B 0 U 2 B S e Bty o e L S b S B (LN B e S e S R S A B AN e 28
1] 25 38 35 413 45 5& 58 50 g5 5

Figura V.15 Difractogramas de rayos X de polvo proveniente del condilo a diferente
temperatura. (A) 300° C, (B) 700° C. Notese que no existe cambic alguno en la posicion de
los picos, solo en las alturas. Esto indica que no hay cambio de estructura, sélo un
reacomodo de los planos de la HA.
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Al hacer el estudio de Ia muestra a través de todo el rango de temperaturas (25 a
800°C) obtuvimos una modificacion en las intensidades, lo que se presenta en la
tabla V.3 que muestra la variacion de cada uno de los picos en correlacion con la
temperatura. Con el objeto de hacer méas claros estos cambios se graficardn los
picos correspondientes a los planos (211) (300) y (112) a diferentes temperaturas
para las tres estructuras de la mandibula (figura V.186).

En la figura V.16 A observamos que el pico (300) casi se mantiene constante a
diferencia del pico (112) cuyo descenso en intensidad es bastante notable. Lo
mismo se observa en V.16 B pero de manera mas clara. Vemos que todos los
picos disminuyen hasta una intensidad de 20 u.a. y luego tienden a permanecer

mas o0 menos constantes.

La figura V.16 C presenta la grafica con el mismo patrén de comportamiento ya
descrito para los dos casos anteriores.

Estos resultados se interpretan en el sentido de que lo que tenemos es un
reacomodo de planos, de tal manera que la hidroxiapatita no se modifica, pero si
tenemos un reacomodo estructural del ordenamiento del cristal. Lo que también se
interpreta como una muestra de la estabilidad de la HA del hueso en este intervalo

de temperatura.

Este reacomodo de planos lo podemos correlacionar con la pérdida prdgresiva de
material organico hasta que llega el momento en que sélo contamos con la parte
inorganica del hueso, lo que se apoya a nivel micrométrico con los cambios en la
morfologia ya descrito, ademas de lo reportado en la bibliografia.
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Figura V.1 b Representacion grafica de los datos presentados en la tabla V.3, Nétese los cambios
con relacion a diferentes temperaturas por las alturas de los picos (211), (112) y (300). Para el
condilo { A), rama ascendente (B), y alvedlo (C).
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Tabla V.2. Resultados del analisis por EDS de las diferentes partes de
la mandibula estudiada. Se presenta los porcentajes en peso (wt %) y
en atdémico (at %) de los elementos observados en cada caso (figura V.8)
y su desviacion standard (DE). La razon Ca /P fue obtenida a partir de los
porcentajes at % de Ca y P presentados.

Céndilo Ca/P= 1.62

Elemento Wt% (+ DE) At% (+DE)
Carbono 16.89 {10.86) 26.89 (14.88)
Oxigeno 35 (11.11) 49.1 (5.78)
Sodio 1.03 (0.18) 1.28 (0.88)
Magnesio 0.44 (0.21) 0.37(0.18)
Fésforo 12.01 (5.45) 8.36 (3.73)
Calcio 26.08 (6.12) 13.58 (4.97)
Cioro 0.27 0.16
Azufre 0.32 (0.09) 0.34 (0.23)

Rama Asc. Ca/P=1.41
Carbono 45.36 (30.99) 55.58 (28.38)
Oxigeno 32.89 (35.67) 10.98 (14.91)
Saodio 0.52 (0.16) 0.37 (0.19)
Fosforo 6.88 (7.15) 3.95 {4.32)
Calcio 12.63 (14.1) 5.58 (6.61)
Magnesio 0.37 (0.27) 0.04 (0.04)
Silicio 0.74 (0.63) 0.38 (0.26)

Alveolo Ca/P= 2.03

Carbono 30.67 {1.97) 39.86 (2.39)
Oxigeno 36.82 (1.3) 39.86 (1.81)
Saodic 0.84 (0.47) 0.63 (0.37)
Magnesio 0.41 (0.01) 0.29 (0.07)
Fésforo 11.21 (0.82) 4.2 (3.6)
Calcio 19.77 (0.14) 8.55 (0.02)
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Andlisis de DTAy TGA.

Siguiendo el estudio de los cambios en el material por el tratamiento térmico se
procedid a hacer pruebas de DTA y TGA de manera simultanea, como se muestra
en la figura V.17. En esta grafica podemos apreciar 2 curvas correspondientes a
cada uno de los experimentos realizados (DTA-TGA) en condilo (V.17A) En el
analisis termogravimeétrico la curva muestra la cantidad de materia que se esta
perdiendo durante el proceso de calentamiento correlacionada a su vez con el
analisis micrométrico. En el intervalo correspondiente de 100 a 200°C podemos
considerar que la pérdida de material es casi nula. Es decir, la pendiente que
pasaria de una recta en este intervalo seria casi paralela al eje horizontal, en ianto
que es de notarse qvje en el intervalo de 200 a 400°C la pérdida es la mas
importante del proceso lo que se demuestra por la pendiente de la misma donde
se aprecia una caida abrupta, estabilizandose nuevamente entre los 400 y 600°C
donde observamos un comportamiento con una pendiente menos importante, pero
que sigue siendo de pérdida notable. Entre 500 y 600°C la pérdida de material
sigue un comportamiento practicamente igual que en el intervalo de 100 a 200°C.
Otro punto que se puede apreciar en esta grafica es el porcentaje de la pérdida de
material el cual va desde el 94.29% hasta el 56.85 % lo que nos representa una
pérdida del 37 .44 %.

En la curva correspondiente al DTA las diferencias que notamos corresponden a la
diferencia de temperatura que se genera entre dos muestras es decir entre el
material de referencia y el hueso (alimina y hueso respectivamente) en donde
observamos nuevamente un maximo entre los 300 y 400°C que es justamente el
intervalo donde (a pérdida de materia es maxima. En el intervalo entre los 400 y
500°C observamos nuevamente que el material esta cediendo calor aunque de
manera menos importante. Ademas este pico muestra que el proceso que se
presenta en esta region es compietamente exotérmico, es decir el material esta

cediendo calor en comparacion con el resto del proceso. Por lo tanto, la
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interpretacion simultanea de estas dos curvas es la asociacion del maximo de
material perdido con el méaximo de calor necesario para que este proceso tenga
lugar. Por otra parte, el area debajo de la curva del DTA representa un proceso de

entalpia.

En la figura V.17 B se muestra el mismo experimento pero realizado en rama
ascendente. Aqui nuevamente el comportamiento es el mismo solo gue la escala
varia hasta llegar a los 1400°C, cabe notar que al ampliar el intervalo de
temperatura de registro se puede observar que hacia los 700°C ambos fendmenos
se estabilizan, es decir la pérdida de material es poca porque ya no hay material
organico y ademas la transferencia de calor con la muestra es ya sirn

trascendencia.

En lafigura V. 17 C se muestra el mismo experimento, realizado en alvéolo donde
el porcentaje de pérdida alcanza un 35.18% de la muestra. [.a tendencia en los tres
casos es la misma ya descrita para el caso del condilo, es decir la pérdida de
material organico se asocia siempre al maximo de calor de fransferencia para que

el proceso tenga lugar.

En la figura V.18 se presentan los resultados de otro experimento de DTA en el
que se puede apreciar la curva de enfriamiento lo que indica que el proceso, como
esperabamos, no es reversible, y nos indica que para el caso del condilo (A) y la
rama ascendente (B) la capacidad calorifica es aproximadamente la ‘misma, en
tanto que en el alvéolo (C) tiene una ligera diferencia que, como veremos mas
adelante, cobra importancia. En este estudio podemos observar que los picos de
las graficas estan a la misma temperatura en las tres estructuras estudiadas. El
hombro que se observa hacia los 455°C esta localizado en el mismo punto.
mostrando que el comportamiento del enfriamiento tiene poca diferencia en las dos .

primeras estructuras en tanto que difiere en el alvéolo.

76



Enla ﬁgUra V.19 se muestra el area debajo de la curva de DTA con el objeto de
medir con precision la cantidad total de calor transférido requerido en el proceso
exotérmico. Encontramos que las caracteristicas en estas graficas, solc muestran
diferencias en el tercer proceso {0 sea en al aivéolo C) donde tenemos una
pequefa variacién que en los otros dos casos no se observa. Las areas fueron
calculadas siguiendo el criterio de mayor area posible integrable mediante el
programa de computo ORIGIN lo que nos permite decir que la cantidad total de
calor transferido durante el proceso es para el caso del condilo A) (99.33) para la
rama ascendente B) es de 132.08 y para el alvéolo C) de 119. Fisicamente, estas
son las cantidades de calor total que toman parte en el proceso de la pérdida de

material que observamos en las gréaficas de la figura V.17.

En la figura V.20 se presentan las graficas correspondientes a las variaciones en
cada momento de la transferencia de calor calculadas también en ORIGIN como
derivadas. En las dos primeras condilo A) y rama ascendenie B) observamos el
mismo comportamiento, en tanto que la correspondiente al alvéolo C) observamos
que en la regién del DTA donde aparecia una pequefia “muesca” hacia lo 355°C
una variacién muy importante en la derivada, que se interpreta como una notable
variacion en la velocidad de transferencia de calor que en este momento ocurre,
indicando que esta sucediendo algo notable que no se presenta en los dos casos
anteriores. |
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Figura V.17 Representacion grafica de andlisis simultdneo DTA-TGA. Obsérvese que las tres
estructuras presentan el mismo comportamiento en ambos experimentos. A) condilo, B} rama
asrendente y C) alvedlo.
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Figura V.18 Representacién grafica del experimento de DTA de las tres estructuras
estudiadas. Obsérvese que se presenta la misma conducta de reaccién exotérmica. Notese
que la curva de enfriamiento indica que se trata de una reaccion no reversible. A) condilo,
B) rama ascendente y C) alvedlo.
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Figura V.20 Representacion grafica de la velocidad del proceso. Nétese como hacia
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que no se presenta en (A) condilo ni en (B) rama ascendente.
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En la figura V.21 se muesiran los resultados de la espectroscopia infrarroja. Aqui
se puede determ@gar con base a las tablas convencionales asignadas al infrarrojo,
que el pico mas importante observado que es a los 2350 cm” y que muestra que el
enlace OH del cristal es débil (tomado a temperatura ambiente). El espectro se
caracteriza en que de 500 a 1000 longitudes de onda (cm™) representa al grupo de
los fosfatos de la hidroxiapatita y los picos a 1500, 3000 y 3500 son el grupo
caracteristico de la enzima colagenasa 1a cual sigue el comportamiento tipico
mostrado por la curva de alta pureza de esta proteina.

Es de importancia notar que a 2350 (cm™') de frecuencia se observa el radical OH
de la hidroxiapatita y no en la colagenasa. Debe notarse también que en la rama
ascendente que se sometié a 1400°C no tiene radical OH lo cual indica una pureza
de fosfato tricalcico (TCP) después del tratamiento térmico, indicando ademas del
cambio de fase a esta temperatura que la atencion debe centrarse en la pérdida
del radical OH dei cristal. La parte izquierda que se observa en el espectro
corresponde a 1a parte organica del hueso.

La figura V.22 corresponde al espectro IR del esmalte dental humano sometido a
diferentes temperaturas (de 20 a 800°C) y es parte de un articulo en prensa del Dr.
R. Garcia-Garcia et al., quienes con el objeto de contribuir al conocimiento del
comportamiento térmico de ia HA nos proporcionaron este material ain no
publicado. En este espectro, podemos observar en el rango de 3000 cm™ de
frecuencia al radical OH, mismo que se pierde cuando alcanza una temperatura de
600°C. La presencia de los grupos fosfato de la HA se localizan en el rango de 500

a 1000 cm™' de frecuencia.
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GAPITULO VI.- DISCUSION

Como podemos observar en los resultados no encontramos ninglin cambio
estructural en el cristal de HA del hueso, salvo reacomodos de planos del cristal al
perderse matérial orgéanico. Esto indica que la HA del hueso mandibular es un
material muy estable. Lo que se confirma con la microscopia tanto éptica como de
barrido, ya que aunque observamos fracturas, deformacion en los conductos de
Havers y un alisamiento progresivo del hueso laminar aun persisten estas
estructuras a los 800°C de calentamiento, indicando la estabilidad del material
mineral del hueso como estructura de soporte del cuerpo. Estos resultados son
consistentes con los reportados por Holden et al. (1995), va que ellos también
registran fracturas y distorsién de! hueso y reportan que la combustién del material
organice sigue hasta los 400°C. A nivel micrométrico los cambios de coloracién
que estos autores reportan difiere sélo a los 200°C, donde refieren un color

anaranjado, en contraste con el color crema que observamos en el hueso alveolar.

También los rangos de temperatura reportados para la desnaturalizacion de la
colagena (Kronick ,1995), coinciden con nuestros hallazgos de fracturas a 100°C
en hueso alveolar. A esta temperatura observamos en las imagenes de MEB los
puentes de fibras de colagena que sostienen y dan soporte a la parte mineral del
hueso, v que a esta temperatura empiezan a desnaturalizarse dando como
resultade la fractura del hueso. No clvidemos que el cambio de fasé de la HA hacia
otro fosfato calcico, de acuerdo a su diagrama de fase, se da por arriba de los
1000°C. Por ofra parte, los resultados de los analisis del DTA indican cambios
importantes en el comportamiento del hueso hacia los 350°C en especial en el

hueso alveoclar.

Esto lo podemos asociar con pérdida de OH estructural en el cristal de la HA ya
que en estudios hechos en el cristal de HA del esmalte dental humano
ohservamos que hacia los 200°C éste cambia sus propiedades eléctricas de
aislante a conductor (Reyes-Gasga J., et al. 1999). La transicion de aislante a

&5



conductor del esmalte dental la podriamos explicar a través de que el cristal tiene
un calentamiento dual es decir, por una parte esta siendo calentado por la platina
del microscopio electronico y par oira parte recibe colisiones del haz de electrones
con el que es bombardeado haciendo que exista un efecto sinérgico o sumaterio lo
gue hace que a una temperatura menor se halla registrado el cambio. También la
presion a la que se encuentra la muestra en el microscopio electronico (alrededor

de 107 Torrs) tiene que ver con esta reduccidn en la temperatura.

La hipétesis de perdida de! radical OH estructural dei cristal se basa en los datos
reportados por el IR y hace reconsiderar la hipotesis de que la conductividad
eléctrica observada en el esmalte dental no solo sea de naturaleza idnica sino
electronica. Al perderse los OH del centro del cristal se propone que existe un
cambic en sus propiedades eléctricas. Cabe hacer notar que la pérdida de agua
estructural que se reporta en el cristal del hueso concuerda con los hallazgos
encontrados en el trabajo de tesis de Elson Sanchez P. (2000) en los que se
reporta que existen reflexiones prohibidas en el cristal de HA. Ademas destaca el
hecho de que los resultados mostrados en las figuras V.21 y V.22
correspondientes a hueso mandibular y esmalte dental humanos, muestran la
presencia del radical OH hacia los 2350 cm™ de frecuencia en el caso del hueso
detectandose en el mismo rango de transmision (3000 cm™) la presencia del
radical OH en el esmalte, el cual se pierde al aumentar la temperatura hacia los
600°C, mismo rango de temperatura al que se sometid el hueso mandibular; esto
permite suponer que también a esta temperatura se pierde el radical OH en el
hueso, datos que son apoyados por la ausencia del radical en la rama ascendente
que fue sometida a 1400°C. Por ofra parte, la parte izquierda del espectro (3000 a
4000 cm™) que se presenta en el hueso y que corresponde a la materia organica
no estd presente en el espectro de transmision del esmalie dental, datos que
coinciden con los reportados en referencia al contenido de materia organica de
ambas estructuras (LeGeros, 1994).
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Debe hacerse notar que las diferencias en los rangos de absorcion difieren
ligeramente debido a que en el caso del hueso la técnica esta registrando

absorcion en tanto que en el esmailte se registra transmision.

Se ha propuesto que es la parte mineral la que estabiliza a la colagena del hueso
(Kronick,1995). Esto es apoyado por los datos de difraccion de Rayos X que
muestran gue el cristal es estable al tratamiento térmico hasta los 800°C. Cuando
analizamos los datos del DTA en relacion a la velocidad de reaccion en el alveclo
vemos una caida drastica hacia los 360°C que es coincidente con el maximo de
perdida de material apoyado por los datos de termogravimetria que muestran que
el 35% del peso se pierde a esta temperatura y debemos recordar que el
porcentaje de materia organica reportado para hueso es de en 30%, la curva
regresa después de esta caida a la de comportamiento exctérmico. Esto sugiere
que después de esta temperatura el comportamiento de la curva se debe
exclusivamente a la hidroxiapatita, que a su vez es una conducta que muestra por
si misma en estado sintético al tratamiento térmico (Garcia-Garcia et al, 2001).

El porqué este comportamiento de caida abrupta no se muestra en las otras dos
estructuras estudiadas (céndilo y rama ascendente) se puede explicar en base a
un menor contenido de materia organica ya que se trata de huesos maduros, en
tanto que la muestra de polvo de hueso alveolar contiene principalmente hueso
inmaduro cuyo contenido en materia organica es mucho mayor. Esto indica que la
combustion de la parte organica s6lo contribuye en una parte del proceso en el
rango menor de los 400°C, en tanto que a partir de esta temperatura la conducta
de la grafica debe explicarse en base a la estructura de la parte mineral. Esto
coincide con los haliézgos en la hidroxiapatita sintética que muestra en DSC
(Garcia-Garcia et al. En prensa.), los cuales muestran el mismo comportamiento
que la curva de DTA integrada que presentamos es el capitulo anterior en las tres
estructuras de la mandibula. Es decir, el material orgéanico, sdlo contribuye de

manera parcial al procesoc, de ta! manera que a veces su contribucion puede
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quedar enmascarada. Lo que nos da una vision de las fibras colagena dando
soporte y direccion al sistema del hueso, en tanto que la parte mineral le

proporciona estabilidad y dureza al mismo.

La no estequiometria y la presencia de grupos de substitucion en el cristal de
apatita del hueso, es probable que le confieran de la variabilidad necesaria para
mantenerse interactuandc con los ofros sistemas de la economia del cuerpo en
homeostasis, es decir de una manera dindmica y no sélo como un sistema de
soporte y transmision de cargas. La hidroxiapatita, representando casi un 70% del
contenido de peso seco del hueso, es evidente que su asociacién con la materia
organica, es de vital importancia, ya que de ofra manera el sistema careceria de
elasticidad, lo que le daria al hueso un caracter rigido exponiéndolo a fracturas
constantes. Como se menciond en el capitulo Il el hueso es un material tipo
“‘composito” que esta sometido a las demandas funcionales del cuerpo, como tal,
podemos visualizar a la coldgena no sdlo como un sistema de amortiguamiento
sino como parte integral del mismo, ya que las mismas fibras se mineralizan para
conferir a la estructura de la elasticidad necesaria, al tiempo que esta

mineralizacidn confiere a la proteina de una mayor estabilidad térmica.

Por lo que respebta al cambio en la conductividad eléctrica observada en el
‘esmalte dental humano (Reyes-Gasga, ef al. 1993), vy habiéndose demostrando
que la HA de ambas estructuras presentan comportamientos similares en los
difractogramas de Rayos X, con solo reacomodo de planos en respuesta al
tratamiento térmico, se puede inferir que la HA de las tres estructuras
mandibulares estudiadas pueden presentar el mismo fenomeno. A pesar de las
diferencias del cristal, en los tres casos: esmalte dental, HA sintética y hueso
mandibular humano en cuanto a substituciones, tamaiio, oriéntacién,
estequiometria, etc., la similitud en el comportamiento térmico indicaria que se
trata de una cualidad intrinseca de la estructura de la HA, apuntando hacia el
centro del cristal, en el eje ¢ donde se encuentra el radical OH. Este resultado

dirige nuestra atencion hacia el centro de cristal, en el eje ¢ donde se encuentra el
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radical OH. Entonces, la conclusion necesaria es que el grupo oxidrilo es el
responsable de la respuesta térmica en los tres casos. De aqui se desprende la
necesidad de aislar la HA del hueso para su ulterior estudic de conductividad y la
de comparar con las pruebas de DTA y TGA hechas al esmalte dental; asi como
con los resultados mostrados en fa HA sintética (Garcia-Garcia, et al 2001).

Por otra parie, en ¢l caso del esmaite dental humano, la funcidon del cristal es
diferente a la del hueso ya que provee al diente de la dureza necesaria para
desgarrar y triturar alimentos, de ahi el bajo contenido en materia organica, lo que
explica en parte su mayor tamafio y definicion de cristaiinidad, como se observa en
la tabla 1.1 de este trabajo de tesis. En el analisis quimico, observamos que
contiene bajos contenidos de carbonatos, to que protégeria a la estructura de su
disolucién por los acidos y otros agentes degradadores que se encuentran en la
cavidad oral; lo que no sucede con el hueso cuya funcién es mas compleja ya que
interviene directamente en el metabolismo del cuerpo, es decir su funcidon es
dinamica, no sélo de proteccién. Desde el punto de vista fisiclogico, la parte
externa del cristal debe ser estable, porque los iones calcio intervienen en el
equilibrio metabdlico dei cuerpo. Se sabe que el hueso se desmineraliza para
proveer a la economia de sus demandas de calcio, por lo que la estabilidad del
cristal es importante que no se encuentre en el centro, ya que de otra manera la
estructura no proveeria del soporte necesario para soportar el peso y movimiento
del cuerpo. Asi, aunque se empleen iones de superficie del cristal, esto no
desequilibra al hueso. Podemos suponer que el cristal recupera estos iones, ya
que el cuerpo tiende a un status quo u homeostasis siempre.

También sabemos, que la osteoporosis y la caries se mejoran con la adicidén de
fldor en la dieta o tratamiento ectdpico respectivamente. LeGeros (1994), reporta
que esta substitucién se lleva a cabo o bien en los iones fosfato o carbonato, y en
el centro del cristal, lo que explicaria su variabilidad en cuanto a substituciones al
tiempo que continGa siendo estable, condicién que se reporta en este frabajo en
un amplio rango de temperatura (de 25 a 800°C). Indicando que este fendmeno es
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fundamental para la funcién tanto del huesc como del diente. También los analisis
quimicos obtenidos concuerdan con los reportados en |a literatura (LeGeros, 1984,
Holden et al. 1995) en donde encuentran Ci, Na, Mg, concordando con la idea
general que la HA del hueso  es una forma del cristal con substituciones e

impurezas.

Como consideracion final, se propone que a través del estudio de los cristales de
hidroxiapatita biolagicos, se pueda contribuir no sélo al desarrollo de biomateriales,
sino a la comprensién de las causas y desarrollo de las enfermedades que
involucren una disfuncién de los tejidos duros, abordando este estudio desde el
primer nivel de integracién: el comportamiento de la estructura cristalina del
material que representa el 70% del hueso, la hidroxiapatita.
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Conclusiones y Perspectivas

Los datos de espectroscopia de Rayos X muestran que el cristal de la HA de las
tres estructuras mandibulares es estable en el rango estudiado de 25 a 800°C
sufriendo sélo reacomodo los planos cristalinos.

Los datos de DTA y TGA sugieren cambios importantes hacia los 350°C en la
conducta térmica del material, lo que puede correlacionarse con fa pérdida de agua
superficial del cristal de HA a estas temperaturas y del radical oxidrilo y no sélo a la
pérdida de material organico. El analisis termogravimétrico comprueba la pérdida
de peso que consideramos corresponde a materia organica y en el estudio de
analisis térmico diferencial se correlaciona la energia necesaria para que se lleve
a cabo este proceso. Sin embargo, el hecho de que sea alrededor de esta
temperatura que todos estos cambios fengan lugar es sugestivo de existen

némenos gue requieren de mas estudio a nivei uitraesiructural.

Los estudios de microscopia tanto éptica como de barrido sélo confirman el hecho
esperado de que al aumentar la temperatura del hueso se presente la pérdida de
material organico con la consecuente presencia de fracturas y grietas en la
estructura que se presentan desde los 100°C.

Los datos de espectroscopia infrarroja muestran la pérdida del radical OH en la
rama ascendente y un cambio de fase a los 1400°C. El radical se encuentra
presente a temperatura ambiente en las tres estructuras estudiadas en el hueso

mandibular con esta técnica.

Finalmente, podemos decir que la HA del hueso mandibular estudiado muestra

substituciones e impurezas en el cristal, como o indican los datos de analisis EDS.
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Come consideracion final se propone separar para el estudio de una estructura tan
compleja como el hueso, considerada como material tipo “composito”, de sus

componentes organicos e inorganicos para describir su conducta individualmente.

En especial, seria interesante estudiar el comporiamiento eléctrico de la
hidroxiapatita del hueso mandibular de la misma manera que se hizo en el esmalte
dental humano, ya que ambas estructuras muestran durante el calentamiento
alrededor de los 300°C cambios similares en su comportamiento. Considetando la
estabilidad que ambas apatitas muestran en los patrones de difraccién de Rayos X
durante el calentamiento (con solo reacomodos de plancs cristalinos) y los datos
reportados en cuanto a sus diferencias estructurales, es importante encontrar los

puntos de coincidencia gue resultan en esta estabilidad entre ambas.

El estudio del hueso y en especial de la hidroxiapatita que lo forma es un tema
complejo y requiere del esfuerzo conjunto entre profesionales de distintas
disciplinas, como lo son la biclogia, la quimica, la fisica y la odontologia. Por lo que

enfatizamos la necesidad de un enfoque multidisciplinario para su estudio.
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V.14. Patron de difraccion de Rayos X a temperatura ambiente, del polvo
proveniente del condilo.

V.15. Difractogramas de Rayos X de polvo proveniente del condilo en: (A)
300°Cy (B) 700°C.

V.16. Representacion grafica de los cambios de intensidad en el patrén de
difraccion de Rayos X de los picos (211), (300) y (112), en las tres
estructuras estudiadas.

V.17. Graficas de andlisis simultaneo de DTA-TG en las tres estructuras
estudiadas: A) condilo, B) rama ascendente y C) aiveolo.

V.18. Graficas de resultados de DTA, mostrando curvas de enfriamiento en: A)
condilo, B) rama ascendente y C) alveolo.

V.19. Gréaficas que muestran el drea bajo la curva del experimento de DTA en:
A) condilo, B) rama ascendente y, C) alveolo.

V.20. Graficas que muestran la velocidad a la que se lleva a cabo el proceso
exotérmico mostrado en la figura V.20.

V.21. Espectrograma de absorciébn en infrarrojo de las tres estructuras
estudiadas.

Fig. V.22, Espectrograma de transmision en infrarrcjo de esimalte dental humano a

diferentes temperaturas.
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