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RESUMEN

La caries es una enfermedad muy particular de los tejidos dentales que aparece
cuando la presencia de ciertos microorganismos y sus productos metabdlicos
acidos disminuyen el pH del microambiente. Inicia como una lesién erosiva de la
superficie dental, la cual progresa como un proceso de disoluciéon. En la actualidad
los criterios mas empleados para el diagnostico de la caries son los métodos
convencionales: visual y tactil, lo cual sigue generando controversia respecto

hasta donde extenderse en el momento de hacer una preparacion cavitaria.

En el presente trabajo de tesis se estudian las caracteristicas estructurales y
quimicas de los polvos de esmalte y dentina de dientes humanos afectados por la
caries; se analiza ademas, el comportamiento térmico de los polvos al ser
calentados partiendo de temperatura ambiente hasta 500 °C. Especificamente se
desea conocer si las zonas pigmentadas en esmalte y dentina de dientes
afectados por una lesion de caries tienen una estructura y composicién quimica
diferentes a las zonas correspondientes en un diente sano. Contribuyendo junto
con diferentes técnicas de diagndstico a ser menos invasivo durante la

rehabilitacion dental.

Se usaron dientes sanos y cariados de personas entre 20 y 37 afios de edad los
cuales fueron extraidos por razones de tratamiento periodontales y ortoddnticos.
Las caracteristicas estructurales y quimicas de estos materiales son analizadas
por microscopia electronica de transmision (TEM), microscopia electronica de
barrido (SEM), espectroscopia por energia dispersa de rayos X caracteristicos
(EDS) y difraccién de rayos X (XRD). EI comportamiento térmico es analizado por
la técnica del analisis térmico diferencial (TGA) y espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR).
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Los resultados muestran diferencias entre los materiales afectados y los
materiales sanos, los cuales son mas marcados en la dentina. Estas diferencias
corresponden a tamafo de cristal y en la cantidad de agua y material organico
presente. Los resultados por TEM demostraron la disolucion parcial de cristales de
hidroxiapatita (HAP) con sustituciones de Na, Mg, Cl y C. Variaciones en forma e
intensidad se observan en las bandas de FTIR correspondientes a OH", CO3* y

PO,%.
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ABSTRACT

Caries is a disease of the dental tissues when microorganisms affect them. It starts
as a surface-erosion lesion and then, as demineralization progresses, develops
into subsurface lesions, but it always requires the establishment of the necessary
physicochemical conditions for mineral dissolution. The demineralization of human
tooth is mainly caused by exposure to acidic produced by bacteria. Today, visual
(color) and tactile (hardness) have been used criteria for the clinical assessment of

caries.

In this work, we analyze the structural and chemical characteristics as well as the
thermal behavior of carious affected (stained) areas of both enamel (powder
coming from both the dark and translucent zones) and dentine (powder coming
from both the inner and affected zone) and compared against those from sound
(healthy) teeth. Structural and chemical analyses were performed using Xx-ray
diffraction (XRD), energy-dispersive x-ray spectroscopy (EDS), TEM,
thermogravimetric analysis (TGA) and Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR). Thermal analysis was carried out by thermogravimetric analysis, Fourier
transform infrared spectroscopy and x-ray diffraction. The analysis was performed
using x-ray diffraction (XRD), energy-dispersive x-ray spectroscopy (EDS), TEM,
thermogravimetric analysis (TGA) and Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR).

The analysis carried out in this work for powders indicated important differences
among them and with powders from the sound dental material. These differences
correspond to the crystal size and the presence of organic material and water. The
sound enamel contains more water and more organic materials. In contrast, water
and organic material are less than expected in the case of carious dentine because
of the removal of the body of the lesion from the sample. Results also demonstrate

partially dissolved crystals of hydroxyapatite (HAP) with substitutions of Na, Mg, ClI
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and C, and a greater weight loss in carious dentine as compared with carious
enamel. A greater amount of thermal decomposition is observed in carious dentine
as compared with sound dentine, with major variations in the a-axis of the HAP unit

cell than in the c-axis. Variations in shape and intensity of the OH™, COs*~ and
PO4>” FTIR bands were also found.
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INTRODUCCION

La caries es una de las enfermedades mas comunes que afecta al hombre. No es
una afeccion mortal pero puede, sin embargo, causar episodios de dolor, estrés, vy,
ademas, la posible pérdida de la estructura dental. Esta pérdida puede ser limitada
a una porcion del diente o llegar a comprometer la vitalidad dental, terminando en
procesos mas complicados. La caries ha sido investigada con el objetivo de
comprender y en consecuencia abordar el problema de salud publica que conlleva.
No obstante que en todos estos afios de investigacion sobre el proceso de caries
se ha generado una gran cantidad de informacién, la caries es un tema que
continla generando interés y controversia debido en gran parte a las

caracteristicas propias del diente.

Se puede definir a la caries como una patologia compleja, la que una vez
establecida en el diente generard cambios en la estructura dental. Estos cambios
van desde efectos microscopicos hasta la destruccion macroscoépica localizada de
los tejidos dentales, los cuales son susceptibles a la accion de acidos producidos
por la fermentacién bacteriana de los carbohidratos. Los acidos producidos causan
una disminucion del pH de manera local por debajo de un valor critico en el cual la
hidroxiapatita (HAP) comienza a desmineralizarse y, por lo tanto, se presenta una
difusion de iones hacia fuera de la muestra. Si estas condiciones perduran,
eventualmente se forma una cavitacion. No obstante las diferentes clasificaciones
gue hay del proceso de caries (caries de puntos y fisuras, caries de superficies
lisas; caries rampante, de biberdn, entre otras.) se considera que el mecanismo

del proceso es similar en todos los tipos de caries.

Una vez establecida la lesion, el Unico tratamiento es restaurativo mutilatorio, lo
que implica sustituir el tejido perdido con algun material de restauracion. En los
altimos afios la odontologia de minima invasion, cuya filosofia es eliminar la menor
cantidad de tejido sin comprometer el éxito de la rehabilitacién, estd ganando

terreno. Un aspecto fundamental para el éxito terapéutico de la odontologia de
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Introducciéon

minima invasion es el diagnodstico preciso. En las Ultimas décadas se han
desarrollado varios métodos de diagndstico para la deteccion de la caries dental
como son la trans-iluminacion con fibra Optica, medicion de la conductividad

eléctrica y los métodos con laser fluorescente.

Otra herramienta en el diagnéstico de la caries es el uso de detectores de caries
cuyo objetivo es diferenciar mediante una tincién entre la dentina infectada externa
y la dentina afectada interna al momento de hacer la preparacion cavitaria. El uso
de estos detectores permite reducir el riesgo de eliminar innecesariamente tejido
dental sano. No obstante, recientemente se ha puesto en duda la especificidad de
éstos, considerando que en realidad se esta eliminando tejido dentinario que

puede ser conservado.

En la actualidad los criterios mas empleados en el diagnéstico de la caries
corresponde a los métodos convencionales: el visual y el tactil, lo cual sigue
generando controversia respecto hasta donde extenderse en la eliminacion de

tejido dental en el momento de hacer una preparacion cavitaria.
Lo anterior llevo a las siguientes preguntas de investigacion:

e ;Cudles son las diferencias estructurales y de composicién quimica
del esmalte y dentina afectados por una lesién cariosa con respecto

a los tejidos sanos?

¢:;De qué manera las diferencias existentes contribuyen al diagndéstico

en la practica clinica de minima invasion?

Por lo anterior, nuestro objetivo principal en el presente trabajo es el conocer si la
hidroxiapatita presente en las zonas pigmentadas del esmalte y dentina como
consecuencia de la lesion cariosa presenta algun cambio en estructura y
composicion con respecto a la hidroxiapatita presente en las zonas
correspondientes en un diente sano.

El procedimiento experimental seguido implicé el uso de molares y premolares con

lesiones cariosas obtenidos de diferentes individuos; en cada uno de ellos se llevo
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Introducciéon

a cabo la remocion de tejido reblandecido presente en la cavidad, de manera
similar a lo realizado en la clinica. Este material reblandecido corresponde a lo
denominado en la literatura como dentina cariada externa, misma que al ser
removida deja expuesta la dentina cariada interna. La dentina cariada interna
adquiere una pigmentacion generada por la presencia de melanoidina como
consecuencia de la lesion cariosa. En nuestro caso, para analizar la hidroxiapatita
contenida en la region pigmentada y eliminar los residuos de material organico fue
necesario separar esta zona del resto de la estructura dental para posteriormente
darle un tratamiento térmico. La informacion sobre la estructura de la hidroxiapatita
se obtuvo usando técnicas tales como microscopia electronica de transmision,
difraccién de rayos X (XRD) y espectroscopia infrarroja (FTIR), la cual también nos
da informacién quimica de la muestra. También se usé la técnica de
espectroscopia de energia dispersa de rayos X caracteristicos (EDS) para la
obtencion de informacion quimica de estos materiales. EI comportamiento térmico

fue analizado usando técnicas de FTIR, Termo-gravimetria (TGA) y XRD.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican claras diferencias asociadas a la
cantidad de material organico y agua en cada muestra. Las diferencias
encontradas en el material inorganico fueron el tamafio de cristal, las variaciones
en los pardmetros de red generadas por difusién de iones presentes, ademas de
las variaciones en la proporcion de los elementos que componen cada una de las
muestras. Estos resultados nos permiten resaltar la importancia de los criterios
gue deben de tomarse en cuenta durante la rehabilitacion de los dientes
lesionados en las diferentes etapas del procedimiento clinico, como lo son la
preparacion de cavidades, y rehabilitacion del diente con materiales adhesivos.

En el futuro sera conveniente disefiar compuestos que en su formulacion
contengan iones que influyan de manera conveniente en los parametros de red y
con ello se obtengan mejores resultados. También serd necesario hacer
formulaciones con iones especificos que sean capaces de formar cristales de

hidroxiapatita, y de esta manera regenerar el diente.
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Introducciéon

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, a pesar de los diferentes métodos auxiliares de diagnostico del
proceso de caries existentes, los mas utilizados siguen siendo el método visual y
tactil. Nos guiamos en las diferencias de color presentes en el esmalte y en la
dentina afectada para determinar hasta donde es conveniente extender la

preparacion.

Anteriormente se difundié el uso de soluciones pigmentantes o detectoras de
caries, las cuales permitian diferenciar entre una dentina cuya matriz organica
estaba degradada, incapaz de formar cristales de hidroxiapatita (HAP), y una
dentina cuya matriz organica conservaba sus propiedades. No obstante estudios
recientes indican que los detectores de caries nos son lo suficiente sensibles y/o
especificos [1- 4] para indicar que tan invasivos podemos ser al eliminar tejido

afectado.

Debido a la importancia en la odontologia actual a ser lo minimamente invasiva
durante la preparacién de cavidades y rehabilitacion del érgano dental afectado
por una lesion cariosa, éste trabajo tiene como meta el establecer si existen
diferencias estructurales y quimicas entre los tejidos sanos y aquellos que han
sido afectados por caries, especificamente delimitindose a analizar la zona
pigmentada del esmalte y dentina como consecuencia de la lesién incipiente (en el

caso del esmalte) o ya establecida (esmalte y dentina).

La pregunta a la que se pretende dar respuesta en este trabajo es hasta qué punto
el material inorganico presente en la zona afectada por la lesion cariosa es similar

o diferente al material inorganico que se encuentra en el tejido sano.
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Introducciéon

HIPOTESIS
El material inorganico que conforma las zonas pigmentadas afectadas por la lesion

cariosa del tejido dental humano presenta caracteristicas estructurales y quimicas
diferentes al material inorganico de las zonas sanas y estas diferencias se ven
reflejadas en el comportamiento térmico que presentan cuando estos materiales

se someten a un proceso de calentamiento.

OBJETIVOS
General:

Analizar las diferencias estructurales y quimicas de los polvos obtenidos de zonas
afectadas por caries del esmalte y de la dentina de la pieza dental humana y su

respuesta al tratamiento térmico.

Especificos:

« Caracterizacion estructural y quimica de los polvos de esmalte y dentina

tanto sano como cariado.

« Identificacibn de los elementos sustitucionales que existan en la

hidroxiapatita del diente como consecuencia del proceso de caries.

« ldentificar las diferencias del comportamiento térmico de la hidroxiapatita

del diente cariado y del diente sano.
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Introducciéon

JUSTIFICACION
La caries dental sigue siendo la patologia mas frecuente en la consulta

odontoldgica [5]. Actualmente el Unico tratamiento clinico que se realiza una vez
establecida la lesion es la eliminacion del material dafiado y sustituciéon con
materiales dentales de restauracion. Desarrollar métodos de diagnéstico asi como
técnicas restaurativas que nos permitan ser conservadores en la rehabilitacién de

dientes con una lesién cariosa siguen siendo temas de interés a investigar.

Cuando la caries se establece en los dientes se da de manera alterna un proceso
de desmineralizacion y remineralizacion, lo que ocasiona pérdida y/o sustituciones
de iones dentro de la estructura del esmalte y dentina, y lo cual puede también
generar diferencias estructurales y quimicas entre un diente que ha sido afectado

por caries y uno que no lo esté.

Una forma indirecta de analizar las diferencias estructurales y quimicas que
presenta el material inorganico de las zonas afectadas con caries con respecto al
material inorganico de las zonas sanas, es el observar su comportamiento bajo la
variacion de ciertos parametros. El parametro que hemos escogido en este trabajo
es la temperatura. De esta manera el someter el material cariado y el material
sano a un tratamiento térmico nos permitira deducir y estudiar sus similitudes o
diferencias, y correlacionar esta respuesta a sus caracteristicas estructurales y

quimicas.

La informaciébn generada contribuira a futuras investigaciones en el area de
biomateriales e ingeniaria biomédica en donde se comienza a tener interés en
desarrollar métodos que permitan construir estructuras similares a los prismas del

esmalte directamente sobre la superficie dental [6-7].
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Antecedentes

La propuesta en el ICW-CCT (International Consensus Workshop on Caries
Clinical Trials) en 2004 define a la caries dental como un proceso que envuelve un
desbalance de las interacciones moleculares normales entre la superficie y la sub-
superficie dentales y la bio-pelicula microbiana adyacente [8]. En el afan de

actualizar y unificar terminologia definen los siguientes términos:

Proceso de Caries ocurre como una interaccion entre la bio-pelicula y la superficie

y subsuperficie dental.

Lesiébn de caries es la manifestacion del estado del proceso en un tiempo

determinado.

Progresion _de la caries se da cuando el equilibrio entre desmineralizacién y

remineralizacion se pierde, permitiendo una pérdida de minerales [8].

1.1 Diagndéstico de la caries:

Para la odontologia de invasion minima (odontologia conservadora) el objetivo
principal es la maxima preservacion de tejido dental durante los procedimientos de
preparacion de la cavidad y su restauracion. El concepto abarca tanto los
procedimientos de tratamiento como el diagnostico precoz de la enfermedad,
riesgos y sintomas asociados, requisito ineludible este Udltimo para que el
tratamiento final produzca una invasibn minima y, en consecuencia, el minimo
trauma al paciente. Para lograr un diagnostico temprano se han venido
desarrollando algunas técnicas para el diagnostico de la caries como la trans-
iluminacion con fibra oOptica, la medicion de conductividad eléctrica y los métodos
de laser fluorescente [9]. No obstante, los métodos mas utilizados por el
odontélogo contindan siendo la inspeccidn visual, la exploracion tactil (explorador)
y los métodos radiogréaficos [2, 9]. Los criterios de diagnéstico a considerar en el

meétodo visual son: la pérdida de la translucidez, opacidad, cambio de color hacia
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Antecedentes

amarillo-marron presente en esmalte y dentina y, finalmente la formacion de
cavidad [10-13].

La ultima contribucion al criterio visual de diagndstico para la caries lo representa
el International Caries Detection an Assesment Criteria (ICDAS), el cual es
designado como método visual para la deteccion de la caries en fase tan temprana
como sea posible por medio de criterios de diagnostico visuales estandarizados.
Algunos de los criterios que se consideran incluyen el color de las piezas dentales,
la apariencia sin brillo y opacidad, el aspecto blanco, marron o ennegrecido de
algunas lesiones (figural). Este indice ha demostrado ser satisfactoriamente
sensible y especifico tomando en cuenta que un método de diagnostico ideal es
aguel que posee tal exactitud que sea capaz de detectar la presencia de la
enfermedad en todos los casos (100% sensibilidad) y la ausencia de la misma en

la totalidad de los casos (100% especificidad) [8].

k> L. . YIS i

Figural. Imagenes de lesiones cariosas en las que se muestran los criterios visuales
ICDAS sobre la caries. Permite al dentista numerar gradualmente el estadio de salud
dental estableciendo una escala del 0 (diente sano) hasta el 6 (cavitacion extensiva).

Pagina 9



Antecedentes

Al momento de restaurar al diente y hacer preparaciones de cavidades utilizando
los métodos convencionales anteriormente descritos, es importante que los
clinicos se apoyen de diversas herramientas que le permitan discernir entre el
tejido que debe ser conservado o cual se debe retirar. Un ejemplo son los
detectores de caries los cuales se introdujeron en el mercado hace 30 afios
aproximadamente. A lo largo del tiempo han tenido modificaciones en su formula
para hacerlos inocuos al organismo [8].

1.1.1 Detectores de caries

El principal objetivo en el tratamiento de la caries es la remocién del tejido
infectado evitando eliminar tejido sano y tratando de mantener la vitalidad pulpar.
Los detectores de caries se introdujeron con el fin de eliminar tejido sano pero a la
vez impedir que quedara dentina infectada ya que, de ser asi, seguiria

progresando la lesion (figura 2).

Figura 2. Imagen por microscopia de luz que muestra un primer molar inferior con una
cavitacion por caries. En A) se nota el color obscuro del detector de caries. En B) la
cavidad ya esté limpia de tejido dafado.

El uso de los detectores se basa en los siguientes principios:

La caries dental esta constituida por dos capas con una separacion bien definida.
La capa externa la constituye un tejido no vital, con un gran porcentaje de

bacterias, restos de componentes inorganicos asi como proteinas
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Antecedentes

desnaturalizadas. Por lo tanto la estructura presenta una degeneracion

irreversible.

La capa interna la constituye un tejido vital, también con componentes organicos e
inorganicos, pero la estructura organica presenta una degeneracion reversible, la
presencia de bacterias puede ser minima o estar libre de ellas. Es decir, mantiene
basicamente una estructura similar a la de la dentina normal y, por lo tanto, puede
ser conservada. La aplicacién de una solucion que consiga tefiir sélo la capa
infectada permitira eliminarla respetando la capa externa. Para tal fin se dispone
actualmente de diferentes marcas comerciales que ofrecen detectores de caries.
Todos ellos se basan en el mismo principio de las dos capas y se utilizan de la

misma manera.

La técnica de aplicacion es la siguiente: se coloca una gota de detector en la
cavidad o en una torunda de algodén y se empapa la cavidad dejando que actlue
durante 1 minuto; posteriormente se lava bien con jeringa de agua y aire. La parte
de dentina que permanece tefida de color intenso es caries remanente y debe ser
eliminada. Una vez eliminada se vuelve a aplicar el detector. La parte de dentina

que queda débilmente tefiida no se tocara.

Es deseable que todo método de diagndstico tenga un bajo indice de falsos
positivos con el fin de evitar el sobre tratamiento. Por lo que se refiere a los
detectores de caries, se ha visto que no toda la dentina tefiida esta infectada [8].
Por otro lado, la ausencia de tinciébn tampoco descarta la presencia de bacterias.
La causa de ello radica en que los detectores no tifien bacterias, sino la matriz
organica de la dentina hipocalcificada. Por ello la dentina cercana a la pulpa y
situada en las inmediaciones a la union amelo dentinaria tienden a ser tefiidas en

dientes sanos.
1.2 Proceso de caries

Constantemente se hacen estudios con el fin de entender el proceso de caries y

todo lo que implica, pero este proceso es complicado. Algunas razones de esta
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complicacion se encuentran en las dimensiones del tejido, que es muy pequefio y

la estructura compleja del diente [4].

A lo largo de los afios de investigacion del proceso de caries han surgido diversas
teorias con el objetivo en comun de explicar el proceso de caries. Estas teorias
difieren con respecto a los factores que inician la destruccion de los tejidos; sin
embargo, coinciden en que para que se desarrolle la enfermedad necesariamente
debe darse la disolucion del esmalte [14]. Las bacterias S. mutans, S. sobrinus y
Lactobacillus spp entre las mas de 500 especies en la placa producen acidos
organicos como producto del metabolismo en la fermentacion de los
carbohidratos, lo que genera un decremento del valor del pH local por debajo del
punto critico con un valor entre 5.5- 4.5 para la HAP, resultando en una
desmineralizacion de los tejidos dentales. Si la difusion de fosfatos, carbonatos y
calcio hacia fuera del diente es continuo, eventualmente se forma una cavitacion
en el lugar [9, 15-18], pero si la remineralizacién es mas rapida que la disolucién,
el desarrollo de la caries es lento o incluso se detiene. En tales casos la
precipitacion de los cristales ocurre en los tubulos después de que el proceso

celular se retrae [16, 19].

Las propiedades fisicoquimicas de los tejidos dentales determinan su solubilidad
en ambiente oral. Esta propiedad es de suma importancia con referencia al
iniciacio de la caries, el proceso de remineralizacion y uso de modelos de
laboratorio para desarrollar lesiones similares a la caries in vitro. La presencia de
carbonato en dentina y esmalte es algo conocido pero que muchas veces es
ignorado en el intento de definir la solubilidad de estos tejidos [20]. Otros
elementos que influyen son las llamadas impurezas: flior, cloro, sodio, entre otros.
La proporcion de estas impurezas varia de persona a persona incluso de un diente
a otro y debido a que estas impurezas pueden influir en la solubilidad del esmalte

es que la solubilidad no tiene un valor fijo.
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Cuando la HAP esta en contacto con el agua la siguiente reaccion ocurre:

Precipitacion Disolucion

Ca,p(PO,)(OH), 10 Ca?* + 6P0O,>+20H"

EREY

Sélido Solucién

Una pequefia cantidad de HAP se disuelve liberandose calcio, iones hidroxilos y
fosfatos. La solubilidad de la HAP es totalmente dependiente del pH, a un pH 7 la

solubilidad de la HAP en agua es de 30mg/L, mientras que a pH 4 es de 30g/L.

Hay dos razones por las cuales se incrementa la solubilidad del esmalte en acido.
Primero, los iones de hidrégeno son removidos de los iones hidroxilos para formar

agua.

H*+ OH- H,0

El producto de [H][OHT] en agua es igual a 10-14 (mol/L). Por lo tanto, como el
[H'] incrementa en una solucién &cida, el [OH7] deberia disminuir en una manera
reciproca. Segundo, el fosfato inorganico en saliva esta presente en 4 maneras
diferentes: HsPO4, H,PO.,, HPO,*, PO,* y las proporciones dependen totalmente
del pH.

La reversion de una caries incipiente permite cambiar paradigmas en cuanto al
manejo de la caries generando un gran interés en desarrollar nuevas y mejores
terapias de remineralizacion. Las Ultimas investigaciones se enfocan en realizar
preparaciones que contengan calcio tal como fosfato de calcio amorfo (FCA) y

derivados de la caseina (productos comerciales) [9].
1.2.1 Caries del esmalte

El proceso que se da en el esmalte puede ser considerado exclusivamente como
un proceso quimico debido a que es un tejido acelular por lo que las medidas
reparativas implican cambios en el ambiente quimico local. Ademas el proceso
destructivo se da por episodios que pueden ser mas o menos continuos. Debido a

ésto el ambiente debe estar constantemente ajustado para fomentar la
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remineralizacion [14, 21]. Durante su progresion en la lesidon cariosa se identifican
algunas zonas con caracteristicas especificas. Tomando como referencia y punto
de partida de la superficie del esmalte y avanzando hacia dentina,
histolégicamente estas zonas se distribuyen de la siguiente manera: zona
superficial, cuerpo de la lesion, zona obscura y zona traslicida. Una ligera
remineralizacion se da en la zona obscura. El cuerpo de la lesion corresponde a la
zona mas amplia y donde la desmineralizacion y destruccion son mayores. Si la

desmineralizacion continlia, eventualmente se formara una cavidad.

P

Zona superficial - Cuerpo de la lesion

Zonade
desmineralizacion
(zona oscura

Zona de esclerosis
(traslucida)

Dentina terciaria |

Figura 3. Imagen de una lesidon de caries establecida en esmalte y dentina. Se aprecia la
pigmentacion caracteristica de la lesién asi como la localizacién de las diferentes capas presentes

en la lesion.

Previo a la formacion de la cavidad, el proceso de caries se considera reversible
(remineralizacién) en su estado incipiente, pero una vez establecida la cavidad no

es posible una regeneracion.
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1.2.2 Caries de la dentina

La caries dentinal ha sido clasificada por técnica clinicas y de laboratorio [22, 23].
De esta forma se describen dos capas alteradas: una capa externa (o infectada) y
una capa interna (afectada). Cada capa es dividida en diferentes zonas: zona de
destruccion, zona de penetracion bacteriana y zona traslicida; siendo esta Ultima
el frente de avance de la lesion cariosa (fig. 3). En la zona de penetracion
bacteriana hay una gran concentraciéon de microorganismos Yy, finalmente, en la

zona de destruccion, la dentina esta descompuesta [24].

En la lesion cariosa es posible detectar una pigmentacion amarilla-parda de la
matriz organica. El pigmento es extremadamente insoluble en los solventes
comunes (agua, acetona, etanol y tolueno entre otros) y esta limitada a la parte
organica de la estructura dental. Una vez aislada se identificO que su composicion
quimica base corresponde a una melanoidina formada como resultado de la

interaccion entre carbohidratos y proteinas [25].
1. 3 Estructuray composicion del esmalte:

El esmalte es un tejido acelular compuesto un 95-96% por hidroxiapatita (HAP); el
5-4% restante consiste de restos organicos y agua [26]. La parte organica
corresponde principalmente a proteinas (enamelinas, amelogeninas, tuftelinas y
fosfoproteinas), y en menor proporcion a lipidos, iones de citrato y lactato [14, 27,
28]. La amelogenina tiende a disminuir conforme el esmalte se va formando y
madurando, siendo la enamelina la que mas se conserva entre los cristales de
HAP. ElI componente de agua estd asociado parcialmente con el contenido
organico y con el cristal de hidroxiapatita. Se cree que ambos componentes tienen
un papel importante en la disolucion y remineralizacion de las apatitas biologicas
ya que permiten la difusiéon y almacenaje de iones involucrados en este proceso
[27].

La HAP bioldgica (i. e. la HAP que se encuentra en el esmalte, dentina y huesos)
puede presentar una serie de variaciones en su estructura originadas por

sustituciones o inclusiones de iones, los que a la vez tienen un efecto directo en el
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comportamiento de la HAP con respecto a solubilidad, resistencia, dureza,
conductividad, tamafio y morfologia del cristal (y por lo tanto la disponibilidad del
calcio) etc. Siendo los elementos constituyentes principales de la HAP Ca**, PO,*
y OH" [5, 27, 29, 30], los iones encontrados en el esmalte son F’, CI', COs*, Na*y
Mg**. Los iones de K no parecen tener una distribucién muy especifica. Debido a
esta no estequiometria, la composicion exacta y estructura de la fase mineral del
esmalte es muy diversa. Sin embargo, la apatita del esmalte es considerada una
apatita carbonatada ya que la impureza que se encuentra en mayor proporcion es

el ion carbonato, el cual esta localizado en el sitio tetraédrico del PO,4[31].

El contenido de carbonato en el esmalte es de 3.5% en peso y 5.6% en peso en
dentina [4]. En la estructura de la HAP el carbonato puede ocupar dos posiciones:
puede sustituir al grupo hidroxilo, denominandose apatita carbonatada tipo A, o
bien puede sustituir al grupo fosfato, denominandose apatita carbonatada tipo B.
Ya que el ion carbonato es mayor que el i6n hidroxilo, éste ocasionard una
expansion del eje a cuando se presenta esta sustitucion, mientras que la
sustitucion del i6n carbonato por el fosfato, de mayor tamafio, producird una
contraccion del eje a [32, 33]. Margolis y Moreno han obtenido valores estimados
del producto de solubilidad del esmalte considerando las posibles sustituciones
[34]. Esto es importante debido al efecto que puede darse en las fases de

remineralizacion del esmalte posterior a la disolucion de los acidos [34].

Los cristales de HAP en el esmalte tienen un tamafio promedio de 50 nm de
longitud, estan arreglados de tal manera que su eje c es paralelo al eje ¢ de los

prismas del esmalte en su centro [14].
1.4 Estructuray composiciéon de la dentina

La dentina contiene 70-75% de HAP y 25-30 % de material organico y agua. El
contenido de material organico corresponde en un 90 % a proteina colagena tipo |
y 10% de proteinas no colagenas (fosfoproteinas fosforiladas, osteocalcina,
glicoproteinas). La dentina humana, a diferencia del esmalte, esta constantemente

en formacion.
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La dentina es un complejo compuesto por las siguientes estructuras: 1) tubulos
altamente orientados, 2) zona peritubular altamente mineralizada rodeando los
tubulos dentinarios embebida en una matriz intertubular, 3) colagena tipo | que
secreta la matriz precursora de los cristales de HAP, 4) fluido dentinal. El tamafio
de dichos cristales es aproximadamente de 10 nm. Se considera que la HAP
presente en la dentina es también deficiente en Ca, la cual contiene diferentes
cantidades de iones HP,* y CO3?%, siendo la cantidad de COs* mas grandes en
dentina que en esmalte [35]. Este mayor contenido de carbonato le hace mas

vulnerable a ataque carioso.
1.5 Hidroxiapatita:

La hidroxiapatita (HAP) es un fosfato de calcio con una estructura hexagonal cuya
formula es Cajo (PO4)s (OH), [36]. La HAP es el principal componente inorganico
de los tejidos mineralizados del cuerpo, de ahi el gran interés en los Ultimos afios
para aplicaciones como biomaterial [37, 38]. La composicion estequiometrica de la
HAP del esmalte y dentina no corresponde a la formula quimica Cajo (PO4)s (OH)2
de la HAP sintética, debido a que muchos elementos, tales como Mg, Na y Cl son
incluidos en la celda unitaria. De hecho muchos autores sugieren que es esmalte

dental es una HAP carbonatada y deficiente en calcio [38-40].

Los cristales de HAP pueden tener una celda unitaria hexagonal (fig. 4) o
monoclinica. La forma hexagonal es la mas observada en las apatitas biologicas
[41]. En el caso de la hidroxiapatita que conforma los dientes, los estudios de
microscopia electrénica de transmisién han demostrado que ésta corresponde a

una celda unitaria hexagonal [42].

La estructura de la HAP hexagonal tiene los calcios y los grupos hidroxilos
localizadas en canales paralelos. La sustitucion de iones puede ocurrir
rapidamente en estos canales, y esto puede contar para el alto grado de
sustituciones que se observa en ésta. Estas son las principales razones por las

gue normalmente la HAP hexagonal es una fase no estequiometrica.
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z (c)

Figura 4. Esquema de la forma hexagonal de la hidroxiapatita, mostrando su

orientacién con respecto al eje ay c.

El estudio de la estructura y composicion quimica de la HAP del esmalte y dentina
son necesarios para caracterizar y entender las propiedades de estos tejidos.
Recientemente en un estudio realizado en el Instituto de Fisica de la UNAM se
demostré que el esmalte dental presenta propiedades de conductividad eléctrica
alrededor de 300°C, demostrando asi que el esmalte dental presenta una
transicion de aislante a conductor. Esta transicion es reversible, ya que al
momento de enfriar la muestra de esmalte, éste vuelve a su estado de aislante.
Experimentos adicionales han demostrado que se debe este cambio al movimiento
de los iones OH' los cuales son arrancados facilmente de la estructura de la HAP
[42].
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2.1 Microscopia Electronica de Transmisiéon (TEM) y de Alta Resolucién
(HRTEM)

El microscopio electrénico es un equipo que funciona en forma analoga a un
microscopio de luz, con la principal diferencia que el sistema de iluminacion es un
haz de electrones y no de fotones. Esto hace que sea un equipo mas complejo

gue el microscopio de luz.

El microscopio electronico de transmision (TEM) trabaja con los electrones que
pasan a través de la muestra, formando la imagen o el patron de difraccion de
ésta. La imagen se obtiene generalmente en el modo de contraste de amplitud:
solo un haz pasa por la apertura objetiva. Cuando se usa el haz transmitido, la
imagen se llama campo claro; cuando es el haz difractado la imagen se llama
campo oscuro. Si el TEM cuenta con la resoluciéon adecuada, también se pueden
obtener imagenes de contraste de fase, usando para esto dos haces. En este caso
se usa la Ley de Bragg para su interpretacion.

Existen TEM's cuya resolucion es tal que permite obtener imagenes donde se
observan las posiciones atémicas de la muestra. En este caso pasan N haces a
través de la apertura objetiva. Estos microscopios son llamados TEM de alta
resolucion (HRTEM).

La técnica de HRTEM ha sido empleada para demostrar el proceso de
desmineralizacion y remineralizacion en cristales de HAP de lesiones de caries de
esmalte y en caries artificial. Por medio de esta técnica se han logrado imagenes
en las que es posible determinar que el cristal de HAP suele presentar dos tipos
de disolucién: una afectando la periferia y otra afectando el centro del cristal. Estos
estudios se han realizado en dientes con caries natural y artificial. En los estudios
in vitro los dientes se someten a soluciones desmineralizantes y remineralizantes
para poder analizar los cambios estructurales que se generan durante el proceso,
y asi se ha llegado a la conclusibn gque estos son procesos que ocurren
constantemente de manera simultanea o alterna en zonas expuestas del esmalte
a la cavidad oral [27, 43, 44].
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En dentina se ha utilizado esta técnica para investigar la ultraestructura de la
dentina intertubular en caries inducida y, al igual que en el esmalte, para

determinar la cristalografia del tejido. [24, 45]

En este proyecto esta técnica nos permiti6 encontrar evidencia de que en las
zonas afectadas se encuentran cristales dafiados por la caries y observar
alteraciones en su estructura. También nos permitié determinar un tamafio de

cristal en los cuatro polvos.
2.2 Difraccion de Rayos X (XRD)

En la difraccion de rayos X (XRD) un haz de rayos X interacciona con la muestra y
un detector registra los maximos presentados cuando se obedece la Ley de Bragg.
En este caso el detector es movible y los resultados se registran en un diagrama
donde se grafica la intensidad de la sefial en funcion del angulo 2-theta. Este
diagrama (o difractograma) es indexado de acuerdo a las tarjetas que se

encuentran en la base de datos de este equipo.

La XRD es una técnica ampliamente aplicada para la caracterizacion fosfatos de
calcio ya que nos permite obtener informacién de caracter cualitativo y cuantitativo
de fases presentes en el material. También nos da informacion sobre su estructura
cristalina, tamafio promedio de cristal y determinacién de imperfecciones en la

estructura.

2.2.1 Refinamiento Rietveld

Este método es una herramienta para obtener con mayor precision parametros de
red, posiciones atomicas, tamafos de cristal, micro deformaciones, y cuantificar
fases cristalinas presentes en la muestra a partir del espectro de difraccion de

rayos X.

Para la obtencién de una estructura cristalina, primero se procede a obtener el
difractograma de rayos X de la muestra que se esta analizando. En seguida se

identifican todas las fases presentes y se recaba la informacion sobre la
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cristalografia de cada una de ellas. Con esta informacion cristalografica y un
modelo para el arreglo experimental se calcula un espectro de difraccion que se
compara con el experimental. Finalmente, los parametros involucrados en el
modelo se modifican, empleando la técnica de minimos cuadrados, hasta que la

diferencia entre el difractograma tedrico y el experimental es minima.

La técnica ha sido utilizada en estudios de sintesis de hidroxiapatita para
determinar los parametros de red de la estructura asi como el tamafio promedio de
cristal [46- 48]. No hay estudios previos de caries en los cuales se utilice el
refinamiento. La informacién que se obtenga en el presente trabajo sera para
determinar los parametros de red, tamafio promedio de cristal, nUmero de fases

presentes y si hay deficiencias en alguno de los componentes de la HAP.

2.3 Espectroscopia de energia dispersa de rayos X caracteristicos (EDS)

Es una técnica de analisis quimico con el que cuenta el microscopio electrénico de
barrido (SEM) y que nos proporciona informacién de la composicion quimica del
material a partir de la generacion de rayos X caracteristicos. Al interaccionar el haz
electrénico con la muestra, se generan rayos X los cuales son detectados con un
fotomultiplicador y la intensidad registrada es graficada en funciéon de la energia
que presenta el haz de rayos X generado.

El analisis del espectro generado permite el analisis quimico de los componentes
de la muestra. El analisis cuantitativo en la mayoria de los casos puede obtenerse
con una precision del 1-2% de la cantidad presente de un elemento dado, excepto
en el caso de la deteccion de elementos muy ligeros como el oxigeno, donde el
rango de error sube hasta el 5%. Otra caracteristica de la técnica es que permite
por medio de mapeos quimicos la distribucion elemental en un area especifica a
estudiar dando una informaciéon detallada de la composicion de diferentes zonas.
En estudios de la caries realizados previamente, la técnica EDS permitio identificar
diversos elementos y su distribucién en los dientes [5, 20, 27]. El hecho de contar

con la informacién sobre la composicién de los polvos del material cariado y sano
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permitira dar una interpretacion a los resultados en las variaciones de los

parametros de red.

2.4 Andlisis Termo-gravimétrico (TGA)

La técnica del Analisis Termo-gravimétrico (TGA) nos permite obtener informacion
de la forma en que el peso de un material varia en funcion de la temperatura. De
esta manera se coloca un material de peso conocido, se calienta el material

registrandose una pérdida de peso.

En la curva de TGA se representa el peso en el eje de ordenadas y la temperatura
en el de las abscisas. La variacion de peso se puede representar bien en
miligramos o en porcentaje de muestra original. En el momento que se obtenga un

cambio de fase, se registrara un cambio en la pendiente de la curva.

La informacion que se genera del analisis puede ser cualitativo e identificacion, ya
gue los termogramas son muy caracteristicos de un material. También se obtiene
un andlisis cuantitativo, donde los escalones correspondientes a la pérdida de
peso pueden ser utilizados para determinar la cantidad de cada componente en el

material.

El principio de operacion implica la colocacion de dos crisoles de aluminio, uno
con la muestra a investigar y otro con alimina como referencia, ambos en la celda
de calentamiento que se encuentra en el instrumento. Dicha celda es calentada
por un flujo de calor constante que es controlado eléctricamente. La muestra y la
referencia se mantienen a idéntica temperatura pero con un sistema de

calentamiento independiente

Por medio de la calorimetria se pueden estudiar las propiedades térmicas de los
componentes organicos de lo dientes (colagena por ejemplo), principalmente
aguellas que resultan de su degradacion y combustion total, lo que ofrece la
posibilidad de conocer la relacion que guarda con la HAP, debido a que la

estabilidad térmica de una proteina tiene una estrecha relaciobn con sus
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caracteristicas estructurales, como son las interacciones quimicas que estabilizan

a la molécula asi como el ambiente que la rodea.

Los estudios previos registrados en la literatura sobre tratamientos térmicos en
dientes cariados son escasos ya que la mayoria se enfoca en la caracterizacion de
HAPs. Larmas et al [49] aplicaron este método para analizar esmalte y dentina
sanos y cariados y compararlos con los resultados obtenidos en HAPSs, logrando
determinar que a 280°C se da la descomposicion de las proteinas logrdndose un
maximo de descomposicion a los 340°C. Las curvas en dentina fueron muy

similares a las reportadas previamente en el tejido sano.

Esta técnica de TGA nos permitira registrar las variaciones en el material cariado
producido por la descomposicion del material organico asi como la pérdida del

agua. Estos resultados se comparan con la informacién obtenida por DRX y FTIR.

La importancia de conocer la cantidad de agua en los tejidos se refleja en las
técnicas adhesiva de restauracion; esto se debe a que las resinas contenidas en
los adhesivos/primers dentales se encuentran disueltas en acetona, alcohol o
agua y la seleccion de un tipo u otro de adhesivo va a depender de las

caracteristicas de la estructura dental remante.
2.5 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica permite determinar las estructuras moleculares a partir del analisis de
las sefiales asociadas a los modos vibracionales de los grupos funcionales

presentes en la muestra tanto en la fase mineral como en la fase organica.

La radiacion infrarroja es un movimiento ondulatorio que se caracteriza por su
frecuencia y por su longitud de onda. La frecuencia de la radiacion infrarroja
alcanza valores considerablemente grandes (10** a 10** Hz) por lo que se utiliza el

numero de ondas (cm™).

La region del infrarrojo se subdivide en tres regiones: préximo o cercano (13333-
4000 cm™), medio (4000-400cm™)- donde aparecen las bandas de absorcién

debidas a las vibraciones fundamentales de las moléculas- y lejano (400-10cm™).
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Los fotones que transporta la radiacion infrarroja no tienen energia suficiente para
provocar transiciones electronicas pero si pueden conseguir vibraciones de los
enlaces covalentes de las moléculas. La energia necesaria para provocar una
transicion vibracional depende del tipo de atomo y del tipo de enlace que los

mantiene unidos.

Las bandas de absorcion caracteristicas de casi todos los grupos funcionales se
encuentran entre 4,000 y 800 cm™. Una banda de absorcién es la regién del
espectro en que aparece una absorcion de radiacion, se ha visto que
determinados grupos atémicos cuando estan presentes en una molécula, dan

lugar siempre a ciertas bandas de absorcion.

La técnica de Espectroscopia Infrarroja (IR o FTIR) consiste en el registro de las
vibraciones (modos de vibracion) producidas cuando la radiacion infrarroja
interacciona con una muestra. Al interaccionar el haz infrarrojo con una molécula
de la muestra, ésta vibrara en un modo conocido, registrandose la intensidad de la
vibracion en funcion de la longitud de onda del haz infrarrojo que la produjo. La
informacion que se registra es a nivel molecular debido a que los grupos
funcionales presentes en la muestra van a vibrar con una energia caracteristica
siempre en la misma frecuencia y lo cual es determinado por la masa de los
atomos, enlaces quimicos y su energia. De este modo, la técnica FTIR nos dara

informacion sobre las moléculas que conforman la muestra en estudio [50, 51].

El analisis de infrarrojo es un método confiable y de amplia utilizacién en estudios

de sintesis y caracterizacion de hidroxiapatita bioldgica y sintética [52].
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Para el estudio se recolectaron 25 dientes, los cuales fueron extraidos por razones
periodontales y ortoddnticas extraidos de pacientes cuyo rango de edad es entre

los 20-37 anos.
3.1CRITERIOS DE INCLUSION

+ Dientes permanentes con lesion de caries clase primer y segundo grado de
profundidad, definiendo caries de primer grado cuando sélo esta
involucrado el esmalte. En caries de segundo grado la lesidn cariosa

involucra esmalte y dentina, hasta su tercio medio de espesor.

 En esmalte: la zona a analizar es la que presenta color blanco opaco y/o

grisaceo como consecuencia del proceso de caries (incipiente).

« En dentina: la zona a analizar es la que presenta pigmentacion color
amarillo-marron como consecuencia del proceso de caries (zona

desmineralizacién y zona traslucida)

Otros criterios que se tomaron cuenta son:
+ Dientes que no hayan sido restaurados.
» Dientes posteriores: molares y premolares.
* Dientes libres de lesion cariosa (para tomarlos como referencia).

3.1.1 CRITERIOS DE EXCLUSION
e Dientes que presentaron algun tipo de preparacién cavitaria.
¢ Dientes con algun material de restauracion.

e Dientes con caries de tercer grado

3.1.2 CRITERIOS DE ELIMINACION

e Contaminacion de la muestra durante su preparacion.
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3.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

Se definieron 4 muestras en polvo en este trabajo de investigacion: polvo de
esmalte sano, polvo de esmalte afectado por la lesién cariosa, polvo de dentina
sana y polvo de dentina afectada. La cantidad total de material en cada muestra
fue de 150 mg.

La manipulacion que se le dio a cada diente y como se obtuvo el material en polvo

se describe a continuacion:
3.2.1 Preparacion de muestras
a) Polvo de esmalte afectado:

Los dientes utilizados para obtener el polvo de esmalte corresponde a los

clasificados con caries grado uno.

Una vez extraidos y posterior a un lavado con agua, se realizé una limpieza de la
superficie de cada uno de los dientes extraidos. El proceso de limpieza se realiz6
con un cepillo para profilaxis para contra-angulo eliminando de ésta manera restos

organicos (sangre y saliva) que con el lavado no se hubiesen desprendido.

Para una buena visualizacién y delimitacién de la zona de interés, fue necesario
cortar al diente con un disco de diamante en laminas de 1.5 mm de espesor. Estos
cortes fueron en sentido longitudinal al diente. Es importante mencionar que previo
a los cortes, se embebié en acrilico autopolimerizable la porcion radicular del
diente con la finalidad de lograr un buen montaje en el portamuestras de la
cortadora.

Como parte del proceso de limpieza, a cada uno de los segmentos dentales se le
hizo un desbaste de la superficie con una fresa de diamante de grano fino para
eliminar restos organicos incrustados en la superficie del esmalte, el desbaste se
llevo a cabo con un micromotor dental. Para este proceso fue necesario utiliza un

microscopio estereoscopico Zeiss utilizando aumento de 6.5X.

Pagina 28



Metodologia

Debido a que solo nos enfocariamos en la parte coronal del diente se hizo un corte
en sentido transversal a nivel del tercio cervical separando asi la corona de la raiz.
Posteriormente, para eliminar particulas contaminantes que hayan quedado en la
superficie después de cortar y desbastar, los segmentos dentales se metieron en
ultrasonido (BRANSON 1200) con agua bidestilada durante 3 ciclos, cambiando el
agua al terminar cada ciclo. Después, se dejaron en un desecador, donde
permanecieron por 2 dias. Una vez pasado este tiempo y bajo la lente del
estereomicroscopio, se separo la zona del esmalte afectado (coloracion blanco-
grisaceo-opaca sin llegar a la unién amelodentinaria. Finalmente, la muestra se

muele en un mortero de agata.
b) Polvo de dentina afectada:

Se utilizaron dientes que presentaban caries de segundo grado. El procedimiento
de limpieza de la superficie fue similar al realizado en las muestras de esmalte
(descrito anteriormente). A diferencia de las muestras de esmalte, en los dientes
con caries de segundo grado se utilizd un detector de caries (Ultradent, Sable
Seek), emulando la forma en que se realiza en el paciente. Siguiendo las
indicaciones del fabricante se colocé una gota de detector de caries, esperado 60
segundos y lavando posteriormente con agua bidestilada, repitiendo el
procedimiento de colocacion del detector dentro de la cavidad hasta que
Gnicamente se diera una ligera pigmentacion, y que ademas el tejido remanente
tuviera una consistencia mas suave que la dentina normal, pero mas rigida que la
dentina reblandecida correspondiente al cuerpo de la lesién. La cavidad se limpi6

con cucharilla de dentina/ excavadores.

Una vez limpia la cavidad se embebié la raiz en acrilico autopolimerizable (metil-
metacrilato) y se hacen cortes de 1.5 mm con un disco de diamante. Después, con
una fresa de diamante y en pieza de alta velocidad se separa las zonas de interés

las cuales estan pigmentadas de color amarillo-marrén.
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Los fragmentos son lavados con agua bidestilada en un ultrasonido a 3 ciclos. Se
dejaron en una desecadora 2 dias para finalmente molerlos en el mortero de

agata.
c) Polvos de esmalte y dentina de dientes sanos.

Para obtener los polvos de dientes sanos (esmalte y dentina), se llevé a cabo la
misma metodologia descrita anteriormente para esmalte y dentina afectados, el

polvo se obtuvo de las mismas zonas.

La cantidad total de cada una de las cuatro muestras (esmalte sano, esmalte

afectado, dentina sana y dentina afectada) fue de 150 +/-1) mg.
3.2.2 Tratamiento térmico

Para el tratamiento térmico de las muestras se utilizaron varias técnicas (equipos)
y por lo tanto cada una requiri6 una preparacién especifica de la muestra a

analizar.

De la cantidad total de la muestra que fue de 150 mg: 140 (+/-1) mg se calentaron
en una evaporadora en diferentes rangos de temperatura, 5 mg se utilizaron en el
analisis de TGA y 2 mg para FTIR. El material utilizado en TGA y FTIR no se
recupera una vez hecho el andlisis. No obstante, los 140 mg calentados en la
evaporadora, y que posteriormente se llevan a analizar a XRD y EDS, si son
recuperados.

a) Evaporadora:

Las muestras se calentaron en una evaporadora disefiada y construido en el
Instituto de Fisica, la cual permitié calentar los materiales en vacio (10 torr) en el
rango de temperatura de temperatura ambiente a 2000°C. En este proyecto se
utilizé un filamento de tungsteno el cual permite alcanzar temperaturas mayores a
1500°C.
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Figura 5. Imagen del interior de la camara de calentamiento en la que se a

precia la muestra en polvo.

En el tratamiento térmico de cada muestra se utilizaron 140 mg los cuales se
calentaron a 100, 200, 300, 400 y 500°C (figura 5). De temperatura ambiente se
llevé a 100°C y se estabiliz6 por una hora, se llevé al microscopio de barrido para
obtener su analisis quimico; y posteriormente se analizaron por XRD. Una vez
hecha la difraccion, las muestras se llevaron nuevamente a la evaporadora para
calentarlas a 200°C y asi sucesivamente hasta llegar a los 500°C, dejandolo 1
hora en cada temperatura. Antes de cada calentamiento, se generd vacio en la

camara de la evaporadora.

Este tratamiento térmico también ayud6 a eliminar el material organico presente

en cada una de las muestras.
b) TGA:

Un andlisis térmico comprende el estudio de la evolucién de las propiedades de
una muestra cuando es calentado a altas temperaturas. Los efectos del calor
sobre los materiales pueden ser varios y producir cambios en muchas de sus
propiedades. La base de la termogravimetria esta en las modificaciones en el peso

de la muestra en funcion de la temperatura.

Para este analisis se utilizaron 5 mg por cada una de las cuatro muestras, éstos se

analizaron en un equipo SDT Q600 de TA Instruments. Cada muestra se pulverizé
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en un mortero de agata. Posteriormente se colocd el polvo en el analizador
térmico en un crisol de alimina. Con una atmadsfera de nitrdgeno y una rampa de
calentamiento de 10°C/mi. El intervalo de calentamiento de las muestras fue de
temperatura ambiente hasta 600°C. Las curvas obtenidas se trabajaron en el

programa Origin 8.0.
c) FTIR:

Para obtener los espectros de FTIR en un rango de 400-4000 cm™, la muestra se
mezclé con KBr en una proporcion de 2 mg de muestra por 400 mg de KBr (grado
infrarrojo). La mezcla se realiza en un mortero de agata y el polvo se introduce en
la cedilla de acuerdo a las especificaciones del equipo de radiacion infrarroja
NICOLET NEXUS 470. La técnica que utiliza el equipo es el de reflectancia difusa
(DRIFT).

Para realizar el analisis FTIR con tratamiento térmico, se usé una camara para
generar un ambiente inerte con un flujo de Argdn de 99.9% de pureza. La
temperatura de la muestra se elevé al valor deseado (por ejemplo, 100°), se dejo
estabilizar durante 1 hora, se tomo el espectro y posteriormente se llevo a la
siguiente temperatura (200°), y asi sucesivamente hasta llegar a los 400°C, (limite
de temperatura que permite el equipo). Las curvas obtenidas se trabajaron en el
programa Origin 8.0.

3.2.3 Analisis quimico de las muestras
a) XRD

Para la obtencion de los espectros de rayos X se uso un difractometro BRUKER
modelo D8-Advance usando una radiacion monocromatica producida por blanco
de Cu (ka) con A=0.154nm. Con la finalidad de tener un gran numero de picos de
difraccién es recomendable medir el difractograma en el mayor intervalo posible
de angulo. Para este trabajo, los patrones de difraccion observados fueron
escaneados utilizando pasos de 0.02° (20) y 25 s como tiempo de cuenta, basado

en la geometria Bragg-Brentano. Para este andlisis se utilizaron los 140 mg
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correspondientes de cada. La indexacion de los picos se llevo a cabo con la tarjeta
PDF #24-0033.

Se hicieron 6 andlisis por cada muestra, la primera mediciébn se hizo previa al
tratamiento térmico. Posteriormente se hicieron 5 mediciones més, una por cada

intervalo de temperatura (desde 100 hasta los 500°C).
b) Refinamiento por el método de Rietveld

Utilizando el software FULLPROF, la estructura cristalina de la HAP de las 4
muestras fue refinada tomando como base el difractograma de rayos X obtenido
en cada intervalo de temperatura, el primer refinamiento fue del difractograma
obtenido de la muestra sin tratamiento térmico, repitiendo el procedimiento por
cada medicion obtenido hasta los difractogramas obtenidos de las muestras

calentadas a 500°C.

El primer paso para realizar el refinamiento Rietveld fue la identificacion de las
fases cristalinas presentes en el material, una vez identificadas las fases, se
ingresan los datos correspondientes a cada fase encontrada como son: estructura
cristalina, grupo espacial, pardmetros de red, asi como posiciones de los adtomos

en la celda unitaria.

Para usar este software se necesito contar con la medicion de la muestra con
extension *.dat y el modelo tedrico inicial, el cual se encuentra en un archivo con
extensiéon *.PCR. Este archivo *.PCR contiene los siguientes datos: Titulo de la
muestra a refinar, titulo del fichero PCR, variables de control, datos del
experimento, variables de convergencia, atomos en la celda y parametros de
microestructura. Para lograr convergencia, es importante que los valores iniciales
de los parametros involucrados en el modelo sean correctos antes de empezar su
refinamiento. Ademas, se debe seguir un orden apropiado para refinar los
parametros, primero se hace un modelado de la estructura trabajandose

principalmente sobre los parametros relacionados con la forma del cristal.
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c) EDS

El andlisis quimico de las muestras fue realizado en un microscopio electrénico de
barrido de bajo vacio (SEM-LV) Jeol 5600LV el cual tiene adaptado un equipo de
andlisis EDS de la marca NORAN. Esta técnica nos da informacion sobre la
composicién de cada uno de los polvos ademas del tipo de elementos presentes y

Su porcentaje.

No obstante el proceso de calibracibn queda sujeto al personal de servicio,
algunos parametros instrumentales importantes a considerar durante un analisis
quimico por EDS son: tiempo de medicién, nimero total de cuentas, spot size y
voltaje de aceleracion, ya que si se modifican estos valores pueden generarse
variaciones en los resultados. Por ello es importante mencionar que previo al
analisis de los polvos de esmalte y dentina se determinaron los parametros de
operacion del SEM y EDS que nos darian una cuantificacion confiable de la
proporcion Ca/P asi como de las abundancias relativas de los elementos
presentes en los polvos. Para ello se analiz6 una muestra en polvo de HAPs con

una relacion molar Ca/P de 1.67.

La muestra de HAPs se preparé de la siguiente forma: con el polvo HAPs se formo
una pastilla con un diametro de 3 mm y un espesor de 2 mm. Los espectros
mostraron los picos correspondientes a los elementos propios de la HAP. Esta
misma metodologia se siguié para las 4 muestras después de cada calentamiento

posterior al analisis por XRD. Los valores de Ca/P obtenidos fueron de 2.0 £0.3.

Una vez definidos los parametros de instrumentacion: amplificacion de 35X, spot
size de 40, voltaje de aceleraciéon de 25 kV, distancia de trabajo de 17 mm, 17 mil
cuentas y sistema de bajo vacio (15 Pa), se procedié a la obtencion del analisis

quimico de las 4 muestras.
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d) TEM

La muestra se deposita en una rejilla de cobre de 300 mesh, sobre la cual se le
coloca previamente una pelicula de polimero (fomvard) al 2.5 % para que
sostenga las particulas del material. Para depositar la muestra sobre la rejilla, se
mezclo 0.2 mg del polvo en agua bidestilada y se deposité una gota de la solucién
sobre una rejilla con un capilar. Debido a que la muestra y el fomvard son
materiales no conductores es necesaria que la rejilla junto con la muestra sea
recubierta con una delgada capa de carbon el cual, al ser material conductor,

permite una buena interaccion del haz electrénico con la muestra.

Las muestras se observaron primero en el microscopio de transmisién Jeol 100CX
con la finalidad de asegurarnos que si tienen las caracteristicas adecuadas
(tamafio y distribucion de particulas en la rejilla) para ser observadas en

microscopia de alta resolucién Jeol 2010-FEG cuya resolucion es de 0.19 nm.
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4.1 Microscopia Optica (MO)

En la figura 5 se observan los 4 polvos obtenidos: el esmalte sano con color
blanco (A) y (B) esmalte cariado con color blanco opaco a grisaceo. La dentina
tiene una coloracion amarillenta con respecto al esmalte, no obstante es posible
identificar una diferencia de tonalidad entre la dentina sana (C) y la dentina

afectada (D) en la que el color tiende a ser marrén.

Figura 5. Imagen de MO. Se aprecian los diferentes colores y tonalidades entre el esmalte
sano (A) y esmalte afectado (B). Por la composicion de la dentina es méas evidente el
contraste entre el material sano (C) y el afectado (D).
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4.2 Informacién quimica

4.2.1 EDS

Los resultados a temperatura ambiente nos indican que los cuatro polvos estan
compuestos por los mismos elementos en diferente porcentaje. Los analisis fueron
por zona, en cada pastilla se analizaron 3 zonas con un area de escaneo de 1
mm?, y los resultados se muestran en la tabla I. Como es posible observar,
adicional al oxigeno (O), fosforo (P) y calcio (Ca), elementos que componen a la
hidroxiapatita, se encontraron otros elementos considerados minoritarios con base
al porcentaje con el cual estan presente en la muestra. Estos elementos son
magnesio (Mg), sodio (Na), carbono (C), y cloro (ClI).

Otra informacion que se obtiene de los resultados por EDS es la relacion Ca/P.
Este valor fue mas alto en las muestras de esmalte y dentina afectados, siendo de
2.28 y 2.35 respectivamente. Con respecto a las muestras de esmalte y dentina
sanos, su valor fue de 2.11 y 2.30 respectivamente. Es importante hacer notar que
el valor de la relacién Ca/P de los 4 polvos fue mayor que el correspondiente a la
HAP (1.67). Los elementos presentados en la tabla | para esmalte y dentina sanos
a temperatura ambiente estan en concordancia con los ya reportados previamente
[38]. No obstante, en el material afectado no se registr6 ninguna sefial
correspondiente al silicio (Si), lo que contrasta fuertemente con lo reportado

previamente en la literatura [5, 27, 48].

‘ Ca/P EDS ‘
Fsmalte sano 211 +0.11 HAP elementos + Mg, Cl, Na y C
Fsmalte afectado 2.28+0.14 HAP elementos + Mg, Cl, Nay C
Dentina sana 2.30 +£0.05 HAP elementos + Mg, Cl, Nay C
Pentina afectada 2.3510.18 HAP elementos + Mg, Cl , Nay C

Tabla I. Resultados de EDS de los 4 polvos. Ademas de los elementos constituyentes de
la HAP fue posible detectar elementos minoritarios (Mg, Cl, Na y C). Los polvos afectados

presentan una relacién Ca/P mayor con respecto a los polvos sanos.
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La presencia de Na, Mg, Cl y C se debe a las sustituciones que se dan en la celda
unitaria de la HAP, donde el ién Ca** puede ser sustituido por el i6n sodio (Na*) y
el magnesio (Mg®"); el PO,* por carbonato (CO3s*); el OH" por carbonatos (CO5%)
y por el ién cloro (CI") [26]. Es bien conocido que la HAP biolégica es deficiente en
Ca y rica en C con sustituciones de COs* por PO,>. Sin embargo, esto produce

una relacion Ca/P menor de 1.67 [4].
4.2.2 XRD

La figura 6 presenta los difractogramas correspondientes a cada uno de los 4
polvos: esmalte (sano y afectado) y dentina (sana y afectada) obtenidos a
temperatura ambiente. Los indices (hkl) corresponden a ficha de rayos X (PDF)
namero 024-0033, la cual contiene todos los datos cristalograficos de la HAP.
Como se observa en esta figura, todos los picos de difraccion corresponden con
las reflexiones propias de la HAP y no se detect6 alguna fase de fosfato de calcio
adicional, como lo reportan algunos autores [24, 4]; quienes si observaron en sus

resultados fosfato tricalcico (3-TCP).

Las diferencias entre los difractogramas de esmalte y dentina son bien conocidas
y estan explicadas con base a la intensidad y ancho de los picos; es decir, a
mayor intensidad y mas delgados sean éstos nos habla de un cristal de mayor
tamafio y mas cristalino como ya se explicé en el capitulo 2 punto 2.2 (Técnicas de
caracterizacion). Los difractogramas de ES y EA son muy parecidos entre si, no
obstante se observan algunas pequefias diferencias entre ellos, como lo es la

disminucién de los picos correspondientes a los planos (100), (113) y (203).

En la dentina, las diferencias entre el polvo del material sano y del material
afectado son mas evidentes: hay una mayor definicion de los planos en el
espectro de la dentina afectada, principalmente los picos de los planos (102),
(210), (212), (112), (300) y (311); lo que parece indicar, que la dentina afectada
tiene menos cantidad de material organico que la dentina sana. Una probable
explicacion de esto es que durante la agresion del proceso de caries puede darse

la obliteracién de los tubulos dentinarios con material mineralizado.
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Intensidad (u.a.)

2 Theta

Figura 6. Difractograma de los polvos de esmalte (ES y EA) y dentina (DS y DA) sin
tratamiento alguno.

423 FTIR

Los espectros de FTIR de los polvos obtenidos a temperatura ambiente, los cuales
nos dan informacion sobre los grupos funcionales presentes en esmalte y dentina,
son caracteristicos de apatitas bioldgicas. Estos presentan las vibraciones del OH"
a 699 cm™ y 3500-3600; estas Ultimas corresponde también al estiramiento del
enlace O-H del agua. En la figura 7, los grupos fosfatos se observan a 1900-2200,
1000-1200 y 650-602cm™.

Las principales diferencias entre esmalte sano y el esmalte afectado se presentan
en la reduccién de las bandas de H,0, COs* y PO,> entre 1750 y 950 cm™. La
diferencia principal entre el material sano y el material afectado de la dentina se
presenta en la observacion de las bandas de CH, a 2928; esta banda es asociada
a la presencia de material organico. Sin embargo, la reduccion de las bandas de
H,O y PO,> es lo que resulta en una mayor definicién de las bandas de material

organico en la regiéon 2928 cm™ y de CO3? en la dentina.
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Figura 7. Espectros de FTIR de esmalte y dentina a temperatura ambiente. Se aprecian
las bandas caracteristicas del esmalte y dentina de dientes humanos encontrando
diferencias en intensidad de bandas.

4.3 Tratamiento térmico de las muestras

Como fue explicado previamente en el procedimiento experimental, las muestras
fueron calentadas a diferentes intervalos de temperatura con la finalidad de
obtener informacion sobre el comportamiento de los materiales a diferentes

temperaturas.

Pagina 41



Resultados

--¥
i b Atk b AT 40 |
0 v A S I 4
S—
—m—-C
30 | _ e 0 30 4
AP
8 -y-Ca | 8 = - .
5 ® - oo - CaP| E S o e T
< 204 n - "3 204
= A A A A ES A A A A
10 10
- - s - - - - -
NN AN
05 0.5
04 0.4 - Lk L
.k .
3 - ok —0—Mg Ao T
* g % Cl Tk
—0—Na
0.3 034 .
*
L
b 02 . ’ /l]
02 2 |
¢ — o——¢ o gl
R MR |
o A B
o1 , . , . . . . , o1 T " T T T ; T ]
TA 100 300 500 TA 100 300 500
Temperatura {°C) Temperatura {°C)
¥
40 (//‘v_’/_,,.,v-‘k_i&;' 40 | v_._._____v\\ ,,/
v T -
—a—C N n
30 -e 0 20 }\
AP L .
a -¥ Ca o P .
£ g .. . ~m-CaP| 2 u . L .
g2 TTT— ‘:/, £ 2 ® - —__ ,\\. /_\1:
= A A A A = A Y A
7 Y
10 4 10 4
= ® - - - - IR -
04 0«
e
NS . X
05 0 - 05 -
] . o—— %
. \*
0.4 ; —— Mg 0.4 - .]
© - - Cl ST —
g [ - ) 0 Na 4 N o
L * . -
0.3 ) 03 .
¢ .
] | .
02 * AL 02| .
O gl
* C 1 * . © D
01 T T T T T T T l 01 T T T T T T T 1
TA 100 300 500 TA 100 300 500
Temperatura {°C) Temperatura (°G)

Figura 8. Analisis quimico por EDS de las muestras de esmalte sano (A) y afectado (B) y
de la dentina sana (C) y afectada (D) tratadas térmicamente. En la relacion Ca/P no hubo
variacion significativa con respecto a la temperatura.
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4.3.1 EDS

La figura 8 presenta el comportamiento de los elementos registrado por EDS en
los materiales sanos y cariados en funcion de la temperatura. Se observa en esta
figura que la relacion Ca/P no present0 una variacion significativa con respecto a
la temperatura. Las concentraciones de los elementos minoritarios Mg, Cl y Na
fueron los Unicos que presentaron fluctuaciones en su composicion, pero su
porcentaje se presento entre 0.1 y 0.5%, valores que se encuentran muy por
debajo del porcentaje de error de deteccién que presenta el equipo de EDS (1-

2%), motivo por el cual no fueron considerados en el andlisis.

4.3.2 TGA

La figura 9 muestra las curvas de TGA de los polvos de esmalte sano y afectado y
de la dentina sana y afectada. Estas curvas que muestran tres regiones
principales de pérdida de peso entre ellos (siendo mas definidas en la dentina): de
temperatura ambiente hasta 300°C, de 300°C a 450°C y de 450 a 600°C
aproximadamente. La primera region corresponde a la eliminaciéon del agua
adsorbida [27-51], lo que se soporta con los resultados de FTIR durante el
tratamiento térmico. Alrededor de 200°C se inicia la descomposicion del material
organico. En la segunda regién se da una pérdida importante de masa atribuida a
la combustién de la parte organica. La tercera regién se asocia a la expulsion del
agua integrada en la celda de la HAP [33] y la descomposicion del carbonato [51].
La presencia de un mayor porcentaje de material organico en el esmalte afectado,
es claramente exhibida por estas curvas. La pérdida total de peso en el polvo de
esmalte afectado fue de 6.5% mientras que en el esmalte sano fue de 4.5%. En
dentina afectada fue de 27.5% y en la dentina sana fue de 25.0%. La pérdida de

peso registrada en la dentina sana y en la dentina afectada es muy similar.

4.3.3 XRD
Los patrones de difraccion de los polvos de esmalte sano y el de esmalte afectado
se presentan en la figura 10 después de ser sometidos durante una hora a la

temperatura especificada en cada caso (de 100°C a 500° C). Las diferencias que
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se presentaron en esmalte sano fueron el incremento del plano (100) y la aparicidon
del plano (110). Un ligero incremento de el plano (200) y desaparicion del plano
(212) fueron también observados. En esmalte afectado, las diferencias fueron los
incrementos de los planos (100) y (200), la aparicion del plano (110), y
desaparicion del plano (212).Esto puede implicar una mejor definicion de la sefal

correspondiente a la celda unitaria de la HAP.

100 A
N 100 4
~

99 4

95 4
98 4

0974 90 4
0

K964 85 -

% PESO

95 4
80 4

0 Pérdida de neso Pérdida de peso
- -~ Esmalte Sano 4.5% i

p — 0 —— - Dentina Sana 25.0%
93 Esmalte Afectado  6.5% Dontina Afestada 27.5%
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Temperatura °C

Temperatura °C

Figura 9. TGA de esmalte (A) y dentina (B) de 100°C a 600°C. Se puede apreciar que en
el material afectado hay una mayor pérdida de peso, asociado a la presencia de un mayor
contenido de componente organico y agua. El 100% corresponde a los 5 mg de la
muestra.

En lo que corresponde a la dentina sana (figura 11), una vez completado el
tratamiento térmico, se observé una mejor definicion de los picos de difraccién,
principalmente en los planos (211), (112), (300) y (202). Se presume que esto es
debido a la eliminacién de material organico. En dentina afectada, las diferencias
fueron la aparicion del plano (102) y desaparicion del plano (301). Al llegar a los
500°C, el difractograma de la dentina sana se asemeja al difractograma de la
dentina afectada obtenido a temperatura ambiente. Esto sugiere que el material de

la dentina afectada esta constituido en mayor proporcion de material inorganico.
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4.3.4 FTIR

El espectro de FTIR obtenido de los polvos tratados a diferentes temperaturas
desde temperatura ambiente hasta 400°C son mostradas en la figura 12. A
diferencia con los espectros de difraccion de rayos X mostrados en las figuras 6 y

7, el calentamiento del polvo fue llevado a cabo in situ en un equipo de FTIR.

=
:
i

Intensldad (u.a.)

¥ T ¥ T ¥ T o T ¥ T ¥ 1
10 20 30 40 50 60 70

2 theta

Figura 10. Difractogramas del esmalte sano (A) y afectado (B) sometido a tratamiento
térmico hasta 500°C. Los recuadros indican los cambios generados en la estructura de
estos materiales.
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La observacion en la figura 12 de las bandas de OH a 3569 cm™ es debido a la
reduccion de la banda principal de agua absorbida, la cual desaparecera
completamente después de 500 °C [53]. En estos espectros se observan también
en mayor detalle las bandas PO,*> a 2000 cm™.

300°C

Intensidad (u.a.)

TA

h T v T v T v T v T T 1
10 20 30 40 50 60 70

2 Theta (°)
Figura 11. Difractogramas de polvos de dentina sana (C) y afectada (D) con tratamiento
térmico de 100°C a 500°C. Las principales diferencias entre los dos polvos son la

definicion de los planos (211), (112), (300) and (202) en la DS, mientras que en la DC,
tiende a desaparecer el plano (301).
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Conforme se elimina el agua de la muestra, las bandas de CH, a 2928 cm™ se
hacen mas evidente, la definicion de las bandas de PO,* a 2000 cm™ vy la ligera

reduccion de las bandas PO,> a 958 cm™ son también observadas.
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Figura 12. Espectros de esmalte sano (A) y afectado (B); dentina sana (C) y afectada (D),
con tratamiento térmico de 100°C a 400°C. Se observa la pérdida gradual de agua, lo que

permite una mayor definicién de las bandas del OH".

4.4 Variaciones de los parametros de red

Los difractogramas de rayos X de los materiales sanos y afectados fueron
refinados por el método de Rietveld mediante el programa de refinamiento
FULLPROF. A partir de este procedimiento se obtuvieron los parametros de red
“a”y “c” de la HAP hexagonal asi como el tamafio promedio de cristal en cada
caso. Para este refinamiento se tomaron como base los datos cristalograficos que
presenta la tarjeta de PDF No. 24-0023 donde a= 0.9432 nm y c= 0.6881 nm. Los

resultados se muestran en la figura 13.
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Durante el tratamiento térmico de los polvos del esmalte y dentina se observé que

el valor del parametro “a” disminuye ligeramente al aumentar la temperatura

(figura 13). En el caso de los valores del pardmetro “c”, en el polvo de esmalte la
tendencia es a disminuir conforme se incrementa la temperatura, sin embargo en

los polvos de dentina la tendencia es ir en aumento.

Para explicar este comportamiento, tomemos en cuenta las sustituciones de los
iones CO3* por PO,® y de Ca** por Mg®* que se dan en la celda unitaria de la
HAP. En el caso de la dentina se da la sustitucién de CO3> por PO,® y en el caso

de esmalte la sustitucion de OH’y la sustitucién de Ca** por Mg®* [54].

SUBSTITUCIONES RADIO PARAMETROS DE RED (A)
IONICO (A) |ejea eje c
Para calcio Ca”™ 0.99 9.443 6.882
Potasio, K" 1.33 (+) (nc)
Sodio, Na* 0.97 (nc) (nc)
Magnesio,Mg ** 0.66 ) ¢)
Para OH" eliminacion del OH sin sustitucion )
Fluoruro, F 1.36 (+) (nc)
Cloro, CI 1.81 (+) )
Para PO4>
Carbonato, CO5* ) (+)
(nc)= no cambios (+) = aumento (-) = disminucién

Tabla Il. Efectos cualitativos de algunos elementos substitutos en los parametros
de red de las apatitas (RC Weast. 1983. CRC Handbook of Chemistry and
Physics. 62nd ed.)

La Figura 14 muestra las variaciones del tamafio de cristal en funcion de la
temperatura determinado mediante el programa de refinamiento FULLPROF. El

tamafio de cristal para el esmalte fue en promedio 45 nm y el de la dentina fue en
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promedio 9 nm. Ambos tamafios de cristal se mantuvieron constante durante el

calentamiento.

45 TEM

Al observar por TEM los polvos de estos materiales, principalmente en el modo de
de alta resolucion (HRTEM), lo primero que se observa claramente es la diferencia
de tamafio entre los cristales de HAP del esmalte y dentina, lo cual confirma la
informacion de difraccion de rayos X con respecto a las diferentes intensidades

entre los picos de los difractogramas.

En la figura 15 se aprecian cristales de HAP de dentina sana (figura 15A) y dentina
cariada (figura 15B y figura 15C). El contraste mostrado en la figura 15A es el
comunmente reportado para el caso del cristal de HAP (arreglo hexagonal a lo
largo del eje de zona [0001]). La diferencia de contraste mostrado en la figura 15B
presenta claros indicios de la disolucion del cristal durante el proceso de caries. La
figura 15C fue obtenida por a través de la técnica de contraste Z para una mejor
apreciacion de la desmineralizacién del cristal. En esta imagen es posible ver al
cristal de un color muy claro, lo que indica una estructura altamente mineralizada,
no obstante las regiones obscuras en el centro del mismo cristal nos sugieren

menor cantidad del material mineralizado.
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Figura 13. Comportamiento de los parametros de red en funcién de la temperatura a partir
de los datos obtenidos por el método de Rietveld de los difractogramas de las figuras 10 y
11. En el esmalte, tanto el afectado como sano, muestran una ligera disminucion del eje
‘a” y del eje “c” mantiene cierta constancia. En el caso de la dentina, hay una ligera

disminucion del eje “a” y en el gje “c” presenta inicialmente un descenso y aumenta
después de los 300°C.
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Figura 14. Grafico que muestra las variaciones del tamafio de cristal en funcién de la
temperatura. Los tamarfios promedio del cristal de HAP fueron determinado mediante el
programa de refinamiento FULLPROF.
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Figura 15. Imagen de TEM de alta resolucion (A y B) e imagen de contraste Z (C) de un
cristal parcialmente disuelto observado en el polvo de dentina afectada. EI mismo
contraste de disolucién fue observado en el polvo de esmalte cariado. (A) dentina sana, (B

y C) dentina afectada.
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Discusion

En el diagnodstico de la caries el método visual es el mas utilizado y se basa en el
principio de la diferencia de color presente en las zonas del diente cariado.
Especificamente para la caries de dentina, ademas del método visual, se utilizan
los detectores de caries. Actualmente se considera que estos métodos no son
100% eficaces, manteniéndose la disyuntiva de qué tanto tejido pigmentado se
debe eliminar al hacer la preparacidon cavitaria y que caracteristicas quimicas y
estructurales tiene dicho tejido pigmentado.

Composicion quimica

Para responder algunas de estas interrogantes, en este trabajo se obtuvieron los
polvos de esmalte y dentina afectados, especificamente de la zona pigmenta
(como consecuencia del proceso de caries), determinada como zona afectada o

capa interna [1-4, 22].

Los mismos elementos fueron registrados en las cuatro muestras de polvo: los
elementos mayoritarios de la HAP (calcio (Ca), fosforo (P), y oxigeno (O)), asi
como elementos minoritarios sodio (Na), magnesio (Mg), cloro (Cl) y carbono(C).
Esta composicion quimica concuerda en cierto modo con lo reportado previamente

en la literatura por LeGeros y Feki et al [27, 37].

Es importante mencionar que en los analisis hechos por medio de EDS a las 4
muestra en el presente estudio, no se detectaron elementos silicio (Si) y azufre
(S). No obstante que en estudios previos realizados por Tiznado y LeGeros, si se
reportd la presencia de silicio (Si) y azufre (S) [5, 27]. Estos elementos fueron
asociados a la presencia de bacterias presentes en la zona infectada de la lesién
cariosa en el estudio hecho por Tiznado [5]. El por qué no se reportan en nuestras
muestras, puede deberse a que en el tratamiento de limpieza que le dimos a
nuestras muestras (emulando lo realizado en clinica) se elimino la zona infectada
de la lesion cariosa; zona en la que se concentran en mayor proporcion las
bacterias. Sin embargo, no podemos asegurar en éste estudio que la zonas

pigmentadas estan libres de bacterias.
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A pesar de los elementos traza encontrados, por medio de XRD se determind que
las muestra estd compuesta de cristales de hidroxiapatita, ya que no se encontré
otra fase, lo cual fue sustentado posteriormente con el refinamiento por el método
Rietveld de cada uno de las muestras de polvo. Este resultado contrasta con lo
reportado por Zavgorodniy [24], el cual reporta la presencia de una fase de
witlockita (B-TCP) al analizar con técnica de TEM muestras de dentina cariada.
LeGeros [27], ha reportado la formacion de witlockita en estudios in vitro se da
siempre y cuando las concentraciones de Mg y el pH sea el indicado para la
precipitacion en esta fase, ya que se sabe que la deposicion del tipo de fosfato de
calcio va a depender en gran medida de las condiciones que privan in situ. Los

resultados obtenidos en este trabajo indican que esta no es nuestra situacion.

La presencia de elementos como Na, Mg Cl y C es justificado por el hecho de que
la hidroxiapatita dental no es estequiometrica, sino que presenta sustituciones en
su celda unitaria [14-23, 51]. Por ejemplo la sustitucién del Ca®> puede darse con
iones de Mg®*, Na*, y K*; el ion OH™ puede sustituirse por CI"y CO3?, el ion PO*,
puede sustituirse por COs?. Por otro lado, los resultados obtenidos por XRD en las
muestras tratadas térmicamente indican variaciones en los parametros de red de
la HAP hexagonal. Estas variaciones en composicidon deben ser tomadas en
cuenta debido a que pueden incrementar la reactividad de la hidroxiapatita y ser
mas susceptible a la caries (mayor tendencia a la desmineralizacién de la fase
inorganica del diente) dependiendo del tipo de impureza y su concentracion, un
ejemplo muy estudiado es la resistencia que le confiere al diente el ion FI- al

diente, esta “impureza” aumenta la resistencia a la desmineralizacion.
Relacion Ca/P

El valor de la relacion Ca/P en las muestras de polvo del esmalte y de la dentina
cariados fue mas alto (2.28 y 2.35 respectivamente) que en las muestras de polvo
del esmalte y de la dentina sanas (2.11 y 2.30 respectivamente) lo que sugiere
una mayor concentraciéon de carbonato en las muestras cariadas, esto quiza
generado por la sustitucién de iones COs* por PO,* . Estos datos son importantes

ya que altas concentraciones de CO3> se asocian con variaciones en parametros
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de red, LeGeros [27]. Estudios realizados en hidroxiapatita sintética han reportado
que la incorporacién de carbonato a la celda unitaria implica un incremento en la
solubilidad del cristal, asociado a un menor tamafo del cristal, LeGeros [27], la
presencia de carbonato en la HAP altera las propiedades fisicas y quimicas del
material y ha sido mostrado que un alto contenido de carbonato esta asociado con
un tamafio de grano pequefio, una reduccion en a cristalinidad y como se
menciond anteriormente, un incremento en grado de disolucién de las apatitas
[55], lo cual indicaria que las muestras cariadas presentaran una mayor velocidad
de disolucion en ambientes &cidos con respecto a las muestras sanas, esto es,
una pérdida de iones de la estructura de la HAP. Si esta constante de disolucién
se mantiene, eventualmente se formara una cavidad en el lugar. Esto representa

un buen objetivo para trabajos futuros dentro de esta linea de investigacion
Comportamiento térmico

Es importante mencionar que no se asocia ningin cambio de fase en la
hidroxiapatita debido al tratamiento térmico que se le dio a los polvos, se llega a
presentar cambio de fase a partir de los 800°C. No obstante LeGeros reporta la

formacion de witlockita a partir de los 700°C [27, 56].

Cuando los materiales son calentados ex situ, la HAP del esmalte cariado
presenta un comportamiento similar al observado en esmalte sano a lo largo del
eje “c”, esto es, disminuye hasta los 100°C (remocién del agua adsorbida) y, luego
presenta un ligero incremento (remocion del material organico). El total de los
cambios observados en el eje “c” entre la temperatura ambiente y 500°C fue
aproximadamente 0.05%. Con respecto al eje “a”, la HAP de esmalte sano y
cariado muestra una ligero disminucion de 0.28% en total. Grandes diferencias
son observados en el caso de la dentina: a lo largo del eje “c”, es registrado una
ligera disminucion en el intervalo de temperatura ambiente hasta 300°C
(removiendo el agua adsorbida del material) y un incremento de 300 a 500°C; esto

represento un incremento total de 0.6% aproximadamente.
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A lo largo del eje “a”, la HAP en la dentina muestra una disminucion de 0.29% en
total. Sin embargo, en todos los casos, al llegar a 500°C los valores del eje “a” son
muy cercanos (parecidos) a los reportados para la HAP (0.9432 nm) mientras que
en el caso del eje “c”, el valor a 500°C es mayor al reportado de la HAP (0.6881
nm). De acuerdo a lo indicado en la tabla Il, este comportamiento indica una fuerte
relacién con el contenido de los iones de COs* y PO,> presentes en las
muestras. Una difusion de atomos de carbono dentro de la celda unitaria HAP es

también posible.

indice de cristalinidad, método cualitativo de observar los cambios en los
espectros de XRD y FTIR

Un método que nos permitird conocer los cambios registrados en los espectros de
XRD y FTIR, es el concepto de indice de cristalinidad. El indice de cristalinidad
(CI) es un concepto ampliamente usado en las ciencias arqueoldgicas con la idea
de medir el porcentaje de cristalinidad y de amorfizacion de los fosfatos céalcicos

en dientes y huesos. Para esto se han usado los espectros XRD y FTIR.

Person et al [57] sugirié que para medir el indice de cristalinidad en los espectros
de XRD, (Cl)xrp, de la HAP se usen los tamafios relativos de los picos de (202),
(300), (211) y (112) de la siguiente manera: la altura del pico (211) es medida
desde la linea base hasta el punto mas alto del pico, y la altura de los otros picos
se mide desde el punto mas alto de cada pico hasta el “valle” que los separa del

siguiente pico. Por lo tanto el valor de (Cl)xrp esta dado por:

D). = a(112)+ b(300) + ¢(202)
AP h(211) (1)

Esta relacién indica que mientras mas grande sea el valor de (Cl)xrp, mas alta es
la cristalinidad de la muestra; en el caso del esmalte dental el (Cl)xgrp, presenta
valores de 0.8 y en el caso de la dentina es de 0.2 indicando una mayor

cristalinidad en el esmalte con respecto a la dentina.
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Con respecto a los espectros de FTIR Weiner y Bar-Yosef [58] indicaron que estos
espectros pueden darnos una idea de la cristalinidad de las muestras si utilizamos
el desdoblamiento que presentan las bandas de la HAP en 605 y 565 cm™. Este
valor se denomina (Cl)err Y se calcula dibujando una linea base entre 750 y
500cm™ y midiendo las alturas de los picos en 605, 565 y 595 cm™ partir de la
linea base dibujada. Este ultimo es el punto mas bajo entre los dos. El indice

(CDemir Se calcula usando la relacion:

A+ A
(CD) e = 565 605
595 (2)
Valores altos de (Cl)grr indican un mayor orden cristalino dentro de la muestra.
Por ejemplo en el caso del hueso sano se ha reportado un indice de 2.8 por

Shemesh [59].

Las tablas Il y IV, presentan los valores obtenidos a partir de los resultados
presentados en la seccion anterior tanto para el caso de (Cl)err Y (Chxrpo €0
funcion de la temperatura. Estas tablas indican de forma cuantitativa variaciones
entre los espectros de XRD y FTIR. En primera instancia los valores calculados
para esmalte y dentina presentan la diferencia existente entre la estructura de

estos materiales.

Temperatura °C Esmalte Esmalte Dentina Dentina

sano

afectado

sana

afectada

25 1.21+0.04 1.17+0.04 indeterminado 0.44+0.04 0.44+0.04
100 1.16 1.12 0.40 £0.04 0.33 0.35
200 1.16 1.08 0.38 0.36 0.33
300 1.15 1.17 0.39 0.33 0.34
400 1.12 1.19 0.29 0.39 0.32

Tabla Ill. Valores de (Cl)xgp calculados con la relacién (1) de los difractogramas XRD
presentados en las figuras 10 y 11 y que corresponden a las muestras después de ser
calendas durante una hora desde temperatura ambiente (TA) a 400 °C. Nétese que se ha
incluido los valores calculados para una muestra de HAPs.

En la tabla de (Cl)xrp Se observa que los valores para el esmalte son mayores a 1

mientras que para dentina es alrededor de 0.4, lo cual indica una mayor

Pagina 59



Discusion

cristalinidad en el esmalte con respecto a la dentina. En la tabla IV los valores de

(Chemir soON similares, entre 2 'y 3.

La variacion entre los valores de (Cl)xrp de los espectros de XRD del esmalte y la
dentina respectivamente son minimos en funcion de la temperatura, mientras que
la variacion de los valores de (Cl)emir de los espectros de FTIR , aunque si se

presenta, también son minimos.

Temperatura °C Esmalte Esmalte Dentina Dentina HAP
sano afectado sana afectada

25 2.41 2.88 2.23 2.50 2.82

100 2.39 2.67 2.19 2.48 2.60

200 2.33 2.10 2.11 2.27 2.45

300 2.42 2.70 2.17 2.21 2.33

400 2.29 2.40 2.12 2.24 2.25

Tabla IV. Valores de (Cl)erir calculados con la relacion (2) de los espectros FTIR
presentados en las figuras 12 y 13 y que corresponden a las muestras después de
ser calendas durante una hora de temperatura ambiente 400 °C. No6tese que se ha
incluido los valores calculados para una muestra de HAPs.

Con el objetivo de tener una mejor idea sobre la variacion que deberian presentar
los valores de estos indices, realizamos el estudio similar en una muestra de
HAPs y cuyos valores de Cl también se presentan en las tablas Il y IV. En el caso
de los valores de (Cl)xrp S€ oObserva un comportamiento aproximadamente
constante en funcion de la temperatura, mientras que en el caso de los valores de

(Cherir S€ Ve que estos valores disminuyen en funcién de la temperatura.

Por lo tanto el significado de los valores de (Cl)xrp Y (Cl)emir deben representar
pardmetros diferentes. Esto se observa desde el origen mismo de su definicién. El
(Chxrp esta relacionado con el tamafio del cristal que conforma una muestra,

mientras que el (Cl)emr esta relacionado con el entorno quimico que rodea a la
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molécula, su estructura quimica y tipos de enlace de las moléculas que conforman
la muestra. Es decir, por ejemplo, la molécula de POy, en su estado de equilibrio,
forma un tetraedro donde el atomo de fosforo estd4 rodeado por los &tomos de
oxigeno. Al modificar este arreglo, por medio de cambios en la temperatura o
deformaciones que se originen en la molécula por posibles sustituciones, el
tetraedro mostrara deformaciones, y por consiguiente, su estructura quimica (sera

modificada.

Por lo tanto en el caso de HAPs el (Cl)xsp nNno debe presentar variacion
considerable ya que el tamafio del cristal debe de ser constante en el rango de
temperatura estudiado. Sin embargo, por otro lado, el (Cl)etir si debe de presentar
variaciones al aumentar la temperatura ya que las moléculas presentaran mayor

movimiento, y por lo tanto una mayor deformacion de su simetria.

Por lo anterior la tabla Ill, indica que la dentina esta conformada por un tamafio de
cristal de HAP més pequefio que el tamafio de cristal del esmalte, pero entre el
esmalte sano y afectado, no existe una diferencia significativa en el tamafio de
cristal. Lo mismo sucede en el caso de la dentina sana y dentina afectada. Por
otro lado y de acuerdo con la tabla IV se deduce que las moléculas de HAP en el
esmalte son mas simétricas (i.e. sus moléculas presentan menos deformacion)
gue en la dentina, pero que el esmalte sano es el mas simétrico de todos y la

dentina sana es la menos simétrica de todas.
Tamafo de cristal, material organico y contenido de agua

El tamafio de cristal es mayor en la dentina cariada que en la sana mientras que la
dentina sana muestra ligeramente un mayor contenido de material organico y agua
que en dentina cariada, lo cual concuerda con los estudios de Larmas et al. [49].
No obstante, ambos espectros son muy similares posterior al calentamiento del
polvo de dentina sana por arriba de los 100°C, después de que el agua adsorbida

es removida.

Los difractogramas de la dentina cariada muestran picos bien definidos en el

rango 20 de 17 a 37°, mientras que el espectro de la dentina sana es menos
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definido. Esta diferencia, por lo tanto, puede ser atribuida a la diferencia de

tamafio de cristal, asi como al contenido de material organico y agua.

En el caso del esmalte, el esmalte cariado pierde mas peso que el esmalte sano,
una indicacién del mayor contenido de material organico en el primero que en el

segundo.

Para lograr una caracterizacion completa de los materiales en polvo estudiados en
este trabajo es necesario hacer tratamientos térmicos bajo condiciones
controladas obteniendo de esta manera mas datos de la estructura y quimica del
material. En el caso de los tejidos dentales (esmalte y dentina) al tener un
porcentaje de material organico y agua en su composicion con el calentamiento de
las muestras éstos se perderan. Sin embargo, estudiar estas pérdidas por
diferentes técnicas de andlisis nos dara informacion sobre su funcién dentro del

material

En la cavidad bucal no se presentan temperaturas elevadas en los rangos
utilizados dentro del estudio (500°C) de manera natural. No obstante, es necesario
hacer experimentos de este tipo debido a que el comportamiento de los materiales
a diferentes temperaturas nos permite conocer parametros térmicos que pueden
tener influencia directa sobre la estructura y comportamiento en diferentes

ambientes.

Al calentar las muestras nos da informacién sobre su estructura y comportamiento
a temperatura ambiente. Si durante el tratamiento térmico los cuatro polvos
presentaron diferencias en su comportamiento, lo que indica que debe tenerse
también un comportamiento diferente bajo tratamientos odontolégicos. Esto

representa un resultado importante en el area odontoldgica.

Es necesario recordar aqui, por ejemplo, que el tratamiento del diente con el
equipo laser o con la pieza de mano elevan considerablemente la temperatura de
éste. Se ha reportado que al trabajar con el equipo laser se ha observado, no solo
una transicién de fase en el esmalte dental, sino la fundicién del esmalte, y para

fundir el esmalte se requiere una temperatura por arriba de los 1500°C. Esto indica
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gue el conocer el comportamiento térmico del diente es un dato fundamental en el

trabajo clinico.

Ademas, se ha reportado que el contenido de agua tiene un efecto importante en
el corte producido por medio del rayo laser, se mejora la limpieza del corte y se
disminuye considerablemente la temperatura. Por lo tanto, si las muestras de
tejido afectado presentan mayor contenido de agua, podriamos inferir entonces
que habria una mayor capacidad de “corte” en estas zonas cuando se utiliza el

laser en la preparacion de cavidades.

Por otro lado, los sistemas adhesivos y los solventes que contienen agua, acetona
o alcohol acttan favoreciendo la volatizacion del agua presente en el sustrato. No
obstante, un mayor contenido de agua parece influir en la fuerza de adhesion de la
resina al sustrato. Esta considerado que en una dentina o superficie con mayor
contenido de agua es conveniente utilizar sistemas adhesivos con solventes como
acetona y/o alcohol para que ayuden a dar una estabilidad del sustrato, por el
contrario, en superficies con menor contenido de agua, es conveniente utilizar
adhesivos con agua como solvente, para evitar un colapso de tejido

acondicionado.

Es claro que los resultados obtenidos en esta investigacion permiten abrir nuevas

lineas de investigacion.

Pagina 63



Discusion

CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis hemos analizado las diferencias estructurales y quimicas
de los polvos obtenidos de zonas afectadas del esmalte y de la dentina de la pieza
dental humana y su respuesta al tratamiento térmico, y podemos concluir que el
material inorganico que conforma las zonas afectadas del tejido dental humano
presenta caracteristicas estructurales y quimicas diferentes al material inorganico
de las zonas sanas. Estas diferencias se ven reflejadas en el comportamiento
térmico que presentan cuando estos materiales se someten a un proceso de
calentamiento. Las principales diferencias que se encontraron entre las muestras

afectadas y las muestras sanas son:

e La dentina esta conformada por un tamafio de cristal de HAP mas pequefio
gue el tamafo de cristal del esmalte, pero entre el esmalte sano y afectado,
no existe una diferencia significativa en el tamafio de cristal. Lo mismo

sucede en el caso de la dentina sana y dentina afectada.

e La estructura de las moléculas de HAP en el esmalte estan menos
deformadas (son mas “simétricas”) que en la dentina, pero el esmalte sano
es el que presenta las estructuras moleculares mas simétricas de todos y la
dentina sana es la que presenta la estructura molecular mas deformada de
todas. Este resultado esta directamente relacionado con las impurezas

observadas en estos materiales.

A pesar de lo anterior, estas diferencias no son del todo significativas en el trabajo
clinico, por lo cual podemos inferir que podemos conservar la zona pigmentada

de los dientes cariados durante la preparacion cavitaria.
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