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Resumen

En este trabajo, se realizd un procedimiento simple y de bajo costo para sintetizar
nanoestructuras de hidroxiapatita, usando un método de coprecipitaciéon con acido tanico
como agente estabilizante a temperatura ambiente y secado por congelacion. Como
resultado, se obtuvo el material en polvo. Las muestras se sintetizaron con dos sales
diferentes de calcio, Ca (NOs), y CaCl,. El andlisis de difraccion de rayos X, la
espectroscopia Raman, la caracterizacion de microscopia electrénica de barrido y
transmisidn revelan particulas de hidroxiapatita Ca10(POa4)s(OH)2 con estructura hexagonal
y un grupo espacial P63/m en ambos casos. Por otro lado se emplearon sustratos de Silicio
poroso (SP), con diferentes tamafios y morfologia, para cristalizar hidroxiapatita (HA) por
medio de coprecipitacion a temperatura ambiente, ya que es un método sencillo y
econdmico. La formacidn in situ de nanoparticulas de HA, dentro de la estructura de Silicio
meso y macro-poroso, dio como resultado la formacion de cristales de hidroxiapatita de
tamafio nanométrico sobre la superficie y dentro de la estructura porosa. La técnica de
difraccidn de rayos X se usé para determinar la estructura de los cristales. El andlisis de
resultados demuestra que bajo ciertas condiciones, el crecimiento y la cristalizacién de la
hidroxiapatita sobre/dentro del SP se puede lograr a temperatura ambiente. Dichas
estructuras compuestas amplian la posibilidad de disefiar un nuevo material
biocompuesto basado en hidroxiapatita y el silicio, sintetizado a temperatura ambiente.
Esto abre la posibilidad de ampliar la vista al disefio de nuevos materiales compuestos

basados en la hidroxiapatita sintetizada a temperatura ambiente con otros materiales.



Abstract

In this work, a simple and no expensive procedure was performed to synthesize
hydroxyapatite flake like nanostructures, by using a co-precipitation method with tannic
acid as stabilizing agent at room temperature and freeze drying. As a result, material
powder was obtained. Samples were synthesized with two different salts, Ca(NOs), and
CaCl,. X-ray diffraction analysis, Raman spectroscopy, scanning and transmission electron
microscopy characterizations reveal Caio(POs)s(OH)2 hydroxyapatite particles with
hexagonal structure and P63/m space group in both cases. In addition, Porous silicon (PS)
substrates, with different pore sizes and morphology, have been used to crystallize
hydroxyapatite (HA) by an easy and economical procedure using a co-precipitation
method at room temperature. In situ formation of HA nanoparticles, within the meso- and
macroporous silicon structure, resulted in the formation of nanometer-sized
hydroxyapatite crystals on/within the porous structure. The X-ray diffraction technique
was used to determine the structure of the crystals. Analysis/characterization
demonstrates that under certain synthesis conditions, growth and crystallization of
hydroxyapatite layer on/inside PS can be achieved at room temperature. This opens the
possibility of expanding the view to the designing of new composite materials based on

the hydroxyapatite synthesized at room temperature.



Introduccion

La investigacion en nanoparticulas es un drea de gran interés debido a la inmensa
variedad de aplicaciones. El progreso de la micro- y la nanotecnologia en las ultimas
décadas ha impactado enormemente en la investigacién actual de las aplicaciones
biomédicas. Nanoparticulas de liberacidn controlada, puntos cuanticos, liberacién dirigida
y nanotecnologia contra el cancer se han estado estudiando intensamente y los resultados

de sus aplicaciones biomédicas son muy alentadores [1,2]

El hueso (Figura 1) es un complejo altamente ordenado de tejido conectivo especializado
que se compone de células embebidas en una materia intercelular profusa compuesta de
colageno y fosfato de calcio [3,4]. Las funciones bioldgicas de hueso incluyen: proteccién
de los tejidos blandos y drganos sensibles, por ejemplo, la proteccion que ofrecen las
costillas y el craneo; ademas de soporte fisico en la accién mecanica de los tejidos, esto es,
contraccion y expansidn en los pulmones; asi como la homeostasis de calcio [5]. Uno de
los principales componentes estructurales del hueso es el fosfato de calcio que es similar a
la hidroxiapatita con la relacién molar de fosfato 5:3 (1.67 relacion molar de Ca/P) cuya

féormula quimica es Ca10(PO4)s(OH); [6-9].

Hueso Estructura del Tejido Microestructura Nanoestructura
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Figura 1. Estructura jerarquica del hueso en escalas de longitud [3].



Las técnicas para la reconstruccion de defectos dseos son importantes a fin de mantener
la calidad de vida de los pacientes, ya que los huesos soportan nuestro cuerpo y nos
permiten realizar diferentes movimientos. Aunque nuestro cuerpo tiene la habilidad de
auto reconstruir el tejido dafiado a través del suministro normal de nutrientes, la pérdida
de hueso y su funcién puede conducir a la pérdida de funcidn en los tejidos relacionados,
por otro lado cuando la cantidad de hueso dafiado es demasiado grande para la auto-
reconstruccién en tal caso los huesos danados se reconstruyen utilizando materiales
alternativos. En la actualidad se han producido grandes avances en el desarrollo de
materiales biomédicos para la sustitucion de hueso. Tales como el uso de materiales

ceramicos bio-activos, en particular la hidroxiapatita [10].

La hidroxiapatita (HA) es un fosfato de calcio similar en morfologia y composicién a los
tejidos humanos duros. Particularmente, tiene una estructura hexagonal y una relacidn

estequiométrica de Ca/P = 1.67 la cual es idéntica a la apatita dsea [11-15].

Una caracteristica importante de la HA es su estabilidad en comparacion con otros
fosfatos de calcio. Termodindamicamente, la HA es el compuesto de fosfato de calcio mas
estable bajo condiciones fisioldgicas como la temperatura, el pH y la composicién de los

fluidos corporales [12].

En los ultimos afos la HA, en tamafio nanométrico, ha sido de gran interés como
biomaterial para uso en aplicaciones en prétesis debido a su similitud en tamafo,
cristalografia y composiciéon quimica con tejido duro humano, ademas el esmalte dental y

el tejido 6seo estd compuesto principalmente de este material.
Debido a sus propiedades sobresalientes [16]:

» Biocompatibilidad
> Bioactividad
> Osteoconductividad

» No toxicidad y naturaleza no inflamatoria

La HA en tamafio nanométrico tiene una variedad de aplicaciones que incluyen:



» Ingenieria en tejidos 6seos

Desarrollo de cementos dseos para cirugia ortopédica, traumatoldgica, de columna
vertebral, maxilofacial y dental.

Agente desensibilizante en blanqueamiento de dientes

Agente remineralizante en pastas dentales

Suministro de farmacos y genes

YV V V V

En la separacion cromatografica de biomoléculas

En general durante una reaccion de precipitacion para la obtencién de fosfatos de calcio
se debe tener un cuidadoso control de las variables del proceso, ya que existe una relacién
muy cercana entre las diferentes fases que participan. En sistemas bioldgicos la
observacion importante en los huesos y los dientes es la baja cristalinidad de las particulas
de HA, evaluada por los métodos de DRX (Difraccion de Rayos X), con dominios de
difraccidon que son mas pequefios que las particulas. Este hecho apunta a la existencia de
particulas formadas por agregacion de cristales precursores de unos pocos nanémetros de
tamafio. Esta baja cristalinidad también se observa en las primeras etapas en la
precipitacion de HA, aunque algunos autores indican una aglomeracidn progresiva
ordenada de las particulas elementales iniciales para producir una particula estructurada

gue presenta en consecuencia, una cristalinidad mas alta [17].

El desarrollo de compdsitos asi como las tecnologias de diseno y fabricacién relacionadas
es uno de los avances mas importantes en la historia de los materiales. Los compdsitos
son materiales multifuncionales que tienen propiedades mecanicas y fisicas sin
precedentes que pueden adaptarse para cumplir con los requisitos de una aplicacion en

particular [18].

Por todo lo anterior, el interés fundamental de este trabajo de tesis se centra en obtener
nanoestructuras de HA con el propdsito de optimizar el método de sintesis por
coprecipitacién y asi emplear las nanoestructuras de HA para la elaboraciéon de
compdsitos, permitiendo que una vez caracterizadas las muestras se podrian emplear

dichos compdsitos en estudios in vitro como in vivo.



Planteamiento del problema

Acabamos de ver que la hidroxiapatita es un material ampliamente estudiado por su
importancia sobre todo en las aplicaciones médicas. Razén por la cual en la actualidad es
posible encontrar un gran nimero de trabajos sobre los diferentes métodos de sintetizar
este material, sin embargo, todos ellos en menor é mayor complejidad dependen en
alguna 6 en todas sus etapas directamente de trabajar con temperaturas por arriba de 60

°Cy por varias horas. Por lo anterior, para este trabajo nos hemos propuesto el siguiente:

OBJETIVO

Sintetizar y caracterizar hidroxiapatita nanoestructurada a temperatura ambiente para
posteriormente fabricar un compdsito basado en Silicio Poroso (SP) y HA para su

aplicacién en la posible regeneracion de hueso e implantes.

METAS

Para llegar a cumplir con este objetivo, se plantearon las siguientes metas:

1.- Sintetizar HA a temperatura ambiente empleando acido tanico como agente
estabilizador en el crecimiento de las nanoparticulas.
2.- Variar las condiciones experimentales de sintesis como el tiempo de reaccién, y
concentraciéon de agentes precursores.
3.- Encontrar las mejores condiciones en la sintesis a temperatura ambiente para la
obtencién de HA y liofilizar las soluciones.
4.- Caracterizar sus propiedades para las diferentes muestras por las siguientes
técnicas:

0 Difraccion de Rayos X. (DRX)

o Microscopia Electrdnica de Transmision (TEM)

0 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

%+ Alta Resolucién (HRTEM)
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% Analisis Quimico elemental (EDS)

0 Espectroscopia Vibracional Raman.

5.- Analizar los resultados de la caracterizacidon desde el punto de vista de la forma,
tamafio y estructura cristalina.

6.- Relacionar los analisis estructurales por DRX, TEM con los vibracionales
obtenidos con Raman.

7.- Construir el compdsito con Silicio Poroso.

8.- Caracterizar el compdsito por las técnicas antes mencionadas.

9.- Publicar articulos en revistas arbitradas de circulacién internacional.

10.- Presentar trabajos en Congresos Nacionales y/o Internacionales.

Para poder realizar esta tarea, nos hemos propuesto llevar a cabo el trabajo en tres etapas
diferentes, la primera consistira en sintetizar la HA y caracterizarla, la segunda consistira
en construir el compdsito a base de SP, y la tercera sera realizar la aplicacion en algun

experimento bioldgico.

Se ha planteado para en la primera etapa, la posibilidad de sintetizar HA a temperatura
ambiente utilizando un método que ha permitido hasta ahora, en el laboratorio de
Materiales Avanzados en el Instituto de Fisica de la UNAM, sintetizar diferentes

materiales a temperatura ambiente con gran facilidad y a un precio econémico.

Para la segunda etapa del proyecto, se contempla la fabricacidon de compdsitos, que como
su nombre lo indica, son materiales que se disefian a partir de dos o0 mds componentes
para formar un compuesto con propiedades superiores a las de sus partes.

Obtener un compdésito entre Hidroxiapatita@Silicio Poroso se basa en la idea de promover
el crecimiento cristalino (nucleacion heterogénea) de la HA, con la posibilidad de
preferenciar la forma, tamafio y la orientacion de los cristales e incluso la fase cristalina,
por lo que con este tipo de sustratos porosos se pretende mostrar la evidencia
experimental de la formacion de cristales de HA desde las esquinas de los poros o desde
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las superficies rugosas de las paredes de los poros a temperatura ambiente, ya que existen
diferentes estudios tedricos que predicen dicho fendmeno. Para esta parte de la
investigacidn, usaremos sustratos de Silicio con diferentes dopantes, tipo-p y —n asi como

un péptido formado a partir de Silicio en polvo obtenido de una planta endémica.

Se incluyd una tercera etapa que seria una aplicacion de la hidroxiapatita o de uno de los
compdsito construidos. Si bien al inicio de este trabajo no se tenia ninguna propuesta de
aplicacion, esta finalmente se presentd gracias a la colaboracién con el grupo de la Unidad
del Posgrado de la Facultad de Odontologia de la UNAM y se pudo realizar parcialmente.
Al presentar este reporte, el experimento completo de la aplicacién no se ha terminado
del todo, sin embargo ya se cuenta con unos primeros resultados los cuales se presentan

en este trabajo.
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES
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Entre los minerales mas representativos del grupo apatita, se encuentra la HA de
formula quimica Ca10(PO4)s(OH)2, el cual desde el punto de vista biologico es el
componente fundamental del tejido 6seo y dental de todos los vertebrados. Sus datos

cristalograficos se muestran en la tabla 1.1 [1].

Tabla 1.1 Datos Cristalograficos de hidroxiapatita.

Férmula quimica Ca10(P0O4)6(OH)2

Sistema cristalino Hexagonal

Grupo espacial P63/m

Parametros de red a = b = 94324
c=6.881A

Volumen 53.014 nm3

Densidad 3.140 g/cm3

Peso molecular 502.32 g/mol

Z 2

Los materiales elaborados a partir de la (HA) no provocan reaccién inmunologica
apreciable al ser implantados en el organismo receptor, ademas, numerosas
experiencias han demostrado que las ceramicas de hidroxiapatita son biocompatibles,

bioactivas, bioestables y osteoconductivas [2,4].

La HA esta presente en forma de cristales microscépicos impuros dentro del complejo
ultraestructural en los tejidos mineralizados, por ejemplo, en el esmalte dental el tamafio
del cristal es aproximadamente de 1 um de largo y 50 nm de didametro, mientras que en
la dentina y hueso el tamafio es del orden de una magnitud mas pequefo. Desde el punto

de vista dental, la orientacién de los cristales en el esmalte dental es de considerable
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interés, ya que la disolucién de los cristales en el proceso de caries procede mas rapido

en la direccion radial que en paralelo al eje c del cristal [2].

Las propiedades de la HA sintetizada estan influenciadas por las caracteristicas de
tamafio y morfologia de las particulas. La HA sinterizada, se emplea frecuentemente en
cirugia ya que tiene una superficie de apatita que es responsable de la biocompatibilidad
con el tejido duro, mientras que en aplicaciones orales, maxilofaciales y ortopédicas, las
ceramicas de HA se han empleado principalmente como partes no soportantes en forma
de polvos y granulos o compoésitos con resinas y polimeros ofreciendo sistemas con
buena osteoconductividad y bioactividad ya que aumentan la densificacién y mejoran la

resistencia a la fractura[3].

La influencia de los métodos de preparacion en las propiedades quimicas de la HA ha
sido ampliamente investigada durante los ultimos 20 afios. Una razén de esto, es que la
HA es estable en una amplia gama de composiciones ademas de aceptar una gran
variedad de sustituciones anidnicas y catiénicas. Como consecuencia, el comportamiento
como biomaterial puede ser facilmente modificado, por ejemplo la textura y morfologia
de la HA son sensibles a las condiciones de preparaciéon y por lo tanto la obtencién de
hidroxiapatita con caracteristicas deseadas podria ser adaptada por la eleccién

apropiada de la ruta de sintesis.

Numerosos estudios sobre sintesis de polvos de hidroxiapatita aparecen reportados en la
literatura, destacando algunas caracteristicas finales de los polvos como morfologia y
tamafio de particula, estas caracteristicas pueden ser asociadas a la complejidad del
método particular de preparaciéon. A modo general, polvos de hidroxiapatita con tamafios
de particula de escala micrométrica a nanométrica, pueden obtenerse mediante
reacciones de estado so6lido, precipitacién quimica, sintesis hidrotermal, secado por
aspersion, electrodeposicion, sol-gel, micro emulsién, y radiacién de microondas, entre

otros métodos.

En el proceso sol-gel por ejemplo, se reporta que el gel producido es envejecido por 24 hr

para posteriormente ser secado en un horno a 80 °C por otras 24 hr [4], para finalmente
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los geles secos ser sometidos a un proceso de sinterizado a una velocidad de 5 °C/min

hasta llegar a los 600 °C en un horno de mufla.

La sintesis hidrotermal ha sido definida en términos generales como una tecnologia para
la cristalizacion de materiales y compuestos quimicos directamente de soluciéon acuosa
mediante el control adecuado de variables termodinamicas (temperatura, presion y
composicion quimica) y no termodinamicas como la agitacion, la cual se realiza
usualmente a presidon autégena, que es la presién de vapor saturado de la mezcla
hidrotermal a una determinada temperatura y composicién [5]. Del mismo trabajo se
sabe que los reactantes usados en sintesis hidrotermal normalmente son llamados
precursores y son administrados en forma de soluciones, geles y suspensiones, mientras
que, los aditivos organicos o inorgdnicos son usados para promover la dispersion de

particulas o controlar la morfologia cristalina.

En otro trabajo diferente [6], del llamado método hidrotermal se reporta que el tamafo
de las particulas de hidroxiapatita incrementa con el aumento en la temperatura en un
intervalo de 50 - 150 °C durante un proceso de 12 a 24 hr. La sintesis hidrotermal
permite obtener polvos de hidroxiapatita con alto grado de cristalinidad y una relaciéon
Ca/P cercana al valor estequiométrico [7]. La gran ventaja de la sintesis hidrotermal se
encuentra en las temperaturas relativamente bajas de tratamiento térmico, esta técnica
de sintesis suele potenciarse mediante el uso de microemulsiones y de ese modo, resulta
muy versatil en la obtencion de nanoparticulas de hidroxiapatita con una relacién Ca/P

estequiométrica y morfologias muy variadas.

En el caso de la precipitacién quimica, parametros como la cristalinidad y la relacién
Ca/P del producto obtenido, en muchos casos, son inferiores al de una hidroxiapatita

estequiométrica y bien cristalizada [7].

El secado por aspersion es una técnica que se puede aplicar para preparar particulas de
revestimiento, el proceso completo se compone basicamente por una secuencia de
cuatro pasos: atomizacion, mezcla de pulverizacion y aire, evaporacién y separacién del
producto. En trabajos como el reportado en [8], el producto se seca a 180 °C y

posteriormente se calcina entre 500 °C y 800 °C.

16



Los recubrimientos por electrodeposicion de hidroxiapatita, se realizan en una celda
electroquimica de tres electrodos, para [9] la solucién de deposicion se prepara por
disolucion de sales de calcio y fosfato con relacion Ca/P de 1.67, esta solucion se controla

mediante una placa caliente (80 °C) durante 30 min.

Para la sintesis de hidroxiapatita por microemulsion, por ejmplo en [10], se lleva acabo a
temperatura de 85 °C empleando agarosa en un medio altamente alcalino, obteniendo
hidroxiapatita B-carbonatada meso y macroporosa. Por su parte, en trabajos donde la
radiacion por microondas es un proceso de calentamiento volumétrico, por ejemplo [19],
se minimizan los gradientes térmicos dentro de los materiales que se procesan para
obtener hidroxiapatita, proceso que se lleva a cabo a una temperatura de 70 °C durante

dos horas.

El proceso de precipitacion de HA a diferentes condiciones, muestran estequiometria
(relacién molar Ca/P), en un intervalo de 1.49 a 1.80, pero de acuerdo a las condiciones
también varia la cristalinidad del material asi como los parametros de la celda unidad,
por lo que a=b y ¢, varian de 9.4133 A a 9.4407 A y de 6.8634 A a 6.8882 4,
respectivamente. Los parametros de red a=b tienden a disminuir con el aumento de la
relacién molar Ca/P mientras que c tiene comportamiento opuesto, cabe mencionar que
la variacién de los parametros a=b y c pueden estar asociados a la presencia de
impurezas de iones carbonato [6]. Los cristales de HA se disponen en cimulos pequeiios
y grandes pleomorficos con una longitud de alrededor de 50-200 nm y un diametro de

alrededor de 10-30 nm [20, 21].

Recientemente en [22] reportan la sintesis de hidroxiapatita a temperatura ambiente, sin
embargo, en la descripciéon del proceso de sintesis indican que una vez preparada la

solucién donde preparan la mezcla, es horneada a 80°C durante una hora.

El mecanismo de precipitacion de HA sigue una serie de eventos como son
nucleacion/agregacion/crecimiento. De acuerdo con el mecanismo predominante, se
pueden obtener particulas de HA con diferentes tamafios y morfologias: particulas
monodispersas con tamafos que van del orden nanométrico a micrométrico asi como

agregados irregulares y ordenados. El modo en el cual la agregaciéon toma lugar juega
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un papel importante en la determinacién de la forma y tamafio final de las particulas

de HA [23].

Algunos autores [24] enfatizan que la tendencia actual de investigacién en
bioceramicas, se enfoca a cubrir las limitaciones de los fosfatos de calcio y la
hidroxiapatita en particular, con el objeto de mejorar sus propiedades como
biomaterial mediante la exploraciéon de las ventajas unicas que ofrece la
nanotecnologia. Esta tendencia, se basa en el hecho de que los huesos son
nanocompositos naturales, constituidos por un 69 % de fosfato de calcio en la forma
de hidroxiapatita cristalizada y/o fosfato de calcio amorfo, siendo los cristales de
hidroxiapatita con morfologia de ldaminas o agujas y dimensiones tipicas de 20 - 80 nm

[24, 25].

La conformaciéon de implantes 6seos basados en nanoparticulas, presenta la ventaja
de que éstas pueden ser sinterizadas a temperaturas mas bajas debido a su mayor
area superficial. Adicionalmente, resulta factible mejorar simultdaneamente, el
desempefio biolégico y mecanico de los implantes 6seos mediante el control de
caracteristicas de los polvos tales como tamafo y forma de las particulas, distribucion

de tamafio de particula y grado de aglomeracion [24].

Silicio Poroso

El Silicio poroso (SP), es formado por medio de un ataque electroquimico con acido
fluorhidrico (HF), como su nombre lo indica, el bulto de Silicio cristalino cambia por el
proceso de ataque a una estructura tipo esponja con poros y columnas
interconectadas de silicio, cubiertas por compuestos principalmente con Oxigeno e
Hidrégeno. El ancho de los poros y el esqueleto de Silicio dependen fuertemente del
tipo de impurezas y de las condiciones de ataque. Se ha encontrado que el didmetro de
los poros puede ser tan pequefio como 2 nm y los intervalos de porosidad son
tipicamente entre 20 y 80 %. El interés tecnologico del SP es su gran cociente entre la
superficie y el volumen (>200 m2/cm3), lo que le confiere una gran reactividad,

ademas de ser biocompatible [26], y en ciertas condiciones biodegradable.
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La formacion de SP mediante ataque quimico es un proceso complejo. En el sistema Si-
HF(Silicio y Acido Fluorhidrico) el proceso de ataque puede ser influenciado por una
variedad de factores tales como: (i) la disolucién electroquimica, (ii) las propiedades
semiconductoras del silicio, (iii) transporte de portadores en el semiconductor, (iv)
transporte de iones en el electrélito y (v) fendmenos superficiales en la forma de

irregularidades sobre el Si o la tensidn superficial del liquido.

Estas caracteristicas permiten una gran variedad de aplicaciones tales como
dispositivos fotdnicos, sensores basados tanto en propiedades eléctricas como 6pticas
y diversas aplicaciones médicas tales como suministro inteligente de medicamentos
en el cuerpo, sustratos para inducir el crecimiento cristalino de proteinas e implantes
de hueso, etc [27]. El SP tiene la capacidad de disolverse en soluciones acuosas o en
ambientes fisioldgicos simulados mostrando una completa biodegradabilidad. Un
atributo positivo del SP es que se degrada principalmente en acido ortosilicico, el cual
es la forma natural de encontrar al Silicio en la naturaleza [1,28]. Se ha demostrado
que la velocidad a la cual el SP es degradado por el cuerpo es modulable en funcién de
su quimica de superficie. Por otro lado, se ha evidenciado que generando un amplio
intervalo de porosidad en el SP, su comportamiento puede ser modulado desde un
material relativamente bioinerte hasta uno bioactivo e incluso reabsorbible [29].
Algunos estudios in vitro involucran la inmersién de varios tipos de materiales en
fluidos corporales simulados, mostrando que en el caso de silicio meso y nanoporoso
con adecuadas porosidades, se induce la precipitacion sobre su superficie de una
forma de hidroxiapatita [30]. Todas estas observaciones demuestran las
potencialidades del SP para la construccién de dispositivos implantables in-vivo para
la liberacion controlada de farmacos, reemplazamiento de procesos corporales
fallidos, etc. Ademas, el SP puede ser facilmente integrado a la electronica
convencional haciendo factible la posibilidad de desarrollar biodispositivos

inteligentes [31-33].

Desde un punto de vista bioldgico el Silicio es un nutriente esencial, que se ha
relacionado con la salud de los tejidos conectivos y huesos [4,34]. Estudios llevados a

cabo por Carlisle en 1970 [35], identificaron la formacién 6sea anormal debido a la
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deficiencia de Silicio que fue confirmado posteriormente por Schwarz [36,37], quien
lo reconocié6 como un agente de reticulaciéon en tejidos conectivos ademas de su
importancia para la salud vascular. Se ha informado que los huesos y musculos se
unen directamente a los materiales biocerdmicos que contienen Silicio y presentan

mejor bioactividad debido a su presencia.

Un enfoque alternativo para la mejora de la bioactividad de los implantes de HA es
modificar la quimica del implante, es decir incorporar Silicio en la fase pura de HA lo
que ha demostrado aumentar significativamente la tasa de aposicién 6sea a un

implante bioceramico [27,38-43]

Hay que resaltar que la porosidad del Silicio promueve la osteointegracion, ademas, el
acido ortosilicico presente en concentraciones fisiolégicas (5-20 mN), estimula la
sintesis de colageno tipo [ asi como el aumento de la diferenciacion de osteoblastos
[44], v existe un efecto sinérgico en el tratamiento con silicio y calcio en la
estimulaciéon de la actividad celular 6sea en comparacion con el tratamiento de

elementos aislados [45].
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CAPITULO 2

METODOLOGIA Y CARACTERIZACION
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2 Metodologia

El desarrollo experimental de este trabajo se divide en tres pasos principales, primero
se llevd a cabo la sintesis de HA por medio de técnicas de precipitacidn,
posteriormente la HA se caracterizaron por difraccion de rayos X (DRX),
espectroscopia Raman, microscopia electrénica de barrido y transmision (MEB y
MET) para determinar su estructura. Finalmente, empleando la técnica de
coprecipitacidn se sintetizaron nanoestructuras de HA empleando Silicio Poroso como
centro de nucleacién y se llevo a cabo la caracterizacion estructural de las fases
involucradas en el proceso por medio de DRX, MET convencional y MET de alta
resolucién, asi como Raman y MEB. La descripcion detallada de los procesos se da a
continuacidn.

Los equipos de laboratorio, asi como los reactivos que fueron utilizados para la

sintesis y caracterizacion de las muestras obtenidas fueron los siguientes:

Reactivos:

A) Agua destilada marca ].T Baker

B) Nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NO3)2¢4H20 (Sigma-Aldrich, 99%)
Q) Cloruro de calcio dihidratado CaCl2¢2H20 (Sigma-Aldrich, 99%)

D)  Acido fosférico H3PO4 (Sigma-Aldrich, 85%)

E)  Acido tanico C76Hs2046 (Sigma-Aldrich >99%)

F) Hidréxido de tetrapropil amonio N(C3H7)40H (Sigma-Aldrich, 25%)
Q) Silicio poroso tipo n

H) Silicio poroso tipo p
Equipos de Laboratorio:
A) Balanza analitica. Pioneer OHAUS

B) Potenciémetro. ThermoScientific. Orion 3Star

Q) Liofilizadora. LABCONCO. Free Zone
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2.1 Obtencion de la HA

Dadas las condiciones de infraestructura en el laboratorio y después de una revision
bibliografica exhaustiva para llevar a cabo la sintesis de HA, en este caso se decidio
trabajar con el método de coprecipitacion a temperatura ambiente empleando dos

sales de calcio y siguiendo la estequiometria indica por Puvvada [46].

Muestras con CaClze2H20

El hidroxido de tetrapropil amonio es un hidréxido de amonio cuaternario que esta
compuesto por cationes cuaternarios de amonio (R4N+) e hidr6xido OH-, es una base
tan fuerte que se ioniza completamente, por lo cual se propone la formacién de los

siguientes intermediarios en la formacién de hidroxiapatita:

10 Ca(R-CO0)x + 6H3PO4 + 20H- —> 6CaHPOse 2H20 + 4Caz+(R-CO0-)y + (X -Y)R-
COOH

6CaHPO4e 2H20 + 4Caz+ + 80OH- —» Ca10(P04)6(OH)2 + 6H20

Se prepara una solucién de acido tanico al 2 %, cloruro de calcio dihidratado 0.2 M,
acido fosférico 0.12 M e hidroxido de tetrapropil amonio 0.2 M. Las soluciones
acuosas de acido tanico y cloruro de calcio dihidratado son mezcladas en un matraz de
bola de tres cuellos y se mantiene en agitacion a una velocidad de 300 rpm durante 20
min.

Transcurrido el tiempo se adiciona 0.1 mL/min de H3PO4 previamente ajustado a pH 9
con hidroxido de tetrapropil amonio, cabe mencionar que el ajuste de pH del acido
fosforico es un proceso paulatino. El pH de la solucion resultante se mantiene en un
intervalo de 7-10. La mezcla de reaccién finalmente se deja en agitacién por un
periodo de 24 horas, todo a temperatura ambiente. Las muestras se lavan tres veces
con una mezcla de metanol-agua destilada (1:2) para su posterior caracterizacion.

La reaccién quimica involucra los siguientes procesos:

10 Ca%* + 6P043- + 20H- —» Ca10(P04)s(OH):
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En cada experimento las sales precursoras siempre son preparadas en el momento
que se lleva a cabo la sintesis. La Figura 1 muestra las disoluciones obtenidas de

CaClz¢2H20 que da lugar a una solucién amarilla.

Figura. 1 Formacidn de los complejos CaClz¢2H2O0.

Cuando se lleva a cabo una reacciéon quimica, la observacién experimental es una
herramienta importante, ya que esto nos da una idea de si el proceso se esta llevando
por buen camino, ya que podemos verificar si se obtiene un precipitado (Figura 1), lo
cual es una sefal de éxito de una fase estable. En todas las sesiones de sintesis se
puede observar que cambios ocurrieron, el primer cambio que se observa es la
formacién de coloracion blanquecina, para que finalmente, se obtenga el precipitado

de color amarillo. (Figura 2).

Figura. 2 Cambios en la coloracidn durante la sintesis de Hidroxiapatita de izquierda a derecha, blanco y
amarillo.

La sintesis de nanoparticulas de CaCl;#2H,0 en un medio acuoso por la precipitacion de
los iones Ca?* involucra el siguiente proceso (Figura 3) [47].
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Figura.3 Diagrama completo del proceso de sintesis de hidroxapatita.

A medida que se va agregando el agente precipitante, éste influye en la formacién de
los intermediarios hasta la total formacién de la Hidroxiapatita, ya que es un factor

importante en el control de la nucleacién y el crecimiento de las nanoparticulas.

Muestras con Ca(NO3)2¢4H20

50 mL Ca(NO5),+4H,0
(0,2 M)

50 mL C,Hs,0.46
(2% m/V)

Agitacion 20 min

[ Ajuste pH 9 con] se adicionaron 0.1
N(C,H ),0H) mL/min H;PO, (0.12M)

4 N
Equilibrar pH .
Intervalo 7-11 Temperatura ambiente

. y 300 rpm

Las muestras obtenidas en los diferentes procesos de sintesis se lavaron de tres a

cinco veces con una mezcla de metanol-agua destilada (1:2). El secado de la muestra
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se llevd a cabo por liofilizacién (freeze drying), introduciendo el recipiente que
contiene la solucién lavada en nitrégeno liquido (T=77 K) hasta la congelacién de la
muestra y posteriormente haciendo vacio durante 12 hrs se eliminé el liquido para

obtener los polvos de HA para su caracterizacion.

En la Tabla 2 se enlistan las diferentes muestras que se sintetizaron y caracterizaron a
lo largo de este trabajo, donde se indican los diferentes calcios que se utilizaron y
como se fueron ajustando las valores de pH finales. En el siguiente capitulo se

mostraran resultados de una seleccién de estas muestras en funcion de los resultados.

Nombre Fuente de Calcio pH final sintesis
MP1 CaClz « 2H20 [0.1M] 13
MP2 CaClz « 2H20 [0.1M] 12.31
MP3 CaClz « 2ZH20 [0.1M] 10
MP4 CaClz2 « 2ZH20 [0.1M] 10

M6 Ca(NO3)204H20 [0.1M] 10
M7 Ca(NO3)204H20 [0.1M] 8.8
M8 Ca(NO3)204H20 [0.1M] 9

M9 Ca(NO3)204H20 [0.2M] 8.6
M10 Ca(NO3)204H20 [0.2M] 9

M11 Ca(NO3)204H20 [0.2M] 10
M13 Ca(NO3)204H20 [0.2M] 10
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MC2 CaClz « 2H20 [0.2M] 9

MC3 CaClz « 2H20 [0.2M] 10
M72 Ca(NO3)204H20 [0.2M] 10.4
MJ72 Ca(NO3)204H20 [0.2M] 10.6

Tabla 2. Relacién de las muestras sintetizadas a lo largo de este trabajo.

2.2 Obtencion de Compositos

Sustrato SP-ny SP-p

Inicialmente los sustratos de Silicio Poroso se lavaron en una diluciéon de metanol en
agua, una vez secos se hizo pasar un flujo de nitrégeno sobre la superficie de las
pequeiias placas.

Se prepararon las siguientes soluciones siguiendo la estequiometria de la reaccién
quimica acido fosférico 0.12 M; hidréxido de tetrapropil amonio 0.2 M y nitrato de
calcio tetrahidratado 0.1 M. El acido fosférico fue ajustado a pH 9 con hidréxido de
tetrapropil amonio, mediante un proceso paulatino.

Para obtener los compositos HAp@SP-n y HAp@SP-p, las muestras se sumergieron
verticalmente en una solucibn que contenia los precursores mencionados
anteriormente. La solucién se mantuvo en contacto con la mitad inferior de la capa
porosa y se infiltra en la parte superior por capilaridad en toda la estructura porosa.
Aunque la parte inferior de la planilla de SP esta fracturada debido a la agitacion
constante durante el proceso de sintesis, se forma la estructura de HA dentro/sobre la
mitad superior de la estructura de SP por accién capilar de los precursores. Después
de la sintesis los compuestos HAp@SP-n y HAp@SP-p se lavan con una solucién muy

diluida de metanol para su posterior caracterizacion.
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Figura.4 Crecimiento de nanoparticulas de HA en Silicio poroso tipo n y p, mediante sintesis por
coprecipitacion.

2.3 Sustrato de Silicio Poroso obtenido de una planta endémica Cola de
Caballo (Equisetum laevigatum)

La propuesta para llevar a cabo la nucleacién de HA en Silicio poroso (polvo), fue
trabajar con soluciones precursoras mas diluidas para poder distinguir las dos fases y
en este caso el crecimiento cristalino de HAp. Por lo que se preparé SiO2 al 2.6%,
Ca(NOs3)204H20 (2.8 mM), H3POs4 (1.6 mM) ajustando el pH a 9 empleando
N(C3H7)40H (1.6 mM).

Inicialmente se mezclaron 50 mL de nitrato de Calcio tetrahidratado y 50 mL de Silicio
Poroso en un matraz de tres cuellos manteniendo en agitacion a 200 rpm. Después de
10 min se agrega 0.1 mL/min de acido fosférico monitoreando que el pH se
mantuviera en un intervalo de 7-9. Posteriormente se lavaron las muestras de 3 a 5
veces con una mezcla de metanol: agua (1:2) para liofilizar las muestras y

posteriormente llevar a cabo su caracterizacion.
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2.4 Fabricacion de andamios Péptido@ Hidroxiapatita

Se prepara una solucion de 200 pg de CEMP1 (péptido)[48], nitrato de Calcio
tetrahidratado 40 mM, Acido fosfoérico 24 mM e hidréxido de Potasio 0.2 M. Las
soluciones de péptido y nitrato de Calcio tetrahidratado se mezclaron en un matraz de
bola de tres cuellos y se mantuvieron en agitacion a una velocidad 300 rpm durante
20 min.

Transcurrido el tiempo se adiciona 0.1 mL/min de H3PO4 previamente ajustado a pH 9
con hidréxido de tetrapropil amonio, cabe mencionar que el ajuste de pH del acido
fosférico es un proceso paulatino. El pH de la reaccién resultante se mantiene en un
intervalo de 7-8. La mezcla de reaccién finalmente se deja en agitacién por un periodo
de 24 horas, todo a temperatura ambiente.

Posteriormente se recortaron discos de Gelfoam a un didmetro de 9 mm, y fueron
esterilizados con luz UV. Una vez realizado esto, se prepararén una solucién de 100 pL
de Péptido@Hidroxiapatita, péptido, hidroxiapatita y se incubaron toda la noche, para
permitir la penetracion de los compuestos al Gelfoam para realizar el procedimiento
quirargico de implantacién en las calvarias de rata, previa preparacion del defecto de
tamafio critico y practicando eutanasia después de 30 dias para su posterior

evaluacion del tejido.

Figura 5. Gelfoam con solucién de Peptido@Hidroxiapatita.
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2.5 Caracterizacion

Todas muestras enlistadas en la Tabla 2, fueron caracterizadas por las siguientes

técnicas y equipos:

Difraccién de rayos X
Los difractogramas fueron registrados en un difractometro D8 ADVANCE BRUKER

AXS con tubo de Cobre (Cu K=1,5418 .rf!.) y monocromador de grafito. Las condiciones
del generador de rayos X fueron de 25 mA y 35 kV. El intervalo 268 fue de 10 a 80°,

para todos los difractogramas, con una rapidez de barrido de 0.02 °/s. Los
difractogramas, para su interpretacién, fueron comparados con la base de datos del

Archivo de Patrones de Difraccién (Powder Diffraction File, PDF 0721243).

Microscopia Electrénica de Barrido
Microscopio electronico de Barrido JSM-7800F que se encuentra en el Instituto de
Fisica de la UNAM, y microscopio electrénico de barrido modelo Auriga Zeiss FEG 25

kv que se encuentra en la Universidad de Texas en San Antonio.

Microscopia Electronica de Transmision

Los estudios por microscopia electronica de transmisidon incluyen la obtencidon de
imagenes a diferentes amplificaciones y la técnica denominada contraste Z (HAADF
por sus siglas en inglés) asi como analisis quimico elemental “EDS” y fueron realizados
con un microscopio JEOL JEM-2010F FasTem a un voltaje de aceleracion de 200 kV
que corresponde a A=0.0021 nm y un coeficiente de aberracién esférica de 0.5 mm. Se
utilizaron rejillas de 300 mesh con cubierta de carbdn, sobre las cuales se depositaron
los polvos de cada una de nuestras muestras. En este caso se utilizaron dos
microscopios similares, uno que se encuentra en el Instituto de Fisica de la UNAM y

otro en la Universidad de Texas en San Antonio.
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Espectroscopia Raman

La caracterizacion por espectroscopia Raman, se llevd a cabo en un equipo, que
contiene un Microscopio confocal para seleccionar la zona de la muestra que se quiere
analizar, el detector Raman marca Thermo Scientific DXR Raman Microscope con laser
a una longitud de onda de 532 nm, con un maximo de potencia de 10 mW en el

intervalo de (3000-50) cm1.
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CAPITULO 3

RESULTADOS
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3.1 Obtencion de Hidroxiapatita

Como se describi6 en el capitulo anterior, la etapa inicial del trabajo es la obtencion de
HA por medio de coprecipitacion a temperatura ambiente, seguida de Ila

caracterizaciéon del mismo para determinar su estructura.

De acuerdo con los antecedentes, el proceso para llevar a cabo la sintesis de HA
requiri6 de un cuidadoso control de las variables involucradas, principalmente del pH
asi como la concentraciéon de los reactivos ya que pequefias variaciones en estos

pardmetros generaba cambios importantes en la fase que precipita.

Como se menciond en el capitulo anterior, se presenta una seleccion de resultados con
aquellas muestras sintetizadas donde se obtuvo de manera sistematica la HA y para
contrastar y enfatizar los ajustes realizados, se presenta un ejemplo de cuando no se

obtuvo HA.

Muestra MP1

Después del proceso de liofilizacion con lo cual se obtienen las muestras en polvo, éste
se puede describir como polvo de color hueso, formada por aglomerados. La Figura 6

muestra el analisis de rayos X y espectroscopia Raman de la muestra.
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Figura 6. Muestra los resultados obtenidos empleando (CaClze 2H20) La Fig. 5A) Patrén de difraccién
de rayos X de MP1, B) Espectro Raman de MP1.
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Una de las virtudes de la técnica de rayos X es la determinaciéon de la estructura
cristalina del material que se obtiene por un método de sintesis. El compuesto que se
obtuvo empleando (CaClz¢2H20) para la obtencién de HA no presenta cristalinidad y
tiene mas aspecto de material amorfo, lo cual nos dice que las condiciones de
concentracion y pH no fueron las adecuadas ya que las solubilidad del (CaClz¢2H20)
por arriba de pH 10 impide la formacién de los intermediarios en la sintesis de HA
formandose un precipitado antes de una reaccidn final, y como sabemos para que se
lleve a cabo la formacién de un nuevo compuesto los precursores deben estar en
solucién ya que en sélido es muy dificil llevar a cabo la reaccién para la formacion de

un nuevo compuesto.

Por otro lado, el andlisis Raman muestra las sefales del grupo fosfato asi como del

calcio, pero no en las frecuencias que corresponden a la estructura de hidroxiapatita.
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Figura 7 Imagenes representativas de A) TEM y C) SEM de HA con su correspondiente analisis, B) EDS Muestra la
morfologia de las nanoparticulas de HA preparadas a pH 13.

Una caracteristica importante en la morfologia de la HA es que crece en forma de
agujas, es decir crece preferencialmente en el eje C de la estructura hexagonal del
cristal. Como podemos observar en la Figura7 no se observan estas caracteristicas, al
contrario, observamos grandes agregados de calcio-fosfato. El analisis EDS detecta los

elementos de Ca, O y P lo cual por un lado nos indica que el proceso de lavado ayuda a
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eliminar los reactivos empleados en la sintesis y que solo estan presentes los

elementos de HA pero sin haber llegado a la estructura cristalina.

Muestra MP3
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Figura.8 Muestra los resultados obtenidos empleando CaClz¢2H20. La Fig. 7a) Patrén de difraccién de
rayos X de HAP. b) Espectro Raman de HA.

El patrén de difraccion de rayos X (Figura 8a) muestra la fase de HA con celda
hexagonal y sin la presencia de otras fases. Las frecuencias de los modos normales de
P0O43- en el espectro Raman (Figura 7b) 1045.34 cm (v3) y el pico en 282cm es

producido por los modos de traslacion de Ca-POa.

)

Elementa Cuentas Wi Atom%.

Figura 9. Imagen representativa de A) TEM y B) SEM de HA con su correspondiente andlisis C) EDS.
Muestra la morfologia de las nanoparticulas de HA preparadas a pH 11.
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Se puede observar en las imagenes de microscopia electrénica de barrido y

transmisién (Figura 9), que la muestra presenta la morfologia caracteristica de

nanoparticulas de HA, aunque el anadlisis EDS presenta una relaciéon de Ca/P de 1.5

(Ca=40.17%, P=26.48%) muy cercano a HA sintética a altas temperaturas.
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Figura 10. Muestra los resultados obtenidos empleando CaCl2¢2H20. A) Patron de difraccion de rayos X

de HA. B) Espectro Raman de HA.

El patréon de difraccion de rayos X de esta muestra (Figura 10A), presenta los

principales planos cristalinos de la fase cristalina de HA, y el espectro Raman (Figura

10B) muestra los modos de frecuencias normales vi de PO43

corresponde a la sefial del grupo fosfato en HA.

Figura 11. Imagenes representativas de TEM (A,B) de HA con su correspondiente analisis C) EDS.
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La Figura 11 muestra la morfologia de la muestra obtenida a pH 8 que es

caracteristica de HA ademas por alta resolucién se observa la estructura cristalina del

material. La relacion Ca/P determinado por EDS, fue de 1.559 (Ca=42.64%,

P=27.35%).
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Figura 12. Muestra los resultados obtenidos empleando Ca(N0O3)2¢4H20. a) Patrdn de difraccién de

rayos X de HA. b) Espectro Raman de HA.

El patrén de difraccion de rayos X (Figura 12a) muestra la fase de HA con celda

hexagonal sin la presencia de otras fases, cabe mencionar que el pH de esta muestra

fue de 10 lo cual indica que el pH es un factor importante en la cristalinidad de las

nanoparticulas de HA. Las frecuencias de los modos normales de PO43-en el espectro

Raman (Figura 12b) se observa a 956.20 cm™ (v1) y 1044.46 cm™ (v3).
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Por su parte, la Figura 13A y 13B) HRTEM muestran la morfologia caracteristica de las
nanoparticulas de HA y el andlisis EDS muestra la relaciéon Ca/P de 1.60 (Ca = 40.17%,
P =25.02%).
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Figura 14. Muestra los resultados obtenidos empleando Ca(NO3)2¢4H20. a) Patrén de difraccién de
rayos X de HA. b) Espectro Raman de HA.

La Figura 14a) muestra el patron de difraccion de rayos X que corresponde a la fase
cristalina de HA con celda hexagonal y no hay evidencia de otra fase presente. Las
frecuencias de los modos normales de PO43- en el espectro Raman (Figura 14b) de

959cm-1 (v1) corresponde a la sefial de HA.

Figura 15. Imagenes representativas de A-B) TEM y C) SEM de HA. Muestra la morfologia de las
nanoparticulas de HA preparadas a pH 10.

38



Ademads, se puede observar en las imagenes de microscopia electrénica de
transmisién (Figural5), que la sintesis a pH 10 empleando Ca(NOs3)2¢4H20 presenta

morfologia caracteristica de nanoparticulas de HA.
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Figura 16. Muestra los resultados obtenidos empleando Ca(NO3)2¢4H20. a) Patrdn de difraccién de
rayos X de HA. b) Espectro Raman de HA.

El patrén de difraccion de rayos X (Figura 16a) muestra los principales planos
cristalinos de la fase cristalina de HA, y como se puede observar, los picos estan muy

bien definidos. Por su parte, el espectro Raman muestra las frecuencias de los modos

normales de PO43- (Figural6b) que corresponden a 961.34 cm! (vl) y 1037 cm1 (v3)
de la HA.

Figura 17. Imé%gpes reeresentativaS'dE'A'-%l TEMy C)SEM de HA

Se puede observar en las imagenes de microscopia electrénica de transmision (Figura

17), que esta muestra presenta morfologia caracteristica de nanoparticulas de HA.
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3.2 Compaésitos HA@PS-ny HA@PS-p

En el caso de los compuestos de silicio poroso, se usaron dos sustratos diferentes de
Silicio Poroso, tipo n (HA@PS-n) y tipo p (HA@PS-p) para inducir la nucleaciéon de
cristales de HA a partir del método de coprecipitacion, y para mostrar el posible

proceso de cristalizacion/deposicion de HA a temperatura ambiente.
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Figura. 18 Difractograma de rayos X del compésito HA@SP-n.

Se analiz6 la pequefia placa denotada como HA@SP-n por DRX para identificar los
planos cristalinos y poder descartar la presencia de otras fases. En el difractograma de
la Figura 18 se muestra una amplificacion de la zona de interés, donde se observa
claramente la formacion de las nanoparticulas de HA de acuerdo con la tarjeta PDF
#072-1243, los picos principales corresponden a los planos cristalinos (002), un pico
ancho centrado a 32.5° que es una envolvente de picos solapados de los planos
cristalinos (211), (300) y (202) caracteristicos de HA. Aunque el tamafio del cristal
individual es inferior a 100 nm con muchos cristales manométricos y orientados
aleatoriamente en el sustrato de Silicio-n, la sefial de rayos X muestra picos muy
delgados. Ademdas de la fase cristalina de HA, se observa el pico de Silicio

caracteristico en 69°,
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Posteriormente se analizaron varias zonas en cada placa para obtener los espectros
Raman, en el caso del compoésito HA@SP-n se midi6 con un laser de longitud de onda
de 532 nm, con un tiempo de exposicién de 10 s a una potencia de 3 mW. La Figura 19

(A, B) muestra dos espectros Raman representativos de todas las zonas que se

midieron.
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Figura. 19 (A,B) Espectros Raman del compésito HA@SP-n, C) Imagen Optica de la muestra HA@SP-n.

En el espectro Raman de la Figura 19A) se observa la frecuencia en 964 cm'! que
corresponde al modo Vibracional del grupo fosfato (PO43-) vique generalmente es el
pico mas fuerte en el espectro de HA, para el caso de la Figura 18B) se observan dos
sefiales representativas de HA, una en 590 y la otra en 961 cm-1,que corresponden a
los modos vibracionales del grupo fosfato v4 vi, respectivamente. En ambos espectros,
figura 19A) y B), se observan las sefiales en 303.5 y 520 cm-! correspondientes al

Silicio cristalino [49].
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Figura20. Imagenes SEM del compdsito HA@SP-n A) Silicio Poroso, (B-E) Silicio Poroso con HA a
diferentes aumentos y “EDS” (F).

La Figura 20 muestra las imagenes SEM correspondientes a la muestra de HA@SP-n,
en la Figura 20A) se observa la parte superior del sustrato de Silicio Poroso tipo n, y

en la Figura 20B) se muestra la nucleacion de HA asi como la aglomeracion en algunas
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zonas del sustrato poroso después de realizar el proceso de coprecipitaciéon que
alcanz6 una altura aproximadamente de 1pum con respecto a la superficie del SP.
Debido al tamafio de poro (2 a 10nm) de la superficie de SP, no se logra una
infiltracién completa dentro de la matriz del SP. Morfolégicamente, el crecimiento de
particulas de HA en/sobre PS es similar a otras sintetizadas previamente [50]. Debido
al aumento de la porosidad en el area donde la muestra estd en contacto con la
solucién precursora, el crecimiento de hidroxiapatita es muy diferente en
comparacion con el area donde la solucion se infiltra por capilaridad (ver Figura 20D).
Esto indica que la técnica de coprecipitaciéon es viable para formar un compuesto

basado en HA y PS a temperatura ambiente.
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Figura 21. Difractograma de rayos X del compdsito HA@SP-p.

En la Figura 21 se muestra el espectro de difraccion de rayos X del compoésito HA@SP-
p, en el que se logra observar dos sefiales importantes de dos picos centrados en 33.5
°, correspondientes a los planos cristalinos (300) y (202) de la fase de HA de acuerdo
con la tarjeta PDF #072-1243, en este caso se hizo una amplificacién del
difractograma de esa zona, ya que la sefial del silicio en 69° es mucho mas intensa que

la senal de la HA.
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Figura 22. (A, B) Espectros Raman del compésito HA@SP-p y C) Imagen Optica de la muestra HA@SP-p.

La Figura 22 muestra los resultados Raman correspondientes al compésito HA@SP-p,
tomados en la zona mostrada en la Figura 22C) de la cual se tomaron varios espectros
Raman y se eligieron dos representativos (ver figuras 22A) y B)). Para el caso del
espectro de la Figura 22A) se observan dos sefales caracteristicas de HA en 610 y 945
cm, la primer sefial corresponde a la deformacion P-O del grupo fosfato (PO43-) v4, y
la segunda sefial corresponde al balance simétrico P-O del grupo fosfato (P043-) vu.
Comparando con el espectro de la Figura 22B) se observan tres sefiales en 610, 945 y
1028 cm! correspondientes al modo Vibracional del grupo fosfato v4 viy vi
respectivamente. Hay que hacer notar que en ambos espectros se observan las

sefales en 303.5y 520 cm™! asignadas al silicio cristalino [49].
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Fig. 23 Imagenes SEM del composito HA@SP-p, A) Silicio Poroso, (B-E) Silicio Poroso con HA a
diferentes aumentos y F) “EDS”.
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Aunque las imagenes de SEM para el caso del composito HA @ PS-p muestran una
morfologia similar a la muestra HA @ PS-n, debido a la diferencia en la porosidad del
sustrato, la nucleacion en los poros es relativamente mas eficiente que la estructura
porosa tipo n. La Figura 23A) muestra la vista de la superficie del sustrato PS tipo p
sin HA. Por su parte, la Figura 23B) muestra que la nucleacién de HA formada
mediante el método de coprecipitacion consiste en aglomerados, que en algunas
partes de la muestra alcanzan una altura de aproximadamente 2 pm con respecto a la
superficie de PS. Debido a tamafio de macro poros (50-100 nm) en la superficie de PS,
se obtuvo una infiltracién parcial dentro de la matriz de silicio poroso. Ademas, la
imagen de la Figura 23C) muestra que las particulas de HA son fibras interconectadas,
de alrededor de 100 nm de espesor, y en algunas areas en la plantilla porosa, las
particulas estan bien aglomeradas en pequefios grupos de aproximadamente 20 nm,

como puede verse en las Figuras 23D y E).

3.3 Compadsitos de Hidroxiapatita y Sustrato de Silicio poroso obtenido de
una planta endémica Cola de Caballo (Equisetum laevigatum)
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Figura 24. Difractograma de rayos X registrado para el composito A) HA@-Silicio-cc y silicio B) Silicio-
cc.

La Figura 24 muestra los difractogramas de rayos X tanto del compdsito obtenido
A)HA@-Silicio-cc (Silicio con cola de caballo), asi como del sustrato empleado para la
cristalizacion de HA, cuya indexacion se llevé a cabo con la tarjeta PDF #026-1481 que
corresponde a la fase cubica de Silicio. En la Figura 24 A) es evidente que no se

aprecian picos definidos por parte de los nanocristales de HA aunque comparando con
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la Figura 24B) en la que se observa perfectamente la fase ctbica del Silicio, se logra

ver en el intervalo de 20° y 35° de la Figura 24A) la contribucién de la HA.
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Figura 25. A,B) Espectros Raman del compésito HA@-Silicio-cc. C, D) Imagenes dpticas del compdsito.

Por su parte, los espectros Raman de la Figura 25 fueron tomados de dos muestreos
del compdsito HA@-Silicio-cc, donde las sefiales en 959 y 1040 cm-! de la Figura 25A)
se deben al estiramiento simétrico del grupo fosfato (PO43-) vique corresponden a la
HA y el que se ve en519 cm-! corresponde al Silicio. En el caso de la Figura 25B) las
sefiales que corresponden al grupo fosfato debido a la presencia de nanocristales de

HA se encuentran en 960 y 1044 cm-1 y la sefial en 497 cm1 corresponde a Silicio.

La Figura 26 muestra imagenes de SEM de HA asi como del compoésito HA@-Silicio-cc.
La Figura 26A) muestra unicamente la estructura de HA en la cual se observan
estructuras alargadas en forma de agujas muy caracteristico del crecimiento en HA,
donde podemos observar gracias a las imagenes B,C y D) que si se presentaron
cambios en la morfologia de HA después de que esta crece en presencia de Silicio

Poroso en polvo, ya que se observa una matriz porosa y en ella pequefios granos
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aciculares que corresponden a la HA ya que podemos observar del analisis elemental

la composicién ésta y en los mapeos D y F) como estan distribuidos en la matriz de

Silicio.

Figura 26. Imagen de MEB de A) HA, B-F) compoésito HA@-Silicio-cc con su respectivo “EDS” y mapeos.
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De la misma forma, se emple6 el TEM convencional y de alta resolucion para analizar
las caracteristicas estructurales que presenta el compdsito en polvo, como se puede

ver en la Figura 27 donde se muestra una seleccién de los resultados obtenidos.

200)  (301)

Figura 27. Imagen de TEM de A-E) del composito HA@-Silicio-cc con su respectivo “EDS”.
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En la Figura 27 se muestran imagenes de TEM campo claro A, D, E y F) y en C) campo
oscuro con el correspondiente andlisis EDS B). La FFT en la parte superior de la Figura
27E) nos ayudé a determinar que la imagen se encuentra en el eje de zona [0-20] de la
HA. Por su parte, del recuadro marcado en la parte inferior derecha de la Figura 27F),

se encontré que los planos que se observan corresponde a los planos (111) y (220) de

la fase del Silicio Cubico.

3.4 Compadsito Péptido@Hidroxiapatita
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Figura 28. Patrdn de difraccién del compésito Péptido@Hidroxiapatita.

El patron de difracciéon de rayos X de la Figura 28 muestra la fase de HA con celda
hexagonal sin la presencia de otras fases, es importante mencionar que el pH de esta
muestra fue de 7, lo que es de gran importancia ya que es un compdsito con pH muy

cercano al fisiologico lo que podria favorecer su aplicaciéon en un organismo vivo.
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Figura 29. A) Espectro Raman del compoésito Péptido@Hidroxiapatita. B) Espectro Raman del péptido.

Ademas, podemos observar en el espectro Raman del péptido Figura 29 B) que se trata de una
molécula bastante hidroxilada por la presencia de la banda intensa en el intervalo de
3000 cm-1, donde se observan, Figura 29 A) Las frecuencias de los modos normales en
957 cm-! de PO43- (v1) y en 1045 cm1de PO43- (v3) correspondientes a la sefial de la
HA; ademas de las sefiales del péptido en el intervalo 1455-1465cm'l que
corresponden con la deformaciéon CH2 [51].

Por otro lado, se analizaron las muestras del compoésito por SEM para observar si se
presentaron cambios en la morfologia del material después de haber usado el péptido
en la sintesis de HA. Para ello se tiene en la Figura 30 A) imagenes de HA sola; Figura
30 B) imagenes del péptido solo y Figura 30 C) imagenes de Péptido@HA.

Se encontré6 que de forma general los granos de HA no presentaron cambios
significativos ya que aunque se observan estructuras en forma de agujas en HA
también se observan estructuras aciculares embebidas en las estructuras irregulares

del péptido.
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Figura 30 Imagenes de MEB A) del polvo HA. B) Imagenes del péptido. C) Polvo Péptido@HA.
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CAPITULO 4

ANALISIS DE RESULTADOS

53



Para ver si se ha cumplido con las tres etapas planteadas para este trabajo, se realiz6
el andlisis de los resultados presentados en el capitulo anterior, donde tratamos de
comprender aquellos puntos que consideramos son de gran importancia y que vale la

pena resaltar de lo obtenido a lo largo de este trabajo.

ETAPA I) Sintetizar la Hidroxiapatita a temperatura ambiente.

La composicion quimica de la HA hexagonal (grupo espacial P63/m) es
Ca(I)4Ca(IN)e6(PO4)6(OH)2, siendo su configuracién atémica local la que se muestra en
el esquema de la Figura 31A). El sitio de Ca (I) estd rodeado por seis PO43-de forma
tetraédrica Figura 31B) a su vez coordinado por nueve iones oxigeno. Ademas, el sitio
de Ca (II) tiene siete coordinaciones con seis iones de oxigeno del grupo PO43-y un ion

de oxigeno del grupo OH-.

a)

Figura 31. A) Estructura del cristal HA visto a lo largo del eje-c [47,60].

En este trabajo se determinaron las condiciones necesarias para la obtencién de HA a
temperatura ambiente. A diferencia de los resultados reportados por Nagaprasad y
Amita [46], después de la mezcla en solucion, ellos elevaron la temperatura a 80 °C
como paso final para la obtencién del polvo que posteriormente caracterizaron,
mientras que nosotros congelamos la solucién abruptamente con nitrégeno liquido
(aproximadamente 77 °K) para detener la sintesis y poder obtener el polvo que se

caracterizo.
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Ademas en este trabajo se emple6 acido tanico como un agente quelante, el cual hace
que se forme un complejo estable con iones Ca2* especialmente en condiciones acidas,
y posteriormente se hace un tratamiento alcalino para proporcionar al medio de
reaccion condiciones para la formacién de nucleos de tamano suficiente para que
estas crezcan hasta llegar a la sobresaturacion, para finalmente llegar a la forma
estable de la fase de la HA. El 4acido tanico al ser una molécula grande, juega un papel

importante en la modificacién del tamafo de particula y morfologia de la HA.

Se pudo comprobar que efectivamente teniamos hidroxiapatita ya que a partir de los
resultados de TEM con lo que se analizé cada muestra compuesta por varios cristales
pequeiios orientados aleatoriamente, se obtuvieron patrones de difraccién de anillos,
ver Figura 32, cuyos didmetros corresponden al espaciado existente entre los planos

atomicos del cristal de HA.

401)
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Figura 32. Patrén de difraccion de anillos de las muestras: A) MP3, B) MP4, C) M8, D) M9, E) M10

Esto se puede comparar con las indexaciones por DRX, todos los picos son indexados
con los indices (hkl) correspondientes a la tarjeta PDF 0721243, la cual contiene todos
los datos cristalograficos de la fase hexagonal HA. Es importante hacer notar que en
ningun difractograma de las Figuras 8A), 10 A), 12 A), 14 A), 16 A) existe otra fase
estable, por mencionar el fosfato octacalcico (OCP; CagH2(P0O4)6*5H20), ya que algunos
trabajos reportan que OCP es una fase metaestable de HA [52], y de acuerdo al trabajo
de Arellano [53] se corrobora la obtencion de HA debido a que en todos los
difractograma no aparece ningun pico ubicado en el valor 26 igual a 4.7 caracteristico
de la fase OCP. Por otro lado, la Tabla 2 muestra el andlisis de los espectros Raman que

se obtuvieron en cada muestra. Lo que podemos observar es que no existe un cambio
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significativo en las posiciones de las bandas al usar dos sales distintas de calcio para la
sintesis de HA ya que se encuentran en el intervalo de 950-965 cm! correspondiente
a la vibracion de valencia simétrica [(P04)3-(v1)]; 1030-1045 cm-! a la vibracién de
valencia asimétrica [(P04)3- (v3)] y en 585 cm1la deformacién P-O [(P04)3- (v4)][51, 54-
57].

Cabe resaltar que es mas confiable trabajar con Ca(NO3)z ya que el ion nitrato(NO3) es
de mayor tamano que el ion cloruro (Cl'), y si no se trabaja en condiciones adecuadas
de concentracién, este podria sustituir sitios del ion hidroxilo (OH-) generando

vacancias.

Sal

M9 M10 MP3 MP4

Vibracion (cm?) M8
Vi 956.20 959.71 961.34 958.83 960.27
V3 1044.46 1046.46 1037.56 1045.34

Vs - - - 586.50 -

Tabla 2. Lineas del espectro Raman de HA obtenidas en las muestras.

De acuerdo con cada espectro EDS tomado sobre cada muestra siempre se observé un
pico de Ca a energias superiores al pico de P y de mayor intensidad. A partir de esta
técnica no es posible determinar con precision la relacion molar Ca/P debido la falta
de calibracidn del instrumento. A pesar de esto un analisis semicuantitativo arrojo una
relacién Ca/P = 1,57(Ca/P tedrica= 1,67) lo que sugiere que la reaccién de sintesis
propuesta al inicio de este trabajo empleando acido tdnico como un agente quelante y
dos sales de calcio para la formacion de HA(Ca10(PO4)s(OH)2) se completd

exitosamente.
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Etapa II) Construir un compoésito HA@SP.

Ahora bien de acuerdo con los resultados obtenidos, en cada compdsito tenemos el
analisis de Raman y XRD revelando los picos de fosfato caracteristicos y la naturaleza
policristalina respectivamente. La forma y el tamafo de los poros en cada caso de
Silicio fueron favorables para la adhesion y el crecimiento de la HA. Cabe mencionar
que el proceso de sintesis fue mas rapida empleando sustratos en el medio de
reaccion, es decir se logro obtener la fase de la HA en menos de cuatro horas, que lo
reportado en la literatura, esto es debido a que la velocidad de nucleacion
heterogénea es mayor que la nucleaciéon homogénea de la superficie existente en este
caso, ya que la presencia de Silicio Poroso (oblea y Silicio Poroso que se obtuvo de cola
de caballo) en el medio de reacciéon asi como del péptido, reducen el costo de la
formacion superficial y la barrera de nucleacion es menor [58].

En el caso del péptido como observamos en el andlisis Raman, se trata de una
molécula con bastantes sitios OH-por lo que este es un caso de nucleacion mediante
ion inducido, las fuerzas electrostaticas aumentan la interacciéon entre el centro de
nucleacion (en este caso el péptido) y las moléculas nucleantes, y a su vez la barrera
de nucleacion es menor que en la nucleacion homogénea obtenida en todos los casos
de la HA.

Ya que en ambos casos de los sustratos de Silicio el analisis de rayos X no es posible
observar todos los picos de la fase de HA, si es posible hacerlo por espectroscopia
Raman, sin embargo, esto no ocurre con el sustrato péptido ya que por rayos X se
distingue perfectamente la fase de HA sin la presencia de otra fase. En general la
banda de fosfato vi1 es una superposicién de las tres componentes del grupo fosfato
(v1, v3, v4); por lo general tiene una forma asimétrica debido a la contribuciéon de las
vibraciones del fosfato desordenado y de HA no sustituida.

La Tabla 3 muestra el andlisis de cada espectro en los diferentes compositos. Se puede
observar que para el caso de los compdsitos HA@PS-n y HA@PS-p las dos sefiales
obtenidas de cada compdsito ny p se encuentran en el intervalo entre 945-955 cm1, y
de acuerdo con la literatura, esto indica la presencia de un desorden del grupo fosfato

en la red cristalina de la apatita y ademas, no se encuentra sustituida por el ion CO3%,
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el mismo comportamiento se observa en el Silicio Poroso obtenido de la Cola de
Caballo (HA@Sic-c)[51, 59,61], este comportamiento no se observa en el Péptido@HA
ya que la sefial no se encuentra en este intervalo, por lo que se infiere que en el

composito Péptido@HA se obtiene una estructura bastante ordenada.

Compadsito HA@PS HA@Sic-c Péptido@HA

Vibracion (cm?)

Vi 945,955 952,964 | 949, 959

Tabla 3. Lineas del espectro Raman de los diferentes compositos.

Etapa III) Explorar una posible aplicacion.

Como se mencion6 anteriormente uno de los objetivos de este trabajo de tesis
consistia en la elaboracién de compdsitos para una posible aplicacién bioldgica, para
lo que se trabajo en colaboracién en un proyecto de regeneracién 6sea, ya que como
sabemos, dos de los principales constituyentes del hueso son las fibras de colagena y

los cristales de HA.

Esta colaboracion se esta llevando a cabo gracias al trabajo que realizan el M.C
Rodrigo Correa y Dr. Elias Nahum, ambos alumnos del Dr. Higinio Arzate de la Unidad
de Posgrado de la Facultad de Odontologia de la UNAM, quienes se encuentra
realizando una investigacion para regeneracion 6sea empleando péptidos. La idea
principal fue ver si era posible obtener HA utilizando diez veces menos la
concentracion de todos los reactivos empleados para la sintesis de HA en condiciones
ambientales usando un péptido con el que el M.C Rodrigo Correa ha venido trabajando

para la obtencién de HA y en cuyo caso si se obtiene HA pero en cantidades pequefias.
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Posteriormente de ser posible al obtener la fase HA evaluar la actividad del compdésito
final en un defecto critico en calvarias de rata.

Una vez que se identificé la fase de HA, gracias a la experiencia de la Dra. Fabiola
Salgado y M en C. Sonia Lopez, se operaron 15 ratas implantando los andamios en el
defecto critico que se realizé en calvaria de cada rata. Por lo cual se emplearon 3
grupos de ratas cuyos andamios contenian: Unicamente el péptido (5 ratas),

unicamente HA (5 ratas) y el compoésito Péptido@HA (5ratas).

Después de un mes las ratas se sacrificaron para realizar el analisis histolégico de
cada grupo. La Dra. Sonia Lépez después de armar las laminillas pudo obtener un

diagnostico para cada grupo con los andamios.
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Figura 34. Secciones histoldgicas después de 30 dias de tratamiento: A) HA y B) péptido.

Una imagen representativa de los resultados con los dos primeros andamios pueden
verse en la Figura 34, donde el defecto experimental fue tratado con un andamio
GELFOAM embebida con A) HA y B) péptido. Los cortes histolégicos se encuentran
conformados por tejido conjuntivo denso bien vascularizado y mezclado. Se encuentra
infiltrado tejido inflamatorio crénico moderado, se observan dos zonas que presentan
un material basoéfilo rodeado de células epiteliales y gigantes multinucleadas tipo

Touton a cuerpo extrafo.

La Dra Lopez determino que el diagnostico para este caso era: Granulomas a cuerpo

extrano.
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Seccion histolégica Péptido-HA

Figura 35. Secciones histolégicas después de 30 dias de tratamiento con Péptido@HA.

En la Figura 35 se muestra una imagen del correspondiente resultado con el andamio
GELFOAM embebida con Péptido@HA. Los cortes histolégicos muestran la formacion
6sea, conformados por bandas de coldgena densa y laxo, muy vascularizado. Se
observa infiltrado inflamatorio crénico, severo y difuso linfocitario con presencia de
macrofagos con citoplasma de aspecto espumoso. Se observa una zona con material
baséfilo rodeadas de células epiteliales y gigantes multinucleadas tipo cuerpo extrafio.
En este caso, se determin6 que el diagnostico corresponde a: Inflamacion croénica y

granulomas a cuerpo extrafo.

Por lo que de acuerdo a la informacion analizada, el comportamiento del composito
evaluado logro su objetivo, la colagena densa es el primer paso durante el proceso de
la regeneracion total del hueso, pero dado el diagnostico, este efecto se atribuye a la
sefial que se detectd en el analisis Raman ya que se observa una banda en 1099 cm-!
indicando una ligera sustitucion del ion OH- por el estado hidratado del ion CO3?- tipo
A[51], en particular en este tipo de sustitucién el cuerpo no la reconoce ya que existe
una sustitucién del mismo i6n llamada tipo B y que se encuentra en diferente region
en el espectro Raman y es similar a la hidroxiapatita de un hueso. Esto abre un camino
en la investigacidn al sintetizar HA ahora con el objetico de obtener principalmente un
producto con contenido predominante de carbonato tipo B en la estructura de HA, ya

que esto es muy similar al tejido del hueso.
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CAPITULO 5




Como se menciono al principio de este trabajo, se planteé un objetivo y una serie de
metas a cumplir, todas ellas divididas en tres etapas a desarrollar. Ahora podemos
asegurar que las dos primeras etapas se cumplieron totalmente con lo que se puede
decir que se cumplié en su totalidad el plan de trabajo, y la tercera, si bien se pudo
iniciar con excelentes resultados hasta la fecha, estd inconclusa y debera de
continuarse hasta que se obtengan los resultados necesarios para determinar la

completa valia de la hidroxiapatita obtenida por este método.

Por todo lo anterior, podemos decir entonces que con base al objetivo y metas

planteadas en este trabajo se puede concluir lo siguiente:

1.- Se implanté un método de sintesis y se encontraron los pardmetros adecuados

para la obtencién de cristales de hidoxiapatita a temperatura ambiente.

2.- Se observd que el acido tanico que se utilizo como un agente quelante, jugd un

papel importante en el tamafio de las particulas y morfologia de la Hidroxiapatita.

3.- Se utilizaron dos sales de calcio diferentes, Ca(NOs3)2y CaClz y se pudo comprobar

que con ambas es posible obtener la hixroxiapatita.
4.- La caracterizacién fue fundamental para determinar que se habia llegado a
sintetizar nanoparticulas de hidoxiapatita, siendo determinante, los estudios

realizados por espectroscopia Raman.

5.- Se pudieron fabricar las pastillas Silicio Poroso con un tamafio de poro favorable

para que la hidroxiapatita penetrara en los poros.

6.- Se implant6é un método para lograr que la hidroxiapatita penetrara en los poros de

las pastillas de Silicio Poroso.
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7.- Se pudieron construir dos tipos diferentes de compositos, el primero con

hidroxiapatita y Silicio Poroso, y el segundo con un péptido e hidroxiapatita.

8.- Se pudo participar en un experimento para la regeneraciéon de hueso en ratas,
demostrandose hasta ahora que la hidroxiapatita sintetizada por nuestro método

favorece la formacién de colageno que es el primer paso para la generacion de hueso.

9.- De las dos primeras etapas se publicaron dos articulos arbitrados en revistas
indexadas y de circulacién internacional. De la tercera etapa se estd preparando ya un

articulo que esperamos sea publicado préximamente.

10.- resultados de las dos primeras etapas fueron presentados en congresos

nacionales e internacionales.

Futuros trabajos

Existe un camino abierto en la investigacion en cuanto a diversas aplicaciones de la
HA por el simple hecho de que esta se obtenga en condiciones ambientales en el
laboratorio. Una vez concluida esta tesis, no solamente se generan nuevos

conocimientos sino que también se generan nuevas posibles lineas de investigacidn.
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