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RESUMEN

El hueso es el tejido que caracteriza a los vertebrados, el cual sirve como
soporte, protege partes y o6rganos delicados proporcionando asi conexion entre
musculos; esta compuesto por una fase organica, la cual en su mayoria corresponde a
colageno, y una fase mineral, compuesta a su vez principalmente de cristales de
hidroxiapatita (HAp).

Con el objetivo de contribuir con el desarrollo de una posible solucion de este tipo
de afecciones, mediante el desarrollo de investigaciones que aporten informacion sobre
mejores materiales, que puedan promover una rapida sanacion de las partes dafadas,
se sintetizaron nanoestructuras de hidroxiapatita mediante el método de microondas, el

cual es muy versatil y permite tener un control de la morfologia del material sintetizado.

Las muestras obtenidas del material ceramico se caracterizaron mediante
difraccion de rayos-X (DRX), espectroscopia Infrarroja por transformada de fourier
(FTIR), espectroscopia de fluorescencia de rayos — X (FRX), microscopia electronica de
barrido (MEB) y microscopia electréonica de transmision (MET). Los resultados
obtenidos mediante DRX, FTIR y FRX confirman la obtencién de HAp de una manera
satisfactoria. Los resultados obtenidos mediante MEB muestran que se logrd la

obtencién de las nanofibras de HAp en material sintetizado.

Se obtuvo un material ceramico nanoestructurado formado por fibras de
hidroxiapatita, el cual puede funcionar como punto de partida para una posible

aplicacién biomédica en la fabricacion de bioceramicas o de recubrimientos en metales.

Mediante la variacidon de la concentracion de acido glutamico y de las
condiciones de reaccion, fue posible obtener un control de la morfologia de las

nanoestructuras, obteniendo nanoplacas, nanocintas y nanofibras.



SUMMARY

The bone tissue is characterized vertebrates, which serves as support parts and
protects delicate organs thereby providing connection between muscles; it consists of an
organic phase, which mainly corresponds to collagen and a mineral phase consisting

primarily turn of hydroxyapatite crystals (HAp).

With the aim of contributing to the development of a possible solution of this type
of disease, by developing research to provide information on best materials, which can
promote rapid healing of damaged parts, hydroxyapatite nanostructures were
synthesized by the method microwave, which allow for better mechanical properties in

the final material.

The samples obtained were characterized the ceramic diffraction (XRD) X-ray,
infrared fourier transform spectroscopy (FTIR), ray fluorescence spectroscopy - X
electron microscopy (XRF), scanning electron microscopy (SEM) and transmission
(MET). The results obtained by XRD, FTIR and XRF confirmed HAp obtaining a

satisfactory manner.

A nanostructured ceramic material, consisting of hydroxyapatite fibers, was
obtained and which can function as a starting point for potential biomedical applications

in the manufacture of bioceramics or metal coatings.

By varying the concentration of glutamic acid and the reaction conditions, it was
possible to obtain a control of the morphology of nanostructures, obtaining nanoplates,

nanoribbons and nanofibers.
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INTRODUCCION

El empleo de materiales extrafios al ser humano para ser utilizados como
implantes dentro o fuera del organismo no es nuevo. A mediados del siglo XIX se
intentaron reparaciones de diversas partes del cuerpo humano utilizando los materiales
disponibles de acuerdo al avance tecnolégico de la época; desafortunadamente, dichos
materiales eran principalmente basados en cobre y bronce, mismos que sufrian una
severa corrosion dentro del ambiente del organismo humano, provocando infecciones

que ponian en riesgo la vida de los pacientes!”.

El tema de los biomateriales tiene un auge indiscutible. Mas de cincuenta millones
de personas en todo el mundo tienen implantado algun tipo de protesis. Utilizar
biomateriales para la reconstruccion de partes dafadas del cuerpo humano es una
realidad y es también un hecho bien conocido en nuestra sociedad. Lo que hoy
denominamos ciencia de los materiales es muy reciente, sin embargo su uso data de
tiempos remotos, hace ya mas de 2000 anos de antigledad donde se indica la
intervencion y sustitucion de material 6seo: romanos, chinos y aztecas empleaban el oro

en cirugias dentales.

“Biomaterial” se ha definido de diversas formas; una de ellas lo considera como un
material disefiado para actuar interfacialmente con sistemas biolégicos con el fin de

evaluar, tratar, aumentar o reemplazar algun tejido, érgano o funcién del cuerpo @,

Por otra parte, en la “European Society for Biomaterials Consensus Conference” se
definié a un biomaterial como un material o sustancia, utilizado solo o en la fabricacién
de un dispositivo médico encaminado a interactuar con los tejidos humanos para

monitorear funciones del cuerpo o para tratar condiciones patolégicas del mismo M,

Una conferencia de consenso sobre definiciones en el campo de biomateriales,
celebrada en Chester (Reino Unido) en 1991, consensud una definicion de biomaterial

mas amplia y ajustada al mismo tiempo: “un material disefiado para actuar

1



interfacialmente con sistemas biolégicos con el fin de evaluar, tratar, aumentar o

reemplazar algun tejido, érgano o funcién del cuerpo” ©.

En resumen, podemos considerar biomaterial a cualquier material que tiene una
aplicacién biomédica. El material podria tener un uso terapéutico; por ejemplo, en el
tratamiento de una lesion o una enfermedad. O bien, podria servir para diagndstico,
como parte de un sistema para la identificar una enfermedad o para vigilar una cantidad,

como el nivel de glucosa en la sangre.

Sea terapéutico o diagnostico el uso, el biomaterial esta en contacto con fluidos
bioldgicos, y debe poseer propiedades que satisfagan las exigencias de esa aplicacion.
Las caracteristicas mas importantes que influyen en la decision de escoger un

biomaterial dado son la biocompatibilidad, requisitos fisicos y requisitos quimicos.

Un organismo sano cuyos organos funcionan adecuadamente constituye el estado
ideal del ser humano. Desdichadamente, el estado de buena salud puede alterarse por
multiples causas. Unas inherentes al propio organismo, como consecuencia de defectos
congeénitos y otras de origen muy diverso, como la avanzada edad, enfermedades,
accidentes, etc., pero en definitiva provoca una alteracion en el funcionamiento de los
organos que se manifiesta mediante una sintomatologia bien definida clinicamente en la
mayoria de los casos. Las alteraciones se tratan de corregir clinicamente mediante la
administracion de farmacos, quirdrgicamente mediante la extraccion parcial o total de los
organos afectados, implantacion de dispositivos y érganos artificiales, trasplantes de
organos o mediante la modificacion y adaptacion de habitos y régimen de vida que

permitan y ofrezcan al paciente una calidad de vida lo mas aceptable posible.

Los compuestos que se denominan biomateriales pueden agruparse en dos
grandes bloques segun su procedencia: artificiales o biomédicos y naturales o
biolégicos. Dentro de los compuestos artificiales se encuentran los metales, los
ceramicos, los polimeros y los compositos, formados por mas de un componente

incorporado en una matriz metalica, ceramica u organica. En cuanto a los de origen



natural se incluyen proteinas, como colageno o elastina, y polisacaridos como la quinina.
En cuanto al grupo de los materiales ceramicos se incluyen normalmente el 6xido de
aluminio (Al,O3), oxido de circonio (ZrO;), oxido de titanio (TiO;), vidrios y vidrios

ceramicos.

Estos biomateriales pueden ser bioinertes (como los antes mencionados) o bien
bioactivos, en el sentido de que permiten una respuesta biolégica especifica en su
interface, permitiendo la formacion de enlaces entre el tejido y el propio material. Tal es
el caso del fosfato de calcio denominado Hidroxiapatita (HAp), que, como se analizara
mas adelante, es el principal constituyente de la fase mineral que forma los huesos, y
que es capaz de formar enlaces con el hueso vivo cuando se utiliza como biomaterial o
como recubrimiento de protesis metalicas. Este tipo de biomateriales se emplean en
prétesis ortopédicas, implantes dentales, cirugia maxilofacial o como cementos éseos

para relleno de huesos.

En el presente trabajo se presenta la sintesis de nanofibras de hidroxiapatita
mediante el método de microondas, donde se analiza el efecto de los precursores, su
concentracion y las variables del proceso en la morfologia de las nanoestructuras
obtenidas. Asimismo, se realiza una caracterizacion fisicoquimica y estructural, de las
nanoestructuras obtenidas, mediante las técnicas de Difraccion de rayos — X,
Microscopia electrénica de barrido y de transmisién de alta resolucion, Espectroscopia

Infrarroja por transformada de Fourier y Espectroscopia de fluorescencia atomica.



|- Marco Teodrico

1.1 Biomateriales

Todas las definiciones de biomaterial incluyen la palabra “material”, lo cual indica una
sustancia generalmente de consistencia sdlida usada para confeccionar un objeto, el

cual puede consistir de materiales vivos (injerto) o no vivos (implantes).

Los materiales vivos (injertos) y los materiales no vivos (implantes) cumplen la misma
funcién en el cuerpo humano que conlleva a la finalidad de reconstruir, remplazar y/o

restaurar partes de éste.

La diferencia entre los dos tipos de materiales es que los injertos estan constituidos
por células vivas transferidas de una zona donante a otra receptora (por lo regular de la
misma especie) y los materiales no vivos estan constituidos por materiales sintéticos o

naturales con la intervencion de la mano de obra humana ‘",

Como se menciond anteriormente, las caracteristicas mas importantes que influyen
en la decision de escoger un biomaterial dado son biocompatibilidad, requisitos fisicos y

requisitos quimicos.

Biocompatibilidad.- los sistemas vivos, sobre todo los animales, tienen un complejo
sistema de proteccidn contra la invasion de otros organismos. Nuestro cuerpo tiene una
capacidad increible para determinar si un objeto es material propio del cuerpo o si es
ajeno. Algunos materiales son mas biocompatibles; es decir se integran mas facilmente
al cuerpo sin reacciones inflamatorias. Se dice que un material es “no biocompatible” si

es toxico y/o causa la muerte del tejido vecino.



Requisitos fisicos.- por lo regular, un biomaterial debe cumplir con requisitos muy
estrictos. Por ejemplo, una valvula artificial para el corazon debe abrirse y cerrarse entre
70 y 80 veces por minuto, dia tras dia, durante muchos afos; si la valvula tiene una
esperanza de vida de unos 20 afnos, esto implica unos 750 millones de ciclos de apertura

y cierre.

Requisitos quimicos.- los biomateriales deben ser de grado médico, es decir, deben
contar con aprobacion para usarse en una aplicacibn médica dada. Todos los
ingredientes presentes en un biomaterial de grado médico deben ser inocuos durante

toda la vida de la aplicacion .

A grandes rasgos, los biomateriales se pueden clasificar segun se muestra en la

Tabla 1, haciendo una revisién general de sus ventajas, desventajas y aplicaciones.



Tabla 1. Clasificacion de los biomateriales @

Material Ventajas Desventajas Principales Aplicaciones
Polimeros
Silastic, Teflon, Faciles de Baja resistencia Saturas, arterias, cementos,

Dacrén, Nylon, PMMA, fabricar. mecanica, tendones artificiales, dientes,
Polietileno de alto peso | Baja densidad. Se degradan orejas y nariz, ligamentos,

molecular, Silicon, facilmente. implantes mamarios, valvulas

Poliéster, cardiacas, implantes
Polipropileno, testiculares, lentes
Politetraflouroetileno intraoculares

Metales

Aceros 316, 316L; Alta resistencia Baja Grapas, placas y alambres,

Aleaciones de Ti, mecanica al biocompatibilidad, protesis totales de
Aleaciones Cr-Co, desgaste y al corrosion en el articulacion, implantes
Aleaciones Cr-Co-Mo impacto. ambiente dentales, implantes de pene,
Vitallium, Tantalio, Ductibilidad fisioldgico; mallas faciales
Plata Cobalto F-75 propiedades reconstructivas, placas de
mecanicas que craneo.
difieren de las de
los tejidos
biolégicos.
Ceramicos
Oxidos de aluminio, Alta Baja resistencia Partes dentales,

aluminatos de calcio,
Oxidos de titanio,
Fosfatos de calcio,
Carbén, Bioglass.

biocompatibilidad,
resistencia a la
corrosion, alta
resistencia a la

al impacto, falta
de

reproducibilidad

de propiedades,

recubrimientos, relleno de
hueso, endoscopia,
herramientas y equipo
médico, implantes otoldgicos.

compresion, dificultad de
inertes, bajas procesamiento y
conductividades fabricacion.
térmicas y
eléctricas
Compositos
Metales con Alta Falta de Valvulas cardiacas, implante

recubrimientos
ceramicos, Materiales
recubiertos con carbon.

biocompatibilidad,
resistencia a la
corrosion, inertes.

consistencia y
reproducibilidad
en la fabricacion.

de rodilla, articulaciones
artificiales, implante de
cadera.

Materiales Naturales

Colageno, tejido
humano preservado,
acido hialurénico,
injertos.

Disponibilidad en
el cuerpo
humano,

biocompatibilidad.

Posible rechazo
del organismo
huésped.

Remplazo o aumento de
tejidos suaves y duros,
protectores para cornea,
injertos vasculares, tendones
y ligamentos, valvulas
cardiacas, lubricantes
oftalmolégicos, reemplazo de
liquido senovial.




1.1.1 Biomateriales ceramicos

Los ceramicos son materiales no metalicos e inorganicos con una estructura
cristalina, obtenidos en general con aplicacion de altas temperaturas y presiones ®),
Como se menciona en la Tabla 1. Clasificacion de los biomateriales ", los biomateriales
ceramicos se emplean en relleno de huesos, partes dentales, asi como en implantes de
cadera, valvulas cardiacas, etc. Esto nos lleva a la clasificacion que se muestra en la
Tabla 2, de algunos biomateriales ceramicos que se han utilizado en aplicaciones

meédicas.

Tabla 2 ® Clasificacion de biomateriales cerdmicos mas comunes.

Cerdmicos Formula Quimica Comentario
Alimina Al,O3

Zirconia ZrO, Bioinertes
Carbon pirolitico C

Biovidrio Na,OCaOP,0;-SiO

Hidroxiapatita (sinterizada a | Ca1o(PO4)s(OH). Bioactivo

altas temperaturas)

Hidroxiapatita (sinterizada a | Ca1o(PO4)s(OH)2
bajas temperaturas) Biodegradable

Fosfato tricalcico Caz(POs4),

La clasificacion de los materiales ceramicos sintetizados se realiza conforme a la
manera de interactuar de los materiales con el organismo humano en Bioinertes,

Bioactivos y Biodegradables.

Bioinertes: se refieren a los materiales que conservan su estructura dentro el
cuerpo despueés de la implantacién y no producen ninguna reaccion inmunolégica hacia

el huésped ©.

Bioactivos: Se refiere a la capacidad de los materiales de reaccionar con las
células y de enlazar el colageno. Los resultados obtenidos con las ceramicas biactivas
en la experimentacion animal son atractivos, pero hasta ahora no se han confirmado en

humanos ©.



Biodegradable: se refiere a materiales que se degradan dentro del cuerpo
mientras estos son reemplazados por la regeneracién natural del tejido; los productos
quimicos de los materiales degradados son absorbidos y desechados del cuerpo

mediante un proceso metabolico ©.

Aun con las consideraciones anteriores, se deben de tener en cuenta las
propiedades mecanicas de los ceramicos para poder llevar a cabo un uso correcto del
material, evitando asi las fallas dentro del organismo. En la Tabla 3 ""’se muestran
algunos de los materiales ceramicos mas importantes, asi como el tejido éseo natural,

con sus respectivas propiedades mecanicas.

Tabla 3 ®” Porpiedades mecéanicas de los biomateriales ceramicos mas comunes.

Modulo de | Resistenci | Resistencia | Resistencia a la
Young a a la|a la tensién | Flexiéon (MPa)
(GPa) compresié | (MPa)
n (MPa)
Alumina 380-400 4000-5000 | 350 400-560
Zirconia 150-190 1750 | -——--- 150-700
Carbon pirolitico 17-28 900 200 340-520
Hidroxiapatita 7-13 350-450 38-48 100-120
Fosfato tricalcico 40-117 120 |- | -
Hueso esponjoso 50-100 Mpa | 5.62+2.37 | -—-- | -—--
Hueso cortical 17-20 171.67:17. | ~—- | =———--
53

Las propiedades mecanicas de compresion con las que cuenta la hidroxiapatita
son muy pobres en comparacion a otros tipos de biomateriales utilizados en la actualidad
(alumina y zirconia), debido a esto, los investigadores se han visto en la necesidad de
tener que implementar nuevas técnicas de formacion de ésta para poder mejorar sus
propiedades mecanicas.

En algunos casos se realizan recubrimientos de piezas metdlicas con
hidroxiapatita para poder obtener un material composito, el cual nos permitira aumentar

las propiedades mecanicas del biomaterial.



1.2 Tejido Oseo

El tejido 6seo es una forma especializada de tejido conjuntivo, el cual estda compuesto
por células y matriz extracelular. La caracteristica que distingue al tejido 6seo de los
otros tejidos conjuntivos es la mineralizacion de su matriz, la cual produce un tejido muy
duro capaz de proveer sostén y protecciéon ©. Dicho material es el tejido especializado
que caracteriza a los animales vertebrados. El tejido 6seo estd compuesto por una fase
mineral que ocupa un 69% de su peso total, un 9% de agua y un 22% de una matriz
organica; dicha matriz organica se compone basicamente de colageno (90-96 %)

(Figura 1).

Fase Inorganica 69%

Agua 9%

Colageno 90%

Matriz Orgénica 22%

Otros 10%

Figura 1. Diagrama de distribucion de los constituyentes del tejido 6seo.

El tejido 6seo se clasifica a su vez en compacto (denso) y esponjoso (trabeculado). Al
llevar a cabo el analisis de la superficie de corte de un hueso se pueden identificar las 2
estructuras del tejido éseo.

Una capa densa y compacta forma la superficie 6sea externa (tejido 6seo compacto)
mientras que una malla de aspecto esponjoso compuesta por trabeculas (delgadas
espiculas de tejido 6seo anastomosadas) forma la parte interna del hueso (tejido 6seo



esponjoso). Los espacios que hay en la malla estan comunicados y, en los seres vivos,

contienen la medula y vasos sanguineos ©.
1.2.1 Composicion del Tejido Oseo

La composicion del tejido ose se puede resumir en la tabla 4 que se muestra a

continuacion:

Tabla 4 ™ Composicién del tejido dseo.

Componente % en peso % en volumen
Mineral 70 45
Hidroxiapatita carbonatada, Cas(PQO4)sOH

(~80%) M

Carbonatos de calcio (~15%)
Otras sales minerales (~5%)

Organico 20 33
Colagena tipo | (~90%)
Glicoproteinas M

Fosfoproteinas

Proteoglicanos

Osteonectina

Proteina Gla ésea (osteocalcina)

Proteina Gla de la matriz (con &acido vy-
carboxiglutamico)

Osteopontina

Proteina morfogenética 6sea

Agua 10 22

M= Componente mayoritario

Desde un punto de vista mas completo, el hueso puede ser considerado con un
ensamble de distintos niveles, en los cuales se consideran siete unidades estructurales
jerarquicas desde la macro, micro y nanoescala para cumplir con numerosas funciones
(Figura 2). Ademas, todos estos niveles de huesos permanentemente interactuan con

células y macromoléculas biolégicas.
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En el nivel nanoestructural, cristales tipo placa diminuta de apatita biolégica en
hueso estan presentes dentro de espacios discretos y forman diminutas fibras de
colageno que crecen con una orientacion cristalina especifica a lo largo de los ejes ¢ de
la estructura, los cuales son aproximadamente paralelos a los ejes largos de las

diminutas fibras de colageno.

Las dimensiones de cristales de apatita biologicas reportadas en la literatura
varian debido a los diferentes métodos de tratamiento y a las técnicas analiticas; estas
dimensiones estan generalmente alrededor de niveles nanométricos con valores en los

intervalos de 30-50 nm (longitud), 15-30 nm (ancho) y 2-10 nm (espesor) .

En la Figura 2 se muestra, a manera de ejemplo, la presencia de los distintos
niveles de organizacidn estructural del tejido 6seo de un vertebrado: Nivel 1: Diminutas
fibras de colageno con una estructura de triple hélice. Nivel 2: Diminutas fibras de
colageno. Nivel 3: El arreglo de las diminutas fibras de colageno mineralizadas con una
periodicidad del estriado cruzado de aproximadamente 60-70 nm. Nivel 4: Dos patrones
de arreglo de diminutas fibras organizadas como las encontradas en el hueso del
esqueleto del pez cebra. Nivel 5: La estructura laminar en una vértebra. Nivel 6: Una

vértebra. Nivel 7: Hueso del esqueleto.
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Figura 2. Ejemplificacion de los siete niveles jerarquicos de organizacién en el esqueleto
de un vertebrado.

1.3 Fase mineral

La fase mineral esta compuesta principalmente de cristales microscépicos de
fosfatos de calcio, dentro de los cuales la hidroxiapatita (Caio (PO4)s(OH)2) 6
(Cas(P0O4)30H) es la mas importante. Otras fases minerales presentes en el hueso son el
fosfato dicalcico (CayP.07), el fosfato de calcio dibasico (DCP,CaHPOQO,), el fosfato
tricalcico (TCP; Ca3(PO),) y algunas fases amorfas de calcio. Existen ademas otros
iones como el citrato (CgHsO7*), el carbonato (COs%), el fluoruro (F)) y también iones
hidroxilo (OH"), los cuales pueden dar lugar a pequenas diferencias microestructurales
en el tejido 6seo.
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En la siguiente tabla se muestra una comparacién en la composicion de

hidroxiapatita bioldgica y sintética.

Tabla 5 ™ Comparacion de la composicion de HAp bioldgica y sintética.

Elemento (% en peso) Hueso Hidroxiapatita sintética
Calcio 35.5 39.0
Fosforo 17.1 18.5
Diéxido de carbono 4.4 -
Magnesio 0.9 -
Sodio 1.1 -
Potasio 0.1 -

Cloro 0.1 -

Flaor 0.02 -
Azufre 0.6 -
Silicio 0.04 -
Relacion atémica Ca/P 1.71 1.667
Indice de Cristalinidad 33-37 80-100

1.3.1 Fosfatos de Calcio

Como se ha visto anteriormente, el tejido 6seo (huesos y dientes) esta compuesto
por una fase organica y una fase inorganica, a su vez esta ultima compuesta de fosfatos

de calcio casi en su totalidad.

Por otra parte, los investigadores consideran que son precisamente las sales de
fosfato de calcio las que tienen una gran influencia en la regeneracion del tejido 6seo ya
que, tanto las propiedades fisicas, quimicas y estructurales de dichos materiales

ceramicos son muy semejantes a las de los huesos.

El comportamiento in vivo de los implantes de fosfato de calcio depende de varios
factores, entre los cuales los mas importantes son la relacion atdmica Ca/P, la estructura
cristalina y la porosidad; aunque el ambiente fisiolégico puede tener también una

influencia decisiva en la respuesta biolégica. Las unicas fases de fosfatos de calcio que
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son estables a la temperatura y pH del cuerpo humano son la hidroxiapatita (HAp) y el

fosfato de calcio dibasico (DCP).
1.3.2 Hidroxiapatita

La variabilidad en composicion quimica (diferentes fosfatos de calcio), la
cristalinidad (entre menor cristalizacion mayor solubilidad y por tanto su reabsorcion es
mas factible), el tamafo y morfologia (cristales nanométricos presentan una alta
reactividad y frecuentemente interactuan con los tejidos a su alrededor de forma distinta a

la de los cristales micrométricos) afectan la solubilidad y reactividad de la HAp!"?.

La HAp se puede usar como remplazo de partes pequefias de hueso, como
relleno de cavidades en odontologia, como recubrimiento de superficies de metales para
implantes, como refuerzo en materiales compuestos y como dosificador de

medicamentos, entre otros'”.

A continuacion se hara una descripcion de la estructura tipo apatita y
posteriormente se examinara con detalle. A fin de distinguir los diferentes componentes
estructurales en la hidroxiapatita Cas(PO4);0OH, es conveniente reescribir su formula
quimica como: Ca(1).Ca(2)3(P0O3)4OH. Donde se ha usado la notacion Ca(1) y Ca(2)
para indicar atomos de calcio tipo 1 y tipo 2, respectivamente. Esta division del calcio en
dos tipos se debe a que se encuentran rodeados por un numero distinto de oxigenos en

la estructura de la apatita (Figura 3).

El fosfato por su parte, esta rodeado de 4 oxigenos (lo que le otorga su niumero de
coordinacion) y forma un tetraedro que es representativo del grupo fosfato PO, (Figura
4 a)). Por ultimo, el grupo OH™" tiene una densidad de carga con simetria casi esférica
(Figura 4 b)).
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a) Grupo fosfato, b) grupo OH
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Como se muestra en las Figuras 3 a) y 3 b), cada atomo de calcio tipo 1 se
encuentra rodeado de 9 atomos de oxigeno, cuya figura geométrica es la distorsion de
un prisma triangular tripuntado. En las figuras 3 c) y 3 d), el atomo de calcio tipo 2 esta
rodeado de 7 aniones representando distorsiones de una bipiramide pentagonal ideal. El

calcio 1 tiene un numero de coordinacion de 9y el calcio 2 de 7.

La estructura cristalina de la hidroxiapatita se obtiene ensamblando todas las
“piezas” de la estructura (Figura 3 y Figura 4), es decir, los prismas trigonales tripuntados
de Ca(1), las piramides pentagonales de Ca(2), los tetraedros de los grupos fosfato y los

grupos OH™.
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Los grupos OH™' se disponen en una columna, orientados desordenadamente
hacia arriba o hacia abajo a lo largo del eje de un cilindro (Figura 5a)). Sobre la
superficie del cilindro de esa misma figura, se tiene un arreglo hexagonal de atomos de
oxigeno. Los atomos de calcio tipo 2 estan ubicados un poco desplazados del centro de

cada hexagono (Figura 5a)).

Los grupos OH"" (desordenados en su orientacion con el hidrégeno hacia arriba o
hacia abajo) estan sobre el eje del cilindro y los Ca(2) (esferas blancas) estan un poco
desplazados del centro de cada hexagono. Por otro lado, las bipiramides pentagonales
con el vértice de una piramide se encuentran sobre el eje del cilindro (el oxigeno de un
grupo OH™. Cuatro de los siete aniones de la piramide pentagonal forman parte de la
malla hexagonal de oxigenos. Los tetraedros de los grupos PO4> con dos de sus

oxigenos forman parte de la malla hexagonal y los otros dos proyectados hacia afuera

r

del cuerpo del cilindro.

Vista superior Ca2 .»
oxigeno

O'O

aoa

- Y
AR & }>
L

. »
oxigeno

f
J

.

. Ciz"
Vista lateral

(e

G ‘

a) b) C)

Figura 5. (a) Malla hexagonal sobre una superficie cilindrica (b) Bipiramides
pentagonales con el vértice de una piramide sobre el eje del cilindro (c) Tetraedros de
grupos PO,>.
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Con esta descripcion es posible imaginar los grupos OH™ con una cierta posibilidad
de moverse a lo largo del eje del cilindro. La carga -1 del grupo OH debe viajar entonces
bajo las fuerzas de interaccion de cargas negativas -2 (los oxigenos de la malla
hexagonal) y cargas positivas +2 (de los calcios tipo 2) un poco desplazados del centro

de cada hexagono en la malla (Figura 5a).

Como se vera mas adelante, las propiedades de conductividad iénica de la apatita
tendran que ver con el movimiento de los grupos OH™ u otros iones que los puedan

sustituir en sus sitios.

Los 7 aniones mas cercanos al calcio tipo 2 que forman la bipiramide pentagonal son:
el oxigeno del grupo OH™ que se encuentra en el eje del cilindro, cuatro oxigenos que
forman parte de la malla hexagonal y otros dos mas que se encuentran fuera del cuerpo
del cilindro (Figura 5b). Los tetraedros PO, se colocan de tal manera que cada uno de
ellos une dos bipiramides pentagonales de Ca(2) compartiendo una arista con una y un

vértice con la otra (Figura 5cy 6).

. Malla hexagonal
Bipiramide pentagonal

Bipiramide pentagonal

Oxigenos fuera de la
malla hexagonal

Figura 6. Tetraedros PO4 compartiendo sucesivamente aristas y vértices con
bipiramides pentagonales de calcio tipo 2.

Los calcios tipo 1, como se menciond anteriormente, forman prismas trigonales
triapuntados (Figura 5a). Estos prismas se ubican en la estructura de la hidroxiapatita de
manera que se apilan uno sobre otro compartiendo las caras que son las tapas del
prisma trigonal. En la Figura 7 se muestra este apilamiento. Los tetraedros de los grupos
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fosfato estan dispuestos de tal manera que una de las aristas forman parte del borde de
una cara que comparten dos prismas trigonales triapuntados apilados uno con el otro;
mientras que otra arista se encarga de unir las dos “puntas” de esos mismos dos
prismas. Todas las “puntas” de los prismas trigonales son oxigenos que forman a su vez

una malla hexagonal cilindrica como la representada en la figura 5a.

Grupo OH™ Grupo Figura 7.

Prisma trigonal PO, Apilamiento_ de
triapuntado prismas trigonales
triapuntados  que
corresponden a

Calcio calcio tipo 1.

Ampliamiento de
prismas trigonales

triapuntados %
~Malla

/ hexagonal

En la Figura 8 se puede apreciar el arreglo en conjunto de toda la estructura y
simetria hexagonal(”. El apilamiento de los prismas trigonales triapuntados
correspondientes a calcio 1 de la figura 7 se muestra con la direccion de apilamiento
perpendicular al plano de la figura. A la derecha se muestra la celda unidad del arreglo

hexagonal de la estructura.

Prismas trigonales
‘ ’ ‘ ’ ‘ .;_; .I.triapuntados
?a%a% -\
" :‘ :t! celda Snitaria
- Grupos
" " ' fosfgto. PO,?

Figura 8. El apilamiento de los prismas trigonales triapuntados
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Existen varios métodos para llevar a cabo la sintesis de la hidroxiapatita, los mas

utilizados se resumen a continuacion:

Tabla 6 @ Principales métodos de sintesis de HAp.

Técnica Materiales Iniciales Condiciones de | Observaciones
Sintesis
Sintesis en | Caz(PO4),+CaCOs; 900-1300°C, Ca/P=1.67, gran
estado solido a | Ca,P,0;+CaCOs3 usualmente con flujo | tamafio de grano,
altas de vapor de agua. formas irregulares e
temperaturas inhomogeneos.
Sintesis en fase | Ca(NO3)2+(NH4)HPO4 | T de  reaccion= | Ca/P<1.67 cristales
acuosa Ca(OH),+H3PO4 100°C pH=7-12 irregulares pequefios

con baja cristalinidad.

Métodos HAp preparada por via | 100-200°C, 1-2MPa | Ca/P= 1.67 cristales
hidrotérmicos humeda, otros | 300-600°C, 1-2Kbar | de diferentes
fosfatos de calcio, etc. tamanos,
homogéneos.
Crecimiento a | Ca3(PO4), y CaF,, o | 1650°C Cristales grandes,
partir de sales | CaCl, deformaciones
fundidas durante el
crecimiento.
Crecimiento en | Gel+Ca* +PO,> pH= 7-10 Se obtiene Hap,
geles T=40, 60°C OCP, monetita vy
brushita.
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lI- ANTECEDENTES

La hidroxiapatita (HAp) ceramica pertenece a una clase de materiales a base de
fosfato de calcio, los cuales han sido utilizados ampliamente como sustituto de hueso.
Recientemente la HAp ha sido usada para una gran variedad de aplicaciones médicas,
esto es debido a la similitud quimica entre ésta y el hueso mineralizado del tejido de los
vertebrados!"". La HAp sintética presenta una fuerte afinidad para albergar los tejidos
duros como lo es el hueso; en consecuencia, la formacion del encale quimico con el
tejidos del huésped presenta grandes ventajas en aplicaciones clinicas y que otros

sustitutos dseos no tienen, como los aloinjertos o implantes metalicos.'*'®

En las ultimas décadas se han publicado numerosos reportes de trabajos en los
cuales se han obtenido grandes desarrollos en la elaboracion de materiales ceramicos a

s (12-20)

partir de materias primas comerciale y manteniendo en algunos casos el tamano

de grano deseado. ("%

Uno de los procesos utiliza el potencial y la temperatura para la obtencion de
granos con nanoestructuras en materiales ceramicos. El proceso utiliza microondas con
determinado potencial para elevar la temperatura del equipo y poder tener suficiente
energia para llevar a cabo la sintesis de diferentes materiales.!"”?" Dicho proceso ha
sido estudiado previamente por el grupo de investigacion dentro del cual se desarroll6 el

presente trabajo.!!"?®

Los iones de Calcio (Ca), Fosfato (PO4) e Hidroxido (OH), se combinan en una
solucién, la cual dara lugar a la hidroxiapatita después de un determinado tratamiento (12-
" La solucién se coloca en tubos de teflén los cuales nos permiten alcanzar la
temperatura deseada, la cual va de 160°C a 165°C, asi como resistir la presion generada
en su interior durante un tiempo de no menos de 12 hr para llevar a cabo de manera

satisfactoria la sintesis de la hidroxiapatita. Un agente importante en la combinacion de
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las soluciones es el acido glutamico, el cual nos permite poder controlar el crecimiento

de los cristales, asi como su orientacion en el sistema cristalino. ')

Mediante la realizacion de este proceso se ha verificado que se obtienen tiempos

17)

de sintesis mas cortos y temperaturas mas bajas ('), ademas de diferentes tipos de

nanoestructuras cristalinas.!""2"

Dichas nanoestructuras nos permiten una mejor
adherencia hacia el hueso debido al tamafo de particula que se obtiene, ya que es muy

parecido al del hueso. ?"

Se ha publicado que mediante este proceso las nanoestructuras de hidroxiapatita
obtenidas presentan crecimiento de granos mas rapido, particulas mas pequefas y
particulas estrechas con una distribucién de nucleacion homogénea mas rapida, dicho

proceso recibe el nombre de sintesis por microondas. ¢"

Gracias al desarrollo de una gran cantidad de trabajos realizados sobre la
formacion de la hidroxiapatita, la mayoria de los investigadores en la actualidad trabajan
en la obtencion de materiales compuestos de dicho componente para permitir mejorar

las pobres propiedades mecanicas de la HAp. ¢%2°
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I1l- JUSTIFICACION

La salud sera permanentemente una de las principales necesidades que el ser
humano debe cubrir para vivir bien y sin padecimientos. El potencial para permitir
grandes avances en la medicina debido a su semejanza con las propiedades de los
huesos y su aceptacion del cuerpo humano, hacen de la HA el principal material para la
sustitucion de huesos dafiados. Con el paso de los anos el cuerpo tiende a perder fuerza
y rigidez en los huesos dando como resultado fracturas; como resultado del presente
trabajo se pretende contribuir en la obtencion de materiales mas fuertes y baratos con

los cuales se puedan tratar los huesos danados.

Ademas, es importante desarrollar y mejorar métodos de sintesis de estos
compuestos para obtener morfologias controladas y adecuadas para las funciones que
desempenaran en el futuro. Es decir, que desde el punto de vista de la Ciencia e
Ingenieria de Materiales seamos capaces de aplicar el conocimiento adquirido hasta la
fecha para proponer soluciones a problemas importantes para la sociedad, como lo es
en este caso, en la obtencidon de un material con gran potencial de ser usado en la

fabricacion de biomateriales.
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V- HIPOTESIS

Revisiones bibliograficas e investigaciones previas relacionadas con hidroxiapatita
obtenida mediante diferentes métodos hacen suponer que, mediante la técnica de
microondas, con la variacion de los parametros de reaccion y de la concentracion de
acido glutamico, es posible controlar la morfologia de la hidroxiapatita, lo cual permitira

modificar y mejorar las propiedades de las nanoestructuras generadas.

V- OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Obtener nanofibras de hidroxiapatita (HAp) mediante el método de microondas y
determinar el efecto de los parametros de crecimiento (concentracion de acido
glutamico y niveles de agitacion) en la morfologia de las nanoestructuras

obtenidas.
5.2 Objetivos particulares:

e Sintetizar HAp a partir de soluciones de nitrato de calcio, fosfato de potasio
monobasico, hidroxido de potasio y acido glutamico mediante el método de
microondas.

e Establecer los parametros de sintesis que permitan la obtencion de
nanoestructuras de HAp, asi como el control de su morfologia.

e Obtener nanofibras de HAp y caracterizarlas mediante las técnicas de difraccion
de rayos — X, espectroscopia infrarroja, microscopia electrénica de barrido y

transmision de alta resolucién y espectroscopia de fluorescencia atémica.
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VI- METODOS Y TECNICAS DE CARACTERIZACION

En la actualidad, hay una gran cantidad de métodos para sintetizar hidroxiapatita
(HAp). En algunos de ellos, los precursores son mezclados en solucion y la reaccion
quimica tiene lugar a temperatura ambiente durante varios dias o meses '". La sintesis
de materiales a través de métodos hidrotermales asistidos por microondas ofrece la
ventaja de proporcionar un calentamiento homogéneo en todo el volumen 9. En los
ultimos anos, el uso de un horno de microondas ha sido utilizado como una fuente de
calor para reducir los tiempos de reaccion "V, En estos dias el uso de la sintesis de

ceramicos mediantes el método de microondas es comunmente usada (719,

6.1 Sintesis

La metodologia utilizada en la sintesis hidrotermal asistida por microondas
consiste en la formacién de la hidroxiapatita (HAp) partiendo de disoluciones acuosas a
una temperatura entre 160 y 165°C, esto es debido a que los vasos de teflon utilizados
en dicho experimento contienen limitaciones a temperaturas elevadas. Para llevar a cabo
una reaccion sin necesidad de la evaporacion del solvente, el sellado correcto de los
tubos es muy importante, ya que ello permite alcanzar presiones elevadas y, a su vez,
controladas. La sintesis de hidroxiapatita se realizé en un horno de microondas Synthos
3000 de Anton Paar, con vasos de teflon presurizados (Fig. 9). Al llevar a cabo la
reaccion de sintesis mediante este método nos permite tener un mejor control y
seguridad durante su preparacion. Esto es debido a que el horno de microondas cuenta
con un sensor de presion y temperatura, los cuales nos permiten tener varios niveles de
seguridad en nuestro equipo. Para mantener protegido el sensor de temperatura
después de unir el tubo, se le da un giro de 45° poniendo asi el sensor fuera de peligro,
en caso de un gran incremento en la presion del tubo.

Los precursores utilizados fueron: nitrato de calcio [Ca(NOs3).]-4H,0](Sigma
ultrac4955); fosfato de potasio monobasico [KH,PO,](Electron Microscopy
Sciences20250); hidréxido de potasio [KOH](Sigma Aldrich 221473) y acido glutamico
[CsHgNO4-H,O](Sigma G1126).
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Figura 9. Equipo de microondas utilizado en la sintesis de HAp

Con los materiales de partida se han usado determinadas cantidades de los
reactivos quimicos, todo esto de acuerdo al modelo de reaccién indicado en la Tabla 7:
Tabla 7. Cantidades y condiciones de reaccién.

Mezcla Ce (0)* Cca(@)* G, (0)* Cou (@)* Volumen Temperatura Agitacion

de Final (°C) (Niveles)
Reaccion (ml)

1 0.0 1.144 0.972 0.736 400 160-165 1

2 2.0012 1.144 0.972 0.736 400 160-165 1

3 2.178 1.144 0.972 0.736 400 160-165 1

4 4.0 1.144 0.972 0.736 400 160-165 1

5 4.0 1.144 0.972 0.736 400 160-165 2

6 4.0 1.144 0.972 0.736 400 160-165 3

7 4.0 1.144 0.972 0.736 400 160-165 0

*Cs, Cca, Cp, Con representan las cantidades de &cido glutamico, nitrato de

calcio, fosfato de potasio monobasico e hidroxido de potasio, respectivamente.
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-Reaccion #1 (sin acido glutamico): se realizd la preparacion de 2 soluciones. En la
primera solucion se disolvio el nitrato de calcio en 200 ml de agua desionizada, durante
15 min, con agitacion vigorosa. La segunda reaccion se prepardé mediante la disolucidn
de fosfato de potasio monobasico e hidroxido de potasio en 200 ml de agua desionizada,
durante 15 min con agitacion moderada. Al término del tiempo sefialado, las disoluciones
se mezclaron y se dejaron 10 min mas en agitacion. Dicha solucién se coloco en 8 vasos
de teflén para uso exclusivo en el sistema de calentamiento por microondas, afiadiendo
50 ml en cada vaso. Estos se cerraron y fueron introducidos inmediatamente en el horno
de microondas por un tiempo de 90 min (de los cuales los 10 primeros minutos
corresponden a la rampa de nuestro proceso, los siguientes 45 min corresponden al
tiempo en que se mantuvo la solucion a temperatura constante y los ultimos 35 min
corresponden al enfriamiento del equipo). La muestra recolectada se filtra con papel filtro
en un embudo buchner, el cual esta colocado sobre un matraz kitasato (esto se realizd

por gravedad). La recoleccion de la HAp se realizo en el papel filtro.

-Reacciones #2 - #7: al igual que en la #1 se prepararon 2 soluciones. Primero, se
preparé una disolucién/suspension de nitrato de calcio y acido glutamico (dependiendo
de la cantidad de acido glutamico determinada en cada reaccién de la tabla 7) en 200 ml
de agua desionizada, calentada a aproximadamente 60 °C y bajo una agitacion vigorosa
durante un tiempo de 2 horas. La segunda reaccion se prepar6é mediante la disolucion de
fosfato de potasio monobasico e hidroxido de potasio en 200 ml de agua desionizada,
durante 15 min, con agitacion moderada. Al término del tiempo sefalado para las
disoluciones, se mezclaron y se deja 10 min mas en agitacién. Dicha solucion se coloco
en los vasos de teflon para el calentamiento por microondas y se repitid el procedimiento

descrito para la reaccion #1.
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6.2 Técnicas de Caracterizacion
6.2.1 Difraccién de rayos-X (DRX) "

Mediante la técnica de difraccion de rayos-X es posible analizar la estructura
cristalina de los materiales, es decir, el acomodo que existe en los atomos para dar lugar
a las diferentes estructuras cristalinas. En nuestro experimento se llevo a cabo el analisis
mediante polvos finos para la obtencién de nuestro difractograma. La realizacion de esta
técnica se basa en hacer incidir un haz de rayos-X sobre la muestra y, mediante un
detector, se estudia como dicho haz se dispersa debido al acomodo cristalino de los
atomos en dicha muestra. Cuando el haz de rayos-X incide sobre la muestra, los
electrones comienzan a oscilar; es decir; continuamente se aceleran y desaceleran

durante su movimiento y emiten una onda electromagnética.

En un sistema donde la longitud onda y la frecuencia al ser dispersadas no
cambian, corresponde a un fendmeno de dispersion elastica y cuando los haces

dispersados interfieren entre si, ocurre el fendmeno de difraccion (Figura 10).

D D Q9@
Figura 10. Ondas de rayos-X dispersadas de una manera ordenada
Este fendmeno de difraccién permite que algunos frentes de onda interfieran de
una manera constructiva, a esto se le conoce como la ley de Bragg (Figura 11), la cual

se expresa mediante la siguiente ecuacion:
nA=2dsenb
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Donde n es un numero entero, A es la longitud de onda de los rayos-X, d es la
distancia entre los planos de la red cristalina y 6 es el angulo entre los rayos incidentes y

los planos de dispersion.

Interferencia Interferencia
constructiva destructiva

Figura 11 Esquema de la ley de Bragg

Para ubicar los puntos del espacio donde se cumple la ley de Bragg, se hace girar
el plano de la muestra asi como el detector, de tal manera que recorran un angulo 6 y

20, respectivamente (Figura 12).

Figura 12. Difractometro de polvos
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El grafico que contiene todas las reflexiones mencionadas es llamado

difractograma, el cual es caracteristico de cada estructura cristalina en particular.

a) Preparacion de la muestra para técnica de polvos

1.- Se muele perfectamente la muestra con un mortero de agata hasta tener un

tamano de particula homogéneo (Figura 13)

Figura 13. Pulverizacion de la muestra en un mortero de agata.

2.- Cuando se tiene la muestra perfectamente molida, se coloca en un porta
muestras, como se indica en la Figura 14.

Porta
muestras Muestra

Figura 14. Colocacion del polvo en un porta muestras de vidrio.
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3.- Se coloca el porta muestras en el difractometro (Figura 15) y se realiza el

analisis mediante la técnica antes mencionada.

Figura 15. Muestra siendo analizada en un difractometro de rayos — X.

6.2.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de fourier (FTIR) %329

La espectroscopia infrarroja (IR) se utiliza para analizar las caracteristicas
vibracionales de las moléculas y cristales. Experimentalmente consiste en la interaccion
de una fuente infrarroja a través de un microscopio (longitud de onda que va de 4000 a
400 cm™). Cuando la energia de radiacién infrarroja coincide con la de los modos
normales de vibracion molecular de la muestra, éstas absorben energia y la usan para

aumentar su frecuencia de vibracién, la cual es detectada por el sensor.
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La Figura 16 muestra algunos ejemplos de las diferentes formas vibracionales de

una molécula, dependiendo del tipo de enlace y de la frecuencia de radiacion.

¥ X

Simétrica Antisimétrica
Balanceo en plano Tijereteo en plano

Figura 16. Tipos de vibraciones en los enlaces moleculares

Cabe destacar que para cada molécula en particular, la frecuencia de los modos
vibracionales es unica y caracteristica de cada enlace. Por ejemplo, la molécula de
diéxido de carbono (CO;) puede presentar cuatro tipos de vibracion, tal como se muestra

en la Figura 17.

*—o—@ &0

:

Figura 17. Tipos de vibraciones que presenta la molecula de dioxido de carbono.

Los cambios en transmitancia se miden con el detector; entonces, se obtiene una

grafica de transmitancia vs numero de onda, la cual se le conoce como “espectro”.
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Una de las cualidades que presenta el espectro es la intensidad, la cual esta
relacionada directamente con la concentracién (a mayor concentracién mayor intensidad

del pico).

La amplitud de los picos, lo cual nos determina las interacciones quimicas de la
molécula o grupo funcional que se encuentra vibrando, nos proporcionan informacion
sobre éstas. Por ejemplo, cuando se tienen varias interacciones el pico resultante sera

amplio. En cambio cuando tenemos pocas interacciones el pico resultante sera agudo.
a) Preparacion de la muestra

1.- Se muele perfectamente la muestra y el KBr por separado

2.- Cuando se tiene la muestra perfectamente molida se mezclan en una
proporcion de 1:4 (muestra y KBr), todo esto se realiza a una temperatura
ambiente.

3.- Se coloca en una pastilladora, la cual posteriormente se coloca en una prensa.
Al término de este proceso obtendremos una pastilla de KBr con HAp.

4.- La pastilla se coloca en un porta-muestras en el espectrometro de radiaciéon

infra roja y se analiza la muestra.
6.2.3 Espectroscopia de fluorescencia atémica %30

Los trabajos realizados han demostrado que la técnica de fluorescencia es
adecuada y util para la determinacion cuantitativa de un numero razonablemente amplio
de elementos. Sin embargo, no ha tenido hasta la fecha una gran aplicacién debido a la

gran eficacia de los métodos de emisidén atdmica y, en especial, de absorcion atémica.
Los espectros de florescencia se obtienen con la disposicidon instrumental general

mostrada en la Figura 18, en la cual el haz de luz incidente es monocromatico. En el

esquema se observa que la luz incidente llega a la muestra después de pasar a través
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de un primer monocromador; esta absorbe la luz y a continuacién la remite en todas las

direcciones y a mayores longitudes de onda.

La luminiscencia que sale de la muestra se mide bajo un angulo que no esta en
linea con el eje que conecta la fuente con ésta. Usualmente se emplea un angulo de 90°,

aungque no es necesario.

espejo dicroico

detector
objetivo

espécimen
enfocado
desenfocado

_———— = | ===

Figura 18. Esquema general de la técnica de espectroscopia de fluorescencia atomica.

Si la luminiscencia es proporcional al contenido de analito, se puede utilizar para

cuantificarlo.
a) Preparacion de la muestra

1.- Se coloca en un porta objetos y se le coloca un cubre objetos encima.
2.-Se utiliza una solucién bufer para neutralizar el pH.
3.- Se coloca un fluorocromo con una micropipeta.

4.- Se analiza en el microscopio.
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6.2.4 Microscopio electrénico de barrido (MEB) % 3"

El microscopio electrénico de barrido (MEB), o mejor conocido como SEM
(Scanning Electron Microscopy) es un instrumento muy importante en la investigacion de
materiales. EI MEB es aquel que utiliza un haz de electrones en lugar de luz para formar
una imagen. La técnica consiste en producir un delgado haz de electrones acelerados

(2-10 nm de diametro), los cuales escanean una region de la muestra.

El principio de funcionamiento de un MEB se puede describir de un modo sencillo:
un haz de electrones procedente de un filamento es acelerado y focalizado mediante una
serie de lentes electromagnéticas hacia una muestra (Figura 19). Debido a la interaccion
que sufren estos electrones con el espécimen, se generan una serie de sefiales que
convenientemente recogidas y amplificadas permiten obtener informacion de el material

desde el punto de vista morfolégico.
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Figura 19. Esquema del Funcionamiento Interno del MEB

La interaccion de los electrones incidentes con la muestra produce una serie de
radiaciones secundarias (Figura 20): electrones secundarios, electrones retro
dispersados, electrones transmitidos, radiacion X. El utilizar una u otra radiaciéon

secundaria nos permite obtener distinta informacion de la muestra.
Las sefales mas importantes son producidas por electrones secundarios con

energias de salida probables entre 2-5 eV y electrones retro dispersados con energias

cercanas a 50 eV.
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Haz incidente

Electrones
secundarios

Haz
transmitido

Figura 20. Esquema de la informacion que se puede obtener segun la radiacion que

emite la muestra en el

Electrones

- retrodispersados

Rayos X

Muestra

Electrones
dispersados

MEB.

En la técnica de MEB, (como se ilustra en la Figura 20), el detector del equipo

recoge los electrones secundarios que fueron expulsados del atomo en cualquier

direccién. Los electrones secundarios emitidos por el objeto no nos proporcionan

informacion de la cantidad que llega a la muestra y tampoco de la composicion de esta,

depende unicamente de la morfologia de la superficie del objeto y del angulo entre esta

superficie.

a) Preparacion de la muestra

1.- Se pule de una manera perfecta el porta-muestra con una pasta especial para

remover toda la suciedad que contenia antes.

2.- El porta-muestras se coloca en un vaso de precipitado con acetona, para

limpiarlo.
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3.- Se coloca cinta de carbén de doble cara (debe ser conductora) en el porta-
muestra para poder adherir el espécimen de HAp.
4.- Debido a que la muestra no es conductora, se recubre con una pelicula de oro

en un equipo de pulverizacion catddica (sputtering) (Figura 21).

Figura 21. Equipo de pulverizacion catddica para recubrimientos de oro.

5.- Se coloca el porta-muestras que contiene la muestra en la platina del equipo y

se coloca dentro del microscopio electronico de barrido (Figura 22).

Figura 22. Microscopio Electronico de Barrido (MEB)
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6.2.5 Microscopia electrénica de transmisién (MET) @' 32

El haz de electrones atraviesa una muestra de espesor reducido. Las imagenes
obtenidas proporcionan informacién sobre la estructura interna de los sélidos y permiten
el acceso a detalles microestructurales no perceptibles al ojo humano.

Esta técnica es unica, debido a la capacidad que tiene de conjugar la obtencion
de imagenes (espacio real), diagramas de difraccidon (espacio reciproco) y dar
informacion acerca de la composicién real de cada material en un amplio rango de

numeros atomicos.

La imagen formada en un microscopio electrénico de transmision (MET), también
conocido como TEM debido a sus siglas en inglés, (trasnmision electron microscope)

esta formada por un haz de electrones que atraviesa una probeta.

Se observan detalles de la microestructura interna: los contrastes de la imagen se
consiguen por diferencias del haz difractado o disperso por varios elementos de la
microestructura o defecto. Teniendo en cuenta que los materiales sélidos absorben los
haces de electrones, la probeta se debe preparar de forma muy delgada para asegurar,
asi, la transmision del haz incidente a través de ella. El haz transmitido se proyecta en
una pantalla fluorescente, pelicula fotografica o pantalla LCD a fin de conseguir la
imagen. Con el microscopio de transmisién, frecuentemente utilizado para el estudio de

microestructuras, se logran aproximadamente a 1°000,000 de aumentos.

Apertura Apertura
condensador objetivo

| |
~ "
N

Fuente  Lente Objeto Lente Lente Imagen
Objetivo Proyectora

v

Figura 23. Esquema del Funcionamiento Interno del MET
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a) Preparacion de la muestra

1.- Se extrae un porta muestras de nuestro contenedor.
2.-En este se coloca una pequeia gota de muestra diluida en agua desionizada.

3.- La muestra se coloca en el equipo de MET y se analiza
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VII- RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Difraccion de rayos-X (DRX)

En las figuras 24 y 25 se observan los patrones de difraccion de las muestras
sintetizadas sin acido glutamico y con la adicion de acido glutamico, respectivamente.
En éstos se aprecian las reflexiones de Bragg caracteristicas de la estructura cristalina
de la hidroxiapatita. La identificacién se realizé comparando los difractogramas con los
archivos de difraccion de polvos (ICDD-PDF), los cuales corresponden a las diferentes
fases de la hidroxiapatita. Las fases identificadas en los difractogramas corresponden a
los archivo PDF# 86-1199 y 86-1203.

En el difractograma que se muestra en la figura 24 se observan las reflexiones de
Bragg de los planos cristalinos caracteristicos de la hidroxiapatita hexagonal. Se aprecia
un ensanchamiento en dichas reflexiones, lo cual se atribuye al tamafio nanométrico y
desordenado de las estructuras obtenidas, como se discutira mas adelante. En cambio,
en el difractograma que se muestra en la figura 25 se observan las reflexiones de Bragg
caracteristicas de la HAp hexagonal, pero con una intensidad mayor en algunas de
éstas. Las reflexiones correspondientes a los planos (211) y (300) tienen una intensidad
mayor a las reportadas en los archivos PDF ya antes mencionados; esto es debido al
acomodo de los cristales en el material obtenido. Lo anterior indica que el material
sintetizado presenta un crecimiento preferencial en las direcciones correspondientes a
dichos planos. Otro de los aspectos que se pueden observar en las sefiales es que los
cristales del material son mas homogéneos pero de un mayor tamafio que en el caso del

difractograma de la figura 24.
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Difractograma de la muestra obtenida sin acido glutamico, mostrando las

reflexiones de Bragg caracteristicas de la estructura de HAp hexagonal.

Figura 25.
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Difractograma de una muestra que contiene acido glutamico. Se indican las
reflexiones de Bragg correspondientes a HAp hexagonal.

41



7.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Las figuras 26 y 27 muestran los espectros de las muestras sintetizadas sin acido

glutamico y con la adicion de acido glutamico, respectivamente.

En dichos espectros se muestran las bandas caracteristicas de la HAp
correspondientes a los grupos OH vy PO,*. También se aprecia la senfal tipica

correspondiente al H,O.

La primera banda (3560 cm™) corresponde a una vibracion caracteristica para el
grupo OH" estructural, aqui se da una vibracién tipo estiramiento, la otra banda de OH"
(1635 cm™) corresponde a una vibracién de doblamiento. Las bandas atribuidas al grupo
fosfato PO,> (en 1080 y 1025 cm™) corresponden a vibraciones de tipo estiramiento,
siendo las sefiales mas amplias en el espectro; las otras bandas de PO,> (en 595 y 540

cm’') son de vibraciones de tipo doblamiento.

Si bien los espectros mostrados en las figuras 26 y 27 son muy similares, la
diferencia entre ambos es el ancho de las bandas y el tamafio de éstas. Como se puede
observar en el espectro de la figura 27, las vibraciones del grupo fosfato (PO,*) son mas
intensas y menos anchas que en la figura 26 del espectro de la muestra que no contiene
acido glutamico, lo cual indica que con la adicion de dicho compuesto se obtiene un

material mas ordenado, lo concuerda con los resultados de DRX.
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Figura 26.
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Espectro de FTIR de la muestra sintetizada sin la adicion de acido glutamico.
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Figura 27. Espectro FTIR de una muestra sintetizada con la adicidon de acido glutamico.

7.3 Espectroscopia de Fluorescencia Atomica

La hidroxiapatita presente en el tejido 6seo natural presenta una relacion atomica

de Ca/P=1.71, mientras que en la HAp estequiométrica dicha relacion es de 1.67.La

espectroscopia de fuerza atdmica nos permite conocer la relacion de calcio (Ca) y
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fosforo (P) en el material obtenido. Con este método se obtuvo una relacion Ca/P=
1.6637 (Fig. 28), lo cual nos indica que estamos obteniendo una relacion Ca/P cercana
al caso estequiomeétrico. Esto es importante debido a que este material tendra mayores
posibilidades de ser utilizado como un sustituto de tejido 6seo y para las aplicaciones
biomédicas correspondientes, pues, como se menciono en el capitulo de introduccion y

en la tabla 5, |a relacion de Ca/P debe ser cercana a 1.7. ?
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Figura 28. Espectro de fluorescencia atdmica tipico de las muestras obtenidas. La

relacion atémica Ca/P es de 1.6637.

7.4 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Las micrografias de microscopia electronica de barrido (MEB) (6 SEM, por sus
siglas en inglés) de diferentes nanoparticulas obtenidas en la sintesis de HAp, a
diferentes concentraciones de acido glutamico, se muestran a continuacion, las cuales
se observaron en un microscopio electrénico de barrido convencional con filamento de
tungsteno, recubiertas (metalizadas) a través de una deposicion fina de pelicula de oro,
con el objetivo de que las nanoparticulas de HAp no se “carguen” y distorsione la
imagen.
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En figura 29 se observan micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #1
(sin acido glutamico y con nivel de agitacion 1) a diferentes amplificaciones. Se aprecia
la presencia de nanoparticulas con morfologia cuasi esférica, las cuales se asocian a
una posible deformacion debida a la agitacion ocurrida en el interior del horno de
microondas durante el proceso de sintesis. Los tamafos promedio de las nanoparticulas
van desde 100 hasta 160 nm lo cual se determino de forma estadistica. Se observa

también que éstas se encuentran aglomeradas formando cumulos.

Figura 29 Micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #1 (sin acido
glutamico y con nivel de agitacion 1) a diferentes amplificaciones: X200 (a), X15000 (b)
y X20000 (c).
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Las micrografias SEM de la muestra obtenida mediante la reaccion #2 (Concentracion
de 2.0012g de acido glutamico y con un nivel de agitacion 1), tomadas a diferentes
amplificaciones, se muestran en la figura 30. Las imagenes muestran estructuras en
forma de placas, lo cual indica que la cantidad de acido glutamico aun no es suficiente
para poder obtener la morfologia de fibras de HAp buscada. Sin embargo, se aprecia
que las placas presentan cierto tipo de exfoliacion que, como se discutira mas adelante,
lleva a la formacién de fibras policristalinas. Los espesores medidos en estas placas son
menores a 100 nm. Es claro que la presencia de acido glutamico modifica la estructura

del material obtenido.

L ISRUT % o, oee

Figura 30. Micrografias SEM de una muestra obtenida con la reacciéon #2
(Concentracion de 2.0012g de acido glutamico y con un nivel de agitacion 1) a diferentes
amplificaciones: X2000 (a), X5000 (b) y X10000 (c).

46



La figura 31 muestra micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #3
(Concentracion de 2.178g de acido glutamico y con un nivel de agitacion 1) a diferentes
amplificaciones. Las imagenes muestran nanoparticulas en forma de placas y fibras lo
cual indica nuevamente que la cantidad de acido glutamico aun no es suficiente para
poder obtener las fibras de HAp homogéneas, sin embargo, ya se esta obteniendo una
buena cantidad de nanofibras. Las nanofibras obtenidas aun no son ideales debido a
que su formacién no esta tan definida como esperariamos, aparte de que aun se siguen
obteniendo nanoplacas. Nuevamente, espesores medidos en las placas son menores a
100 nm, pero en las fibras de hidroxiapatita tienen un tamafo entre 100 y 200 nm de

diametro en promedio.

Figura 31. Micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #3
(Concentracion de 2.178g de acido glutamico y con un nivel de agitacion 1) a diferentes
amplificaciones: X5000 (a) y X10000 (b).
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Las micrografias SEM, correspondientes a la muestra obtenida mediante la reacciéon #4
(Concentracion de 4g de acido glutdmico y con un nivel de agitacion 1), tomadas a
diferentes amplificaciones, se muestran en la figura 32. Las imagenes muestran
estructuras en forma de fibras de diferentes tamafos, las cuales nos permiten establecer
que se estan comenzando a obtener nanofibras de HAp. Si bien se observan en
diferentes tamanios, las nanofibras obtenidas presentan espesores menores a 100 nm de

ancho en determinados casos.
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Figura 32. Micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #4
(Concentracion de 4g de acido glutamico y con un nivel de agitacion 1) a diferentes
amplificaciones: X2000 (a), X5000 (b), X7500 (c) y X10000 (d).
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La figura 33 muestra micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #5
(Concentracion de 4g de acido glutamico y con un nivel de agitaciéon 2) a diferentes
amplificaciones. Las imagenes muestran la presencia de nanoestructuras menos
definidas que en el caso anterior, observandose que se han formado nanoplacas de
diferentes tamanos de espesor y menos estructuras en forma de fibras, por lo que la
formulacion utilizada no es la adecuada todavia. De cualquier forma, Las
nanoestructuras obtenidas presentan tamafnos menores a 100 nm en determinados

Ccasos.
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Figura 33. Micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #5
(Concentracion de 4g de acido glutamico y con un nivel de agitacion 2) a diferentes
amplificaciones: X2000 (a), X5000 (b), X7500 (c) y X10000 (d).
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Las micrografias SEM, correspondientes a la muestra obtenida mediante la reaccion #6,
(Concentracion de 4g de acido glutamico y con un nivel de agitacion 3) tomadas a
diferentes amplificaciones, se observan en la figura 34. En estas imagenes podemos ver
nanoestructuras mas alargadas que comienzan a formar fibras, pero éstas se
encuentran aglomeradas, de tal forma que, aunque ya se comienza a controlar la

morfologia y el tamarfio, aun no es la formulacién adecuada.
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Figura 34. Micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #6
(Concentracion de 4g de acido glutamico y con un nivel de agitacién 3) a diferentes
amplificaciones: X2000 (a), X5000 (b), X7500 (c) y X10000 (d).
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La figura 35 podemos ver micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #7
(Concentracion de 4g de acido glutamico y sin agitacion) a diferentes amplificaciones. En
las imagenes se observa la formacion de nanofibras de HAp con un tamafo y morfologia
mas homogéneos. Claramente se observa que mediante esta reaccion se logré controlar
adecuadamente el tamano y la forma de las nanoestructuras de HAp; existe menor
dispersion del diametro de las fibras y la gran mayoria de éstas tiene dimensiones

nanomeétricas, siendo el diametro promedio de alrededor de 350 nm.

HAp 20085132

Figura 35. Micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #7
(Concentracion de 4g de acido glutamico y sin agitaciéon) a diferentes amplificaciones:
X2500 (a), X5000 (b) y X10000 (c).
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La figura 36 muestra micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #7
(Concentracion de 4g de acido glutamico y sin agitacion) a diferentes amplificaciones; en
ellas se muestran detalles sobre la forma en que crecen las fibras de hidroxiapatita. En la
figura 36 a) se aprecia que, una vez que se desprende 0 se rompe una cascara
(asociado a la velocidad de enfriamiento) que cubre a las fibras se extienden de forma
radial, parecido al efecto de soltar un paquete de palillos en una superficie. En la figura
36 b) se observa que las nanofibras crecen dentro de una estructura tubular hexagonal
que forma una especie de cascara, también de HAp, atribuida a la simetria de la red de
la estructura cristalina de la HAp, misma que es precisamente hexagonal. La velocidad
de enfriamiento influye debido a que a temperatura ambiente el choque térmico que se
produce rompe la cascara mientras que al dejarla enfriar dentro del microondas nos

permite ver la formacion de las fibras de HAp figura 36b.
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Figura 36. Micrografias SEM de una muestra obtenida con la reaccion #7
(Concentracion de 4g de acido glutamico y sin agitacién) a diferentes amplificaciones:
X2500 (a) y X10000 (b), mostrando la forma como crecen las nanofibras de HAp.
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7.5 Microscopia Electronica de Transmision (MET)

A continuacion se presentan los resultados obtenidos mediante microscopia electronica
de transmisién de alta resolucion (HRTEM, por sus siglas en inglés), correspondientes a

ejemplos significativos de las muestras obtenidas mediante diferentes reacciones.

La figura 37 corresponde a dos micrografias HRTEM de la muestra obtenida mediante la
reaccion #2 (Concentracién de 2.0012g de acido glutamico y con un nivel de agitacion
1). En ellas se observa que las fibras obtenidas mediante esta reaccién estan formadas
por pequenos cristalitos de hidroxiapatita, es decir, son fibras policristalinas. Lo anterior
conduce a que durante el crecimiento de estas estructuras no se tenga tanto control de

la morfologia, lo cual concuerda con lo mostrado en la figura 30.

Figura 37. Micrografias HRTEM de la muestra corresponde a la reaccion #2
(Concentracion de 2.0012g de acido glutamico y con un nivel de agitacion 1).
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Micrografias de HRTEM, correspondientes a la muestra obtenida mediante la
reaccion #7(Concentracion de 4g de acido glutamico y sin agitacion), se muestran en la
figura 38. Se aprecia claramente que las fibras de HAp obtenidas mediante esta reaccion
son mas homogéneas, tanto en tamafno como en morfologia. Incluso (en la fig. 38 a)) se
observa que estas nanofibras tienden a ser monocristalinas, por lo que con estas

condiciones es posible controlar tanto su morfologia externa, como su cristalinidad.

Figura 38. Micrografias HRTEM de la muestra corresponde a la reaccion
#7(Concentracion de 4g de acido glutamico y sin agitacion).

La figura 39 corresponde a un detalle de la micrografia HRTEM de la muestra obtenida
mediante la reaccion #7, mostrada en la figura 38. En ella se observa claramente un
gran ordenamiento atomico dentro de la fibra. Aunado a lo anterior, en el recuadro
marcado con el inciso (b), se muestra la transformada rapida de Fourier (FFT) realizada
sobre la zona marcada en la imagen (a) y realizada con el programa “Digital
Micrograph®” de Gatan®. Dicha FFT se asocia al patron de difraccidon de electrones, de
tal forma que fue posible indexar las reflexiones de Bragg mostradas en (b). Los planos
cristalinos que contribuyen a formar la FFT fueron los (300), (101), (112), (202) y (221).
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La intensidad observada dentro de los puntos relacionados con los planos (101) es mas
alta que la asociada con los otros cuatro planos. Lo ultimo es evidencia de que los

planos (300) son de los mas abundantes en la estructura cristalina.

+(402)
# 202)

* (101) + (104)
4 (103)

% [300)

& (112)

& (221)

(004)

Figura 39. Micrografia HRTEM de la muestra corresponde a la reaccion #7 que

corresponde a un detalle de la imagen mostrada en la figura 38.

Mas aun, mediante dicho programa se realizaron mediciones precisas dentro de la
zona marcada en la figura 39 (a), de tal forma que, como se muestra en la figura 40, se

logré comprobar que la estructura cristalina obtenida corresponde a hidroxiapatita.
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Lo anterior dado que las distancias interplanares medidas, 2.8 y 5.26 A,
corresponden a aquellas de los planos (121) y (101), respectivamente. Ademas, con esa
informacion es posible determinar la forma y direccion de crecimiento de las nanofibras
de HAp obtenidas.

S e, 200NN,

Figura 40. En esta imagen se muestran las distancias interplanares que

corresponden a los planos cristalinos (121) y (101) de la estructura de hidroxiapatita.

Estos resultados son muy importantes, ya que comprueban que el método de
sintesis ha sido exitoso en la obtencion de nanofibras de HAp; que se ha establecido la
metodologia para controlar la morfologia y el tamafio de dichas fibras; que se tiene
conocimiento sobre como crecen esas estructuras y como estan conformadas desde el

punto de vista de la microestructura.
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VIIl. CONCLUSIONES

Fue posible obtener hidroxiapatita de manera exitosa mediante el método de

microondas Yy la adicion de acido glutamico en la solucion inicial.

En comparacion con otros métodos de sintesis, el método asistido por microondas
es muy simple de utilizar, es confiable y se tiene una gran eficiencia en la obtencion de

este tipo de compuestos.

La morfologia de las nanoestructuras de hidroxiapatita puede ser modificada y
controlada a través de la variacion de la concentracion de acido glutamico en la solucion.
A bajas concentraciones de acido glutamico se obtienen nanoplacas preferentemente; al
aumentar la concentracién de este acido comienza a obtenerse una mezcla de placas y
fibras y a concentraciones mayores se obtienen preferentemente nanofibras. Mdificando
las condiciones de agitacidon para la concentracion de 4 gr de acido glutamico fue posible

obtener Unicamente nanofibras.

Por otro lado, a bajas concentraciones de acido glutamico, las estructuras
obtenidas son policristalinas, mientras que a mayores concentraciones, las nanofibras de
hidroxiapatita tienden a ser monocristalinas con orientacién preferencial y con un alto

grado de cristalinidad.

Las condiciones empleadas en el presente trabajo pueden ser de gran utilidad
para llevar a cabo la sintesis de nanofibras de HAp con una orientacién preferencial, lo
cual puede tener efectos muy positivos en sus propiedades mecanicas y mismo que, a

su vez, puede ser de gran utilidad para aplicaciones biomédicas.
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Finalmente, la obtencion de estas nanoestructuras con morfologia controlada es
un claro ejemplo de la aplicacién de la Ciencia e Ingenieria de Materiales para proponer
soluciones a problemas importantes para la sociedad, como lo es en este caso, la
obtencién de un material con gran potencial de ser usado en la fabricacion de

biomateriales.

IX. PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizando un resumen a cerca de las perspectivas futuras de esta area podemos

mencionar algunas a continuacion:

- Teniendo en consideracién los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
lograron obtener diferentes morfologias de HAp, pero estas aun no son del
todo homogéneas, por lo que se podrian proponer algunos ajustes en las

condiciones de reaccion o en el proceso de calentamiento o enfriamiento.

- Se podrian llevar a cabo estudios sobre las propiedades mecanicas en el
material obtenido en el presente trabajo. Lo anterior debido a que en
bibliografias consultadas se habla de que el crecimiento preferencial de la

HAp mejora dichas propiedades.
- Otro de los pasos que se pueden llevar a cabo es la evaluacion del material

obtenido para su potencial uso en seres vivos, es decir, realizar pruebas in

vitro y posteriormente in vivo para conocer el grado de biocompatibilidad.
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