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RESUMEN. 
 
Introducción: los péptidos derivados de las proteínas del cemento han demostrado 
desencadenar osteogénesis y osteoregeneración. Sin embargo, en la actualidad no existe 
información sobre los cambios morfológicos que produce pCEMP1 en los cristales de 
hidroxiapatita (HAp) sintetizada por el método de gelcasting modificado que permitan 
desarrollar un nuevo biomaterial con características prometedoras, para su aplicación in vivo.  
 
Objetivo: determinar si existen cambios químicos y estructurales de la HAp al combinarla con 
pCEMP1, por el método de gelcasting modificado.  
 
Material y métodos: por medio de un estudio experimental in vitro, se sintetizaron 5 muestras 
de HAp combinada con pCEMP1 utilizando el método de gelcasting modificado las cuales 
fueron analizadas mediante microscopía electrónica de barrido (SEM), Fluorescencia de rayos 
X (XRF), difracción de rayos X (XRD), espectroscopía Raman y microscopía infraroja por 
reflectacia total atenuada (FTIR-ATR).  
 
Resultados: en las imágenes SEM mostraron tamaños de poro promedio de entre 20-40 μm y 
de 100-150 μm. El análisis EDS  mostró cambios en la relación Calcio Fósforo de 1.63 en el 
grupo control a 1.77 en el grupo con péptido, por medio del analisis FTIR-ATR  se aprecian 
bandas en 2924 cm-1 correspondientes al grupo Amida B (C-H), en 1639 cm-1  del grupo Amida 
I (C=O), Amida II (N-H y C-H) en las bandas 1550, 1532 y 1519 cm-1 así como los grupos 
fosfato e hidroxilo correspondientes a la HAp, el analisis de los espectros Raman con pCEMP-
1 se distingue un incremento en la banda 595 cm-1 y la aparición de una banda en 390 cm-1 
asociada a pCEMP-1 . 
 
Conclusiones: el método de gelcasting modificado permitió controlar la porosidad en los 
andamios de HAp, pCEMP1 induce cambios morfológicos en las muestras  de HAp, con un 
crecimiento preferencial en el plano C, estos cambios muestran una estructura similar al hueso 
trabecular con apariencia más compacta y organizada al compararlos con los grupos control. 
Asi mismo existe un cambio en la relacion Ca/P, en base a los análisis se puede observar una 
gran afinidad del péptido hacia la HAp esto a pesar del proceso de sinterizado. 
 
Palabras clave:  pCEMP1, HAp, gelcasting modificado, osteogénesis, CEMP1 
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SUMMARY. 
 
Introduction: peptides derived from cement have shown to trigger osteogenesis and 
osteoregeneration. However, there is currently no information on the morphological changes 
produced by pCEMP1 in the HAp crystals synthesized by the modified gelcasting method 
that allow the development of a new biomaterial with promising characteristics, for its 
application in live. 
 
Objective: determine if there are chemical and structural changes of Hap when combined 
with pCEMP1, by the modified gelcasting method. 
 
Material and methods: through an in vitro experimental study, 5 samples of HAp combined 
with pCEMP1 were synthesized using the modified gelcasting technique, which were 
analyzed by SEM, XRF, XRD, FTIR-ATR. 
 
Results: in the SEM images, average pore sizes between 20-40 μm and 100-150 μm could 
be seen. The EDS analysis showed changes in the Calcium Phosphorus ratio from 1.63 in the 
control group to 1.77 in the group with peptide, by means of the FTIR-ATR analysis, bands 
were observed at 2924 cm-1 corresponding to the Amide B (C-H) group, at 1639 cm-1 of the 
group Amide I (C=O), Amide II (N-H and C-H) in the bands 1550, 1532 and 1519 cm-1 as 
well as the phosphate and hydroxyl groups corresponding to HAp, the analysis of the Raman 
spectra with pCEMP-1 shows an increase in the 595 cm-1 band and the appearance of a band 
at 390 cm-1 associated with pCEMP-1. 
 
Conclusions: the modified gelcasting method allowed to control the porosity in the HAp 
blocks, pCEMP1 produces morphological changes in the HAp samples, apparently with a 
preference for C-plane growth, these changes show an apparently more compact and 
organized structure when compared to the control groups. Likewise, there is a change in the 
Ca/P ratio. Based on the analyses, a great affinity of the peptide towards the HAp molecule 
can be observed, despite the sintering process. 
 
Keywords: pCEMP1, HAp, Modified Gelcasting, Osteogenesis, CEMP1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 4 

AGRADECIMIENTOS. 
 
 
 
 
A la Universidad Autónoma de Querétato por brindarme el lugar, las herramientas y doce 
años de conocimientos, para crecer en todos los ambitos. 
 
Al Posgrado de Prostodoncia, por permitirme cumplir una meta más en mi formación. 
 
Un especial agradecimiento a mi tutor, maestro y amigo el Dr. Rodrigo Correa Prado; por la 
oportunidad de integrarme a su investigacion, por todo su apoyo, dedicación, paciencia y 
esmero que me proporciono a lo largo del proyecto,  sin usted no hubiera sido posible. 
 
Al Dr. Ruben Domínguez, por su orientación y consejos para la redacción. 
 
Gracias al equipo del Centro de  Física Aplicada y Técnologia avanzada UNAM/ Juriquilla, 
por su tiempo y apoyo para el uso de instalaciones y maquinas empleadas para esta 
investigación. 
 
Al Dr. Eric Mauricio Rivera Muñoz, por su apoyo y asesoramiento durante el proyecto.  
 
Al Dr. Manuel Aguilar por su apoyo durante el uso del microscopio electrónico de barrido. 
 
Al Maestro Guillermo Vázquez por su apoyo, soporte técnico y de computo que nos 
proporcionó. 
 
Al Dr. Mario Rodríguez por su apoyo y asesoría en los análisis infrarojos. 
 
A la Dra. Carmen Peza, por su tiempo y asesoría en los análisis de fluoresencia de rayos x. 
 
A la Dra Beatriz Millán por su apoyo en las pruebas y análisis de difraccion de rayos x. 
 
A la Dra. Maria Antonieta Mondragon por su asesoría y apoyo en los análisis Raman. 
 
A mi familia, por su apoyo incondicional durante toda mi vida, les debo todo. 
 
A Viridiana Vega Mireles, por aguantarme todos los días. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 5 

 
ABREVIATURAS. 
 
 
 

pCEMP1: Péptido derivado de la proteína del cemento 1. 

CEMP1 : Proteína del cemento 1. 

HAp: Hidroxiapatita.  

SEM: Microscopía electrónica de barrido. 

XRD : Difracción de rayos X. 

XRF: Fluorescencia de rayos X. 

FTIR-ATR: Microscopía infraroja por reflectacia total atenuada. 

OCP: Fosfato octacálcico. 

OH: Hidroxilo. 

PO4: Fosfato. 
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I. Introducción 

La enfermedad periodontal es un problema de salud público, fuertemente asociado a 
enfermedades sistémicas, es una afección inflamatoria grave del periodonto que daña 
progresivamente el tejido blando y destruye el hueso alveolar que sostiene los dientes. La 
prevalencia de enfermedad periodontal en México se ha reportado en 70 % para el año 2010 en 
población general (Chávez, Y. 2021). Las modalidades de tratamiento tradicionales como la 
instrumentación mecánica, el curetaje y el desbridamiento con colgajo dan como resultado el 
control de la inflamación y la formación de epitelio de unión, que conduce solo a la reparación 
periodontal y no a la regeneración (Lenka, B., et al 2020). El uso combinado de andamios, 
células y moléculas bioactivas como los péptidos se considera el mejor enfoque para lograr la 
regeneración de tejidos. Específicamente, los péptidos sintéticos presentan características 
favorables en la biocompatibilidad del andamio ya que en muchos casos pueden imitar la 
función de un péptido o una proteína nativa. Además, son moléculas bioactivas fáciles de 
producir, procesar y modificar, y se pueden preparar en condiciones bien definidas y 
controladas (Bermúdez, M., et al., 2021). El pCEMP1 es un péptido bioactivo derivado de la 
proteína del cemento 1 (CEMP1), constituido por 13 aminoácidos, se sintetizó en fase sólida 
Fmoc y fue purificado mediante C-18 cromoatografía líquida de fase inversa C, con un >95 % 
de nivel de pureza y una masa de 1630 Da. 
En una reciente investigacion los ensayos in vivo realizados a través de defectos en calvarias  
en ratas wistar tratadas con pCEMP1 dieron como resultado la neo formación de un tejido en 
un 88 % similar hueso  posterior a los 30 y 60 días de tratamiento. Estos datos demuestran que 
pCEMP1 es un péptido bioactivo eficaz para la regeneración del tejido óseo (Correa, R., et al 
2019). 
El método de gelcasting se basa en la síntesis química de cerámicas y polímeros, presenta varias 
ventajas: formación de gel más rápida; los moldes pueden estar hechos de una gran variedad 
de materiales como metales, vidrio, madera y polímeros. El procedimiento de limpieza del 
molde utilizado no es crítico para producir materiales de alta calidad. La fase cerámica inicial 
de la HAp permanece prácticamente sin cambios durante el proceso de fundición, permitiendo 
la producción de un objeto cerámico con una forma predeterminada (Rivera-Muñoz., E., et al 
2001). Esto demuestra la viabilidad de la fabricación de objetos cerámicos porosos que 
comienzan con polvos HAp sin cambiar sus propiedades físicas y químicas. Una mayor 
porosidad permite una mejor interacción entre el huésped y el injerto, lo que a su vez permite 
que ocurra la vascularización en un período de tiempo más corto. Al mismo tiempo, se obtiene 
una distribución más estrecha de tamaños de poro. 
En la actualidad se han implementado nuevas estrategias que permitan la remodelación del 
tejido óseo y que emulen las características biológicas del hueso, por ello se implementa el uso 
de HAp comercial combinada con pCEMP1 ya que diversos estudios in vitro e in vivo han 
demostrado que es una biomolécula capaz de regular el proceso de mineralización y 
regeneración ósea. La síntesis de HAp por el método de gel casting es un procedimiento eficaz, 
rápido y de bajo costo que permite modular parámetros y características de la HAp. Sugerimos 
que al combinar el péptido con la HAp+pCEMP1 obtenida por el método de gelcasting 
mejorara las características físicas, químicas y biológicas de las HAp comerciales, obteniendo 
cristales orientados hacia un plano preferencial y una relación Ca/P cercana al parámetro 
estequiométrico del tejido óseo y dental. 
El objetivo de la presente investigación fue identificar si pCEMP1 produce cambios 
morfologicos en la HAp comercial, sintetizada por el método gelcasting modificado. 
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II. Antecedentes 

La proteína del cemento 1 (CEMP1) es una proteína termoestable, glicosilada y fosforilada, 
con un peso de 26 kDa, posee un punto isoeléctrico de 9.73, su estructura secundaria está 
conformada por 28.6 % alfa hélice, 9.9 % beta plegada y 61.5 % son proteínas 
intrínsecamente desordenadas. Expresada principalmente en cementoblastos, cementocitos, 
subpoblaciones celulares del ligamento periodontal, células de la vaina radicular de Hertwig 
y células de folículo dental. Posee múltiples propiedades para inducir la mineralización, 
proliferación, diferenciación y maduración celular. Estudios in vivo han demostrado que 
induce la regeneración ósea en defectos en cráneos de ratas Wistar sugiriéndola como 
mediadora en la curación de heridas y regeneración periodontal, posee propiedades 
intrínsecas para unirse a la HAp y formar cristales de fosfato octacálcico. El modelado in 
silico de CEMP-1 sugiere que algunas secuencias de péptidos están expuestas en la superficie 
de la estructura de la proteína plegada, y sería razonable inferir que estos dominios pueden 
poseer propiedades biológicas propias (Correa., R., et al 2019). 
 
Un péptido puede ser definido como un polímero corto de aminoácidos, en los últimos años 
la industria farmacéutica ha incrementado su atención en los tratamientos con uso de 
péptidos, los péptidos creados artificialmente ofrecen muchas ventajas por encima de otras 
moléculas, tales como mayor afinidad, menor tamaño lo que facilita su penetración en tejidos 
más profundos, seguros, tolerables,  comparados a otros biofármacos a base de proteínas 
presentan menores costos de producción, menor respuesta inmunológica que las proteínas 
recombinantes y anticuerpos, muestran mayor actividad por unidad de masa, presentan 
mayor estabilidad, lo que les permite ser almacenados a temperatura ambiente por mayor 
tiempo, además los residuos de los péptidos son aminoácidos y debido a su corto periodo de 
vida, pocos péptidos se acumulan en los tejidos, reduciendo riesgos por toxicidad sistémica 
y metabolitos (Bermúdez, M., et al 2021). 
 
CAP-pi es un péptido derivado de la proteína de anclaje del cemento que en estudios in vitro 
ha demostrado actividad inhibidora en la nucleación y crecimiento de cristales minerales. 
CEMP1-p3 es un péptido derivado de la CEMP1, que en estudios in vitro ha demostrado 
inducir la maduración de cristales de fosfato octacálcico a cristales de HAp. CEMP-p4 es un 
péptido sintético derivado de la CEMP1, que ha demostrado proliferar y diferenciar células 
madre de la mucosa oral humana a través de la vía Wnt/b catenina, induciendo la formación 
de cristales de HAp (Bermúdez, M., et al 2021). 

p-CEMP1 es un péptido bioactivo derivado de la CEMP1, constituido por 13 aminoácidos, 
se sintetizó en fase sólida Fmoc y fue purificado mediante C-18 cromatografía líquida de fase 
inversa C, con un >95 % de nivel de pureza y una masa de 1630 Da. El péptido fue disuelto 
y destilado en agua a temperatura ambiente. Las soluciones de los péptidos fueron filtradas 
y se almacenaron a 4 °C antes de usarlos. Imita las capacidades biológicas y mineralizantes 
de la proteína CEMP1, se considera un péptido intrínsecamente desordenado, estudios in vivo 
e in vitro han demostrado sus propiedades óseoinductivas, las cuales aumentan la formación 
y maduración de hueso, poseer una alta afinidad por el Ca+ y desempeñar un papel 
importante en regular la formación de cristales de HAp. Por lo tanto, pCEMP1 representa 
importantes aplicaciones de estudio para tratamientos de trastornos óseos y músculo 
esqueléticos como perdidas óseas, fracturas, regeneración de otros tejidos mineralizados 
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como la dentina y cemento, destruidos por caries dental y enfermedad periodontal (Montoya., 
G., et al 2019).  

En una reciente investigacion se muestra que pCEMP1 mejoró significativamente la 
proliferación y diferenciación de las células del ligamento periodontal humano hacia un 
fenotipo similar a la mineralización, como lo demuestra el aumento de la actividad de fosfatasa 
alcalina especifica (ALP), factor de transcripción relacionado con RuntX (RUNX) -2, 
sialoproteína de unión a integrina, proteína morfogenética ósea-2, osteocalcina y expresión de 
CEMP1 a nivel de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) y proteína. Los ensayos in vivo 
realizados a través de defectos en calvarias  en ratas wistar tratadas con pCEMP1 dieron como 
resultado la neo formación de un tejido en un 88 % similar hueso  posterior a los 30 y 60 días 
de tratamiento. Estos datos demuestran que pCEMP1 es un péptido bioactivo eficaz para la 
regeneración del tejido óseo (Correa., R., et al 2019). 
 
Los resultados indican que pCEMP1 carece de estructura secundaria, forma nanoesferas que se 
organizan en estructuras tridimensionales, posee afinidad por la HAp e induce su nucleación. 
pCEMP1 promueve la formación de estructuras esféricas compuestas por cristales densamente 
empaquetados, que revelaron una relación Ca / P de 1.56, correspondiente a HAp. La FTIR-
ATR mostró gurpos funcionales predominantes y característicos de HAp y fosfato octacálcico 
(OCP). El análisis por XRD indican que los cristales muestran planos con una orientación 
cristalina preferencial para HAp y para OCP. La microscopía electrónica de transmisión de alta 
resolución (HRTEM) mostró distancias que corresponden a planos cristalinos de HAp y OCP. 
Los cristales están compuestos por láminas superpuestas, que exhiben crecimiento epitaxial, y 
cada capa de los cristales está estructurada por nanocristales. Este estudio revela que pCEMP1 
regula la formación de cristales de HAp, imitando de alguna manera el proceso in vivo de la 
bioformación de tejidos mineralizados (Montoya., G., et al 2019). 
 
El método  de gelcasting ha demostrado ser una tecinca eficaz en el procesamiento de andamios 
de HAp, produciendo cuerpos uniformes. La uniformidad microestructural y los valores de 
microdureza son mejores para las muestras derivadas por medio de esta vía (Varma., H y 
Sivakumar., R., 1996). Estudios realizados  por otros investigadores, obtuvieron cuerpos de 
HAp bien formados mediante un proceso de fundición en gel (Chen., H., et al 2008). La técnica 
de fundición en gel es el método que da como resultado la producción de andamios que imitan 
más estrechamente la estructura del hueso trabecular. Además las suspensiones cerámicas que 
contienen agentes espumantes y gelificantes conducen a una solidificación rápida, lo que 
resulta en cuerpos altamente porosos y relativamente fuertes, siendo un material prometedor de 
sustitución ósea (Potoczek., M., et al 2009). Es posible sintetizar nanocompuestos 
nanocristalinos  de HAp tridimensionales con estructuras de poros controlados mediante la 
fundición en gel y los compuestos obtenidos poseen propiedades mecánicas similares al hueso 
esponjoso (Azami., M., et al 2010). 
 
El crecimiento de nanopartículas de HAp en geles de sílice se logró con éxito mediante el uso 
de diversos aditivos químicos. Durante seis semanas consecutivas estas partículas mostraron 
una forma regular y un tamaño uniforme cada semana, manteniéndose siempre dentro de la 
nanoescala. Tanto el tamaño como la morfología de las nanopartículas de HAp obtenidos son 
afectados por la interfaz de líquido a sólido. Los aditivos químicos utilizados afectan la interfaz 
sólido a líquido al reducir la energía interfacial y al estabilizar la estructura del gel. Al modificar 
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la concentración y el tipo de aditivo es posible controlar tanto la morfología como el tamaño 
de las nanopartículas (Rivera-Muñoz., E., et al 2011). Fue utilizado bicarbonato de sodio como 
amortiguador de pH y se sintetizaron barras monocristalinas de HAp con un tamaños, 
dimensiones y direcciones controlables por medio de una vía hidrotermal en un medio ácido-
débil, sin utilizar algún surfactante durante el proceso. Estas caracteristicas morfológicas 
pueden controlarse mediante el tiempo de reacción hidrotermal y temperatura. Las 
nanoestructuras obtenidas son de alta homogeneidad y alta pureza sin defectos cristalinos, con 
un crecimiento cristalino preferencial a lo largo del eje C. Se espera que estas tengan 
aplicaciones potenciales en odontología, medicina y biocompostites (Ren., F., et al 2012). En 
un estudio realizado por investigadores  del departamento de química aplicada de la universidad 
nacional de Andong Korea se sintetizó la HAp con aloinjerto de hueso liofilizado. El resultado 
muestra que la HAp obtenida, es efectiva en la activación de osteoblastos desarrollados en 
mayor grado y promueve la síntesis ósea. También el producto puede fabricarse en gran 
cantidad y transformarse en una estructura de andamio que realizará una configuración más 
fuerte (Kang., H., et al 2013). 
 
El método de gelcasting tiene varias ventajas: formación de gel más rápida; los moldes pueden 
estar hechos de una gran variedad de materiales como metales, vidrio, madera, polímeros, etc. 
El procedimiento de limpieza del molde utilizado no es crítico para producir materiales de alta 
calidad. La fase cerámica inicial  de HAp, permanece prácticamente sin cambios durante el 
proceso de fundición, permitiendo la producción de un objeto cerámico con una forma 
predeterminada. Esto demuestra la viabilidad de la fabricación de objetos cerámicos porosos 
que comienzan con polvos HAp sin cambiar sus propiedades físicas y químicas. Una mayor 
porosidad permite una mejor interacción entre el huésped y el injerto, lo que a su vez permite 
que ocurra la vascularización en un período de tiempo más corto. Al mismo tiempo, se obtiene 
una distribución más estrecha de tamaños de poro. Por lo tanto, no hay poros muy grandes, lo 
que garantiza una menor biodegradabilidad de nuestros materiales. Si bien el método se ha 
aplicado a las esferas de HAp, claramente se puede aplicar para producir otros materiales con 
porosidad predefinida. (Rivera-Muñoz., E., et al 2001). 
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III. Hipótesis 

pCEMP1, produce cambios químicos y estructurales en la HAp utilizando el método de 
gelcasting modificado durante su síntesis. 
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IV. Objetivos 

IV.1 Objetivo general 

Determinar si existen cambios químicos y estructurales de la HAp sintetizada por el método de 
gelcasting modificado al combinarla con pCEMP1. 
 
 

IV.2 Objetivos específicos 

• Sintetizar HAp por el método gelcasting modificado. 
• Sintetizar HAp combinada con pCEMP1 por el método gelcasting modificado. 
• Analizar por Espectroscopía Infrarroja las características de la HAp, obtenida por el 

método gelcasting modificado. 
• Analizar por Microscopía de Barrido las características ultraestructurales de la HAp, 

obtenida por el método gelcasting modificado. 
• Analizar por Difracción de Rayos X la orientación cristalina preferencial de la HAp, 

obtenida por el método gelcastig modificado. 
• Comparar los resultados obtenidos de forma descriptiva. 
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V. Material y métodos 

V.1 Tipo de investigación 

Experimental in vitro 

V.2 Población o unidad de análisis 

HAp + pCEMP1 

V.3 Muestra y tipo de muestra 

• Muestras de HAp comercial utilizando el método de gelcasting. 

• Muestras de HAp modificada con pCEMP1 utilizando el método de gelcasting. 

V.3.1 Criterios de selección 

HAp comercial sin pCEMP1 

V.3.2 Variables estudiadas 

• HAP 

• pCEMP1 

V.4 Técnicas e instrumentos 

HAp: Implante osteoconductor derivado de tejido óseo humano, Clase III, producto estéril, 
libre de pirógenos.  

Constituido en un 70% de sales inorgánicas y en un 30% de matriz orgánica. La parte 
orgánica está conformada en más de 90% por fibras de colágeno. La parte inorgánica está 
formada por cristales de calcio y fósforo. 

Hueso en polvo con un tamaño de partícula de 500 a 800 μm. 

pCEMp1: Péptido síntetico derivado de la Proteína del Cemento 1. 

 



 14 

V.5 Procedimientos 

SINTESIS DEL PÉPTIDO.  

1. DISEÑO Y PREPARACIÓN DE ANDAMOS POR EL MÉTODO DE GELCASTING 

MODIFICADO.  

a. Se utilizó Polivinil Butiral como agente aglutinante; manteniéndose en 
agitación hasta obtener una homogeneidad en la solución  

b. Fue fundido el Polietilen Glicol (Plastificante) en una parrilla y 
posteriormente se añadió el Ácido Poliacrílico (Dispersante).  

c. Una vez mezclado el Polietilen Glicol Y el Ácido Poliacrílico se mezclaron 
junto con el Polivinil Butiral.  

d. Se mezcló la HAp+pCEMP1 en el grupo experimental y otro grupo como 
control solamente la HAp con el Ácido Oxálico.  

e. Por último, se mezcló la solución del paso ̈c ̈ con el ̈d ̈ hasta obtener una pasta.  
f. La pasta es vaciada a moldes de silicón ya conformados y las muestras se 

dejaron secar a temperatura ambiente hasta que se evaporo el etanol.  
g. Las muestras fueron desmotadas de los moldes de silicón en un tiempo de 24 

horas y recolectadas en una caja de Petri.  
h. Se colocaron en crisoles de alúmina e introdujeron en una mufla para 

calcinarlas; esta fue programada con incrementos de 1 °C/min para eliminar 
los polímeros por un tiempo de 30 horas hasta llegar a una temperatura de 
1100 °C, permaneciendo esta temperatura por un lapso de 2 horas para lograr 
la sinterización de partículas de HAp, dejando enfriar las muestras hasta 
temperatura ambiente.  

i. Se calentó la grenetina a 80 ° C, 50 mL de agua. 
j. Se hidrató la grenetina paulatinamente hasta obtener una solución homogénea. 
k. Se agregó por goteo, la solución de grenetina a los andamios de HAp 

experimental y control y dejar secar a temperatura ambiente 
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                    Figura 1 Mufla                                                           Figura 2 Bloques de HAp  

 

2. ANÁLISIS DE LOS ANDAMIOS OBTENIDOS POR LAS TÉCNICAS DE 
SEM, EDS, FTIR, RAMAN Y XRD.  

MICROSCOPÍO ELECTRÓNICA DE BARRIDO  

1. La muestra es colocada en portaobjetos de alumino y son fijados por medio de cinta 
carbono. 

2. Posterior a esto, las muestras fueron recubiertas con una capa de oro en un equipo 
Sputter Coater para poder visualizarlas en el microscópio 

3. Las muestras fueron llevadas al microscopio microscopio electrónico de barrido 
marca Hitachi modelo SU8230 para el análisis ultraestructural, un voltaje de 
aceleración a 15 kV mediante electrones secundarios. 

4. Por otro lado, el microscópio de barrido esta equipado con un  detector marca Bruker 
XFlash 6/60 con el cual se obtuvo información de la composición química de 
la muestra con un voltaje de 5.0 keV   

DIFRACCIÓN DE RAYOS X  

Este método proporciona información de la estructura cristalina de la muestra analizada, lo 
que permite conocer si la muestra consta de una fase pura o presencia de fases secundarias. 

Las muestra se analizaron mediante XRD mediante polvos para identificar patrones de 
crecimiento de la HAp, los cuales nos permitiran saber si existe algun cambio cristalino. 

1. Las muestras se pulverizaron utilizando un mortero y pistilo hasta homogenizar las 
partículas de HAp. 
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2. El polvo fue colocado en un portamuestras Proton Zero Background Holder en un 
difractómetro modelo miniflex marca Rigaku UIV 

3. El análisis de difracción fue operado a 40Kv y 30 mA, a una velocidad de exploración 
de 2 ° por segundo en un rango de 2θ de 5 ° a 80 ° e incrementos de 0.02 ° por minuto.  

4. La identificación de la fase se realizó utilizando el archivo de datos de archivo de 
difracción de polvo (PDF) proporcionado por el Centro Internacional de Datos de 
Difracción (ICDD), que utilizó el software "Materiales de datos Jade" de "MDI 
Materiales de datos". 

 

Figura 3 Difractómetro Rigaku UIV modelo miniflex. 

MICROSCOPÍA RAMAN  

La espectroscopía RAMAN es una técnica de análisis molecular, no destructiva, usada para 
análisis de materiales orgánicos e inorgánicos, ofrece información basada en la vibración de 
las moléculas de la muestra analizada, sirve para analizar una gran cantidad de compuestos 
y materiales. 

La presencia de grupos fosfato y grupos funcionales en el material obtenido se analizó 
mediante espectroscopía RAMAN en el Espectrómetro Bruker Senterra, con una longitud de 
onda de 785 nm y un objetivo de 20x, con un tiempo de adquisición de 8 segundos por cada 
muestra y 8 repeticiones, la potencia empleada en la superficie de la muestra fue de 25 mW.  
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1. Las muestras fueron trituradas y pulverizadas de forma homogénea en un mortero de 
agata. 

2. Una pequeña porción del polvo fue colocado en un portaobjetos para su análsis en un 
Espectrómetro Bruker Senterra, con una longitud de onda de 785 nm y un objetivo de 
20x, con un tiempo de adquisición de 8 segundos por cada muestra y 8 repeticiones, 
la potencia empleada en la superficie de la muestra fue de 25 mW.  

3. Las muestras fueron graficadas en el programa Origin Pro 2021. 

 

MICROSCOPÍO FTIR-ATR  

El análisis por FTIR-ATR permite identificar presencia grupos funcionales característicos 
de material inorgánico y posible material orgánico del pCEMP1. Las muestras obtenidas 
fueron analizadas en un equipo espectrofotómetro Pekin Elmer utilizando un plato de cristal 
de diamante/ZnSe. Se realizaron 40 escaneos en cada muestra a una resolución espectral de 
5 cm-1 en un rango de espectro infrarrojo de 400 a 4000cm-1. 

1. Las muestras fueron trituradas y pulverizadas de forma homogénea en un mortero de 
agata. 

2. Una pequeña muestra fue analizada en un espectrofotómetro marca Pekin Elmer 
utilizando un plato de cristal de diamante/ZnSe. Se realizaron 40 escaneos en cada 
muestra a una resolución espectral de 5cm-1 en un rango de espectro infrarrojo de 
400a 4000cm-1. 

3. Las muestras fueron graficadas en el programa Origin Pro 2021. 

 

 

 

                              Figura 4  Espectrofotómetro Pekin Elmer serie APWi200342 
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VI. Resultados y Discusión. 

Las muestras fueron analizadas antes y después del proceso de sinterizado mediante SEM 
con la finalidad de evaluar los cambios morfológicos y macroscópicos que genero la adición 
del péptido y el método de síntesis gelcastig. 

En la figura 5 A y B  podemos observar imágenes de SEM antes y después del proceso de 
sinterizado en los bloques de HAp+PBMA+PEMA. Así como lo describio Rivera-Muñoz., 
E., et al  (2011) el método de gelcasting presentó varias ventajas para la síntesis de HAp, los 
moldes pudieron ser elaborados de manera sencilla  y reutilizados para otras muestras, la 
HAp inicial permanece estable e invariante durante todo el proceso, la incorporación de 
esferas de metacrilatos en diferentes diámetros, permitió controlar la porosidad en los bloques 
de HAp, estas esferas son completamente eliminadas, mediante el proceso de sinterizado. 

En la figura 5 C y D Se puede observan la auscencia de la totalidad de esferas de 
HAp+PBMA+PEMA post-sinterizado, en las cuales se observan porosidades con tamaños 
promedio de 20-40 μm y de 100-150 μm. Méndez-Lozano., N. (2017) menciona que un 
andamio sintético de HAp debe de permitir la neoformación de vasos sanguíneos por lo que 
el tamaño de poros deben de ser mayores a 100 μm y para que promueva la adhesión celular 
debe de presenta un tamaño de poro inferior a 20 μm.  La tabla I  (Tripathi., G. 2011) describe 
las características en cuanto al tamaño de poro y distribución ideal para un injerto empleado 
en la ingeniería de tejidos oséos. 
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Figura 5 Imágenes de SEM antes y después del proceso de sinterizado en los bloques de 
HAp+PBMA+PEMA. A y B) En las imágenes pueden apreciarse esferas de 
HAp+PBMA+PEMA  previo al proceso de sinterizado. C y D) Se puede observan la 
auscencia de la totalidad de esferas de HAp+PBMA+PEMA post-sinterizado, en las cuales 
se observan porosidades con tamaños promedio de 20-40 μm y de 100-150 μm. 

 

Tamaño de poro (μm) Función biológica 

< 1 Interacción de proteínas, bioactividad 

1-20 Adhesión celular 

100-1000 Crecimiento celular orientado 

> 1000 Forma y función de injerto 

Tabla I Tamaño de poro y distribucion ideal para los injertos empleados en la ingeniería 

de tejidos oséos Tripathi., G (2011). 

Comparando los resultados previamente descritos, confirmamos que el método de gelcasting 
modificado, favorecera la adhesion celualr y el crecimiento celular orientado, de los injertos 
de HAp sintetizados por esta técnica.  

En un estudio bibliográfico, se  determino que los péptidos presentan muchas ventajas en 
comparación a las proteinas de tamaño completo, tienen un menor costo de produccion, 
producen menor reaccion inmunogénica, son más estables lo que les permite ser almacenados 
por mayor tiempo, pueden inducir diversos procesos celulares como: migración, 
proliferación, adhesión diferenciación y mineralización (Bermúdez., M. 2021). 

Recientemente se ha determinado por medio de un  análisis in silico que pCEMP1, presenta 
una configuración por una hélice en la parte media y a los extremos dos zonas aleatorias, 
siendo esta conformación característica de proteínas que participan en el proceso de 
mineralización denominadas proteínas intrínsecamente desordenadas. Adicionalmente 
describen que el 40 % de la secuencia del peptido esta conformada por aminoacidos con 
cargas positivas y negativas, lo que permite una mayor interacción de este con iones Ca y PO 
(Montoya., G., et al 2019). 

En la figura 6 A y B se aprecian imágenes del grupo control de HAp sin pCEMP1, En la 
figura 6 C y D pueden observarse cambios morfológicos sobre las nanopartículas de HAp en 
comparación al grupo control, esto indica que pCEMP1 es una molécula dependiente de 
temperatura, con una posible interacción sobre algún plano cristalino de la HAp. Estos 
hallazgos coinciden con estudios previos de otros autores (Correa., R. 2019). 

 



 20 

 

Figura 6 A y B) Imágenes del grupo control de HAp sin pCEMP1. C y D) Las imágenes 
muestran cambios morfológicos sobre las nanopartículas de HAp y la estructura jerárquica 
de los poros obtenidos. 

El análisis EDS  demostro un cambio en la relación Calcio Fósforo de 1.63 (Tabla III). 
comparada con el grupo control (Tabla II) donde fue de 1.77. Como lo menciona Rivera-
Muñoz., E., et al (2011) cuanto más cercano sea el valor de Ca / P a 1.67, mayor será la 
estabilidad del material dentro del cuerpo humano, ya que tienden a ser inerte. 

 

Tabla II Análisis EDS, HAp sin péptido 

Elemento % atómico 

C 24.56 

O 53.57 

Si 2.53 

P 6.97 

Ca 12.38 

Ca/P: 1.77 
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Los planos y la fase cristalina en la muestra se analizaron mediante XRD mediante polvos 
para identificar patrones de crecimiento de la HAp, los cuales nos permitiran saber si existe 
algun cambio cristalino. 

La figura 7 muestra  los  patrones  de  difracción  de HAp previo a la adicion del péptido y 
proceso de sinterizado, se indican las reflexiones más intensas; en la figura 8 se observa la 
muestras de HAp  posterior  al método de gelcasting modificado y adición de pCEMP1; 
Se  indican las reflexiones donde existio un aumento  en los planos 112, 213 y 300, de acuerdo 
a lo descrito por Méndez-Lozano., N. (2016) el crecimiento sobre el plano (300) es un 
indicativo de crecimiento preferencial sobre el eje “C”, provocando cambios morfológicos al 
usar diferentes concentraciones de ácido glutámico durante el proceso de sinterizado. 
Sugiriendo la union del péptido por un plano preferencial hacia el eje c, provocando cambios 
morfológicos estructurales como los descritos por Montoya., G. (2019). 

 

Tabla III Análisis EDS, HAp con péptido 

Elemento % atómico 

C 3.62 

O 49.96 

Si 3.11 

P 16.45 

Ca 26.86 

Ca/P : 1.63 
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Figura 7 Muestra los patrones de difracción de la HAp pura, se observa un incremento en 
los planos correspondientes 002, 211, 300, 112, 130, 222, 213. 

 

 

 

Figura 8  Patrones de difracción de la HAp + pCEMP, déspues del método de gelcasting 
modificado, muestran un incremento de los planos 300, 112, 213. 



 23 

Para obtener mayor informacion acerca de a estructura molecular y los grupos funcionales 
presentes en las muestras  se utilizó el analisis FTIR-ATR, en la figura 9, se muestran las 
bandas correspondientes a los grupos PO4 1040, 950, 800, 725, 605, 564, 503 y 423 cm-1, 
además de 3570, 1989 y 685 cm-1  de grupos OH correspondientes a una muestra de HAp.  

 

 

Figura 9 FTIR -ATR HAp. Se muestran las bandas correspondientes a grupos fosfatos 1040, 
950, 800, 725, 605, 564, 503 y 423 cm-1, además de 3570, 1989 y 685 cm-1   de grupos OH 
relacionadas a las vibraciones correspondientes de HAp. 

 

 

Por otra parte en la figura 10, se aprecian bandas en 2924 cm-1 correspondientes al grupo 
Amida B (C-H), en 1639 cm-1  del grupo Amida I (C=O), Amida II (N-H y C-H) en las 
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bandas 1550, 1532 y 1519 cm-1  así como los grupos fosfato e hidroxilo correspondientes a 
la HAp, lo que demuestra una gran afinidad del péptido hacia la HAp a pesar del proceso de 
sinterizado, así como lo describe en estudios Correa., R. (2019). Debido a que las figuras 
presentan únicamente las bandas características de la HAp y el péptido, es posible asegurar 
que la adición de las microesferas de PMMA no afectan las propiedades químicas del 
material después de haberlo moldeado e inducido a la formación de macroporos. Igualmente 
en la figura 10 en las bandas correspondientes a los grupos fosfato se puede apreciar una 
contracción en las longitudes de onda lo que puede interpretarse como los cambios 
morfológicos descritos en las imágenes previas. 

 

 

Figura 10 HAp + pCEMP1. Se demuestra la presencia del péptido en la muestra de HAp con 
bandas en 2924 cm-1 correspondientes al grupo Amida B (C-H), en 1639 cm-1  del grupo 
Amida I (C=O), Amida II (N-H y C-H) en las bandas 1550, 1532 y 1519 cm-1. Asi como 
grupos fosfato asignados a HAp en 1054, 946, 796, 729, 689, 606, 571 y 421 cm-1  PO4 y 
grupos OH en 3429, 1980 y 499 cm-1. 
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Para conocer a detalle los cambios morfológicos a nivel molecular generados por el péptido 
las muestras fueron analizadas mediante espectroscopía Raman. El espectro Raman de la 
HAp en la figura 11, permitió observar bandas características de los fosfatos de calcio en ν1 
PO4 en 961 cm-1, dos bandas ν3 PO4 en 1047 y 1080 cm-1, vibraciones ν4 PO4 en 610, 595 
y 584 cm-1 y finalmente a 448 y 435 cm-1 correspondientes a las vibraciones ν2 PO4.  

 

 

Figura 11 El espectro Raman de HAp, donde se destaca la presencia de un pico intenso a  
961 cm-1, asociado al modo ν1 PO4, dos bandas ν3 PO4 en 1047 y 1080 cm-1, vibraciones ν4 
PO4 en 610, 595 y 584 cm-1 y finalmente a 448 y 435 cm-1 correspondientes a las vibraciones 
ν2 PO4. 
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En la figura 12 la muestra con pCEMP-13 se distingue un incremento en la banda 595 cm-1 

y la aparición de una banda en 390 cm-1 asociada a pCEMP-13 (flechas rojas); es posible 

que el incremento en la reacción en tiempo, los grupos fosfatos presenten un mejor 

ordenamiento espacial, lo que produce estas señales de mayor intensidad en el espectro 

Raman por la presencia del péptido. 

 

 

Figura 12 En la muestra obtenida mediante el método gelcasting modificado con pCEMP1 
se distingue un incremento en la banda 595 cm-1 y la aparición de una banda en 390 cm-1 
asociada a pCEMP1 (flechas rojas). 
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VIII. Conclusiones 

Dados los resultados obtenidos y después de la discusión correspondiente, podemos concluir 
lo siguiente: 

El método de gelcasting presentó varias ventajas para la síntesis de hidroxiapatita, los moldes 
pudieron ser elaborados de manera sencilla  y reutilizados para otras muestras, la HAp inicial 
permanece estable e invariante durante todo el proceso, la incorporación de esferas de 
metacrilatos en diferentes diámetros, permitió controlar la porosidad en los bloques de HAp, 
estas esferas son completamente eliminadas, mediante el proceso de sinterizado, lo que 
permite elaborar bloques de injertos cerámicos, personalizables  con diferentes porosidades 
y formas de una manera sencilla, lo que hace al injerto sustancialmente mejor que otros 
productos por que se mejoraria el desempeño del injerto dentro del huesped ya que por su 
diseño seria mas sencillo la angiogénesis y la interacción celular. 

pCEMP1 produce cambios morfológicos en las muestras  de HAp, aparentemente con un 
crecimiento preferencial al plano C, estos cambios muestran una estructura aparentemente 
más compacta y organizada al compararlos con los grupos control. Asimismo existe un 
cambio en la relacion Ca/P de los especimenes analizados, generando un mejor grado de 
cristalinidad y por ende obtenemos un productos con mejor grado de cristalinidad 

En base a los resultados de la FTIR-ATR podemos observar una gran afinidad del péptido 
hacia la molécula de HAp esto a pesar del processo de sinterizado.  

Los resultados de los espectros Raman  muestran la aparicion de una banda 390 cm-1 en la 
muestra que contiene pCEMP1 asi como un incremento en la banda 595 cm-1, lo que sugiere 
un mejor ordenamiento espacial de la molécula de HAp y la capacidad de nuclear cristales 
de HAp. 

Estos hallazgos son de suma importancia pues no solo demuestran la fuerte afinidad y 
cambios morfologicos que el peptido presenta sobre las moleculas de HAp hacia un plano 
mas cristalino,  si no que tambien expone que pCEMP1 depende de la temperatura para 
activarse y que la adicion de microesferas de PMMA no afecta las propiedades químicas de 
los materiales despues de haberlos moldeado e inducido a la formación de macroporos. 
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IX. Propuestas 

- Desarrollo de proyectos de investigación con la aplicación de pCEMP1 in vivo, para 
profundizar  su resultado y posteriores  aplicaciones en uso humano.  

- Examinar sobre el comportamiento en la nucleación de cristales apartir de calor, 
para mejorar y aumentar sus características.  
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XI. Anexos 

 

 
 

 
Anexo 1 microscopio electrónico de Barrido marca Hitachi modelo SU8230. 
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Anexo 2 principio de microscopio electrónico de barrido 

 
 

 
Anexo 3 difracción de rayos x 

 
Anexo 4 Difracción de rayos x 
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Anexo 5 Difractómetro Rigaku UIV modelo miniflex. 
 
 

 

 
Anexo 6 espectroscopía  
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Anexo 7 espectrofotómetro Thermo Fisher Scientific serie APWi200342 
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