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RESUMEN

La hidroxiapatita es un biocerdmico fundamental para los huesos de los vertebrados, debido
a que es el principal componente de la fase inorganica del tejido 6seo. Este puede extraerse
de diferentes fuentes organicas, siendo el bovino una de ellas. Asimismo, el titanio es un
material biologicamente inerte utilizado en implantes odontologicos; sin embargo, para que
este Utimo no genere repercusiones a largo plazo en el sistema receptor, ‘se opta por un

recubrimiento a base de hidroxiapatita.

Pese a que se generen compositos entre el titanio e hidroxiapatita, el recubrimiento continla
teniendo defectos durante o al final de su fabricacion. Por lo que enla presente tesis se realiz6
un depdsito en frio de hidroxiapatita de procedencia bioldgica (BIO-Hidroxiapatita),
especificamente de bovino, en titanio quirrgico grado 5 (Ti-6Al-4V) para obtener un buen

anclaje del bioceramico en el sustrato.

La técnicas utilizadas fueron Difraccion de Rayos X (DRX), Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FT-IR), Microscopia Digital, Dispersién Dinamica de Luz (DLS),
Microscopia Electronica de Barrido (SEM), Microscopia Electrénica de Barrido de Alta

Resolucion (HR-SEM) y Espectroscopia de Rayos X de Energia Dispersiva (EDS).

En este trabajo se generd un buen anclaje mediante una deposicién en frio de BIO-
Hidroxiapatita (BIO-HAp) nanométrica limpiada con hidréxido de potasio (KOH)en Ti-6Al-
4V surcado por medio de Escritura de Laser Directa (DLW). La calidad del recubrimiento
viene directamente de la mano de la coalescencia de los cristales de BIO-HAp nanométrica
al calcinarse ‘a 720°C y de la rugosidad del titanio quirdrgico de grado 5, ya que al aumentar
estevalor, los puntos de anclajes de vuelven menos estrechos y por ende se tiene un mayor
numero de nanocristales dentro de cada uno de estos sitios; haciendo que al coalescer, el
tamafio de particula aumente en cada zona y por tanto tener un recubrimiento mas

homogeéneo.

Palabras clave: Hidroxiapatita, bovino, Ti-6Al-4V, deposicion en frio, coalescencia.
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ABSTRACT

Hydroxyapatite is a fundamental bioceramic for vertebrate bones, since it is the main
component of the inorganic phase of bone tissue. This can be extracted from different organic
sources, bovine being one of them. Likewise, titanium is a biologically inert material used in
dental implants; However, so that the latter does not generate long-term repercussions on the

receptor system, a hydroxyapatite-based coating is chosen.

Although composites are generated between titanium and hydroxyapatite, the coating
continues to have defects during or at the end of its manufacture. Therefore, in the present
thesis, a cold deposit of hydroxyapatite of biological origin. (BIO-Hydroxyapatite),
specifically of bovine, was made in surgical titanium grade 5 (Ti-6Al-4V) to obtain a good

anchoring of the bioceramic in the substrate. .

The techniques wused were X-ray Diffraction. (XRD), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-IR), Digital Microscopy, Dynamic Light Scattering (DLS), Scanning
Electron Microscopy (SEM), High Resolution Scanning Electron Microscopy (HR-SEM)
and Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS).

In this work, a good anchoring ‘was generated by cold deposition of nanometric BIO-
Hydroxyapatite (BIO-HAp) cleaned with potassium hydroxide (KOH) in Ti-6Al-4V
furrowed by means of Direct Laser Writing (DLW). The quality of the coating comes directly
from the coalescence of the nanometric BIO-HAp crystals when calcined at 720 ° C and from
the roughness of grade 5 surgical titanium, since by increasing this value, the anchor points
become less narrow and therefore there is a greater number of nanocrystals within each of
these sites; causing that when coalescing, the particle size increases in each zone and
therefore have a more homogeneous coating.

Key words: Hydroxyapatite, bovine, Ti-6Al-4V, cold deposition, coalescence.
2|Pagina



Dedico esta tesis a Dios, por todas las bendiciones que me ha
otorgado. Mis padres y mi hermano por_ su apoyo y amor
incondicional. Mi tia Elia y tio Angel por: brindarme un segundo
hogar. Y no menos importante, a mis familiares y amigos por todos los

buenos momentos.

3|Pagina



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mis asesores, el Dr. Mario Enrique Rodriguez Garcia, la Dra. Sandra Milena

Londofio Restrepo y la Dra. Margarita Contreras Padilla por sus ensefianzas, consejos, tiempo
Yy apoyo.
Al Dr. Cristian Felipe Ramirez Gutiérrez por sus ensefianzas, consejos, tiempo Y apoyo.

Al Mto. Luis Fernando Zubieta Otero, Ing. Omar Mauricio Gomez Vazquez e Ing. Brandon
Alexis Correa Pifia por su apoyo Yy ayuda en la caracterizacion y realizacion-de experimentos

que se presentan en esta tesis.
A la Mta. Angélica Marcela Castillo Paz por su apoyo en la correccion del presente trabajo.

A mis compafieros y amigos del laboratorio de radiometria por todas y cada una de las

experiencias y momentos que pasamos.

A mis profesores por su guia, paciencia y conocimiento que me otorgaron a lo largo de la

carrera.

A la Universidad Autbnoma de Querétaro por permitirme concluir mis estudios de

licenciatura en Ingenieria Fisica.

Al Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada de la Universidad Autonoma Nacional

de México por permitirme el uso de sus instalaciones para poder llevar a cabo este proyecto.

Al Programa_de Apoyo a Proyectos de Investigacién e Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT),
proyecto-IN114320. Al CONACyYT por el financiamiento (A1-S-8979).

A los académicos y técnicos por el apoyo para caracterizar las muestras que se presentan en
este documento: Dra. Beatriz Millan Malo y la Dra. Carmen L. Peza Ledesma del Centro de
Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada de la Universidad Nacional Autbnoma de México;
al Dr. Jhon A. Villada Villalobos del Centro de Investigacion en Ciencia Aplicada y

Tecnologia Avanzada Unidad Querétaro; y a la Ing. Valeria Gémez de Anton Paar.

4|Pagina



La brevedad es el alma del ingenio.

- William Shakespeare

Fracasar no te da una razon para renunciar mientras tengas fe.

- Masashi Kishimoto

La vida es como un lapiz que seguro se acabara. Pero dejara la

hermosa escritura de la vida.

- Eiichiro Oda
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1 INTRODUCCION

Las deposiciones de cerdmicos en metales llevan realizandose desde 1806 (Naylor et al.,
1992), teniendo resultados buenos y malos segun los materiales que se utilicen en el
composito. Sin embargo, la utilizacidon de bioceramicos de un tiempo mas reciente y su
crecimiento actual en el area, ha llevado a la creacion de protesis e implantes revolucionarios
en la ciencia, tecnologia y medicina. Esto se debe a gran medida a que la mayoria de estos
tipos de ceramicos tienen buena biocompatibilidad en los diferentes medios. con los cuales
entra en contacto. Uno de los mas estudiados es la hidroxiapatita; y esta puede ser natural o
sintética. La natural lleva el nombre de BIO-Hidroxiapatita (BIO-HAp), la cual se diferencia
de la hidroxiapatita sintética (HAp-Sint), proviene de una fuente bioldgica (como lo puede
ser el hueso tal cual y lo mencionan Londofio-Restrepo,  Jeronimo-Cruz, Rubio-Rosas &
Rodriguez-Garcia (2018)), mientras que la segunda se obtiene por medio de métodos de
sintesis quimica. Sin embargo, la gran diferencia es que la BIO-HAp contiene iones
importantes para la regeneracion Gsea, en tanto que a la HAp-Sint se le tienen que incorporar.

A pesar de ello en la practica esto no se efectua.

La BIO-Hidroxiapatita sufre problemas en su anclaje al ser depositada en algin metal (los
que mas se utilizan para este proceso son los metales inertes), lo que genera que el
recubrimiento tenga una falta de adhesion cuando se es aplicado. Esto ha llevado a los

investigadores a innovar ‘en nuevos métodos de deposicion.

1.1 Planteamiento del problema

En los® Estados Unidos Mexicanos existen 6,689,802 de personas que sufren alguna
discapacidad, de las cuales solamente 4,527,784 especifican de que tipo (INEGI, 2010).
Dentro del sector en el que no se indica el tipo de inhabilidad, se encuentran las personas con
problemas odontoldgicos, por lo que no se tienen contabilizados el nimero de personas que
tienen implantes dentales en el pais o que necesitan alguno. No obstante, el hecho de que esta
estadistica no exista en los registros del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
es preocupante para los individuos que padecen este tipo de minusvalia, ya que no se le esta

dando la atencién necesaria. Haciendo que los implantes o cirugias que utilizan bioceramicos
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de compuestos de calcio se importen a un alto costo, creando una dependencia a otros paises
para subsanar estos biomateriales (UNAM, 2002). Lo que implica que sea poco accesible

para gran parte de la poblacién mexicana.

Por otro lado, el nimero de rastros en México es muy grande (INEGI, 2015), por ende hay
mucha materia prima para trabajar en implantes odontologicos a base de hidroxiapatita
natural, principalmente extraida de los bovinos. Esto es debido a que México. es el séptimo
consumidor y octavo productor de esta materia prima a nivel mundial (COMECARNE,
2019). Tanto es la necesidad de esté en la repdblica, que en el afio 2019 se sacrificaron
8,245,000 de bovinos en los rastros mexicanos segun la COMECARNE (2019)

Los biomateriales metalicos, actualmente son hechos de titanio, -acero inoxidable, Vitallium
y otras aleaciones o compuestos, que si bien no son cien por ciento no toxicos para el ser
humano, después de cierto tiempo pueden introducir. - particulas corroidas, las cuales se
desprenden de la superficie del material por la continua exposicion de este con fluidos
corporales (haciendo referencia totalmente a las biomateriales basados en cualquier tipo de

metal), al cuerpo a pesar de que se consideren bioldgicamente inertes (Lewis etal., 2018).

1.2 Justificacion

El beneficio del uso de materiales de procedencia biologica, como lo son los huesos de los
animales, para la fabricacion de biomateriales que puedan ser utilizados en aplicaciones
odontoldgicas, es el evitar afectar el organismo al cual serd implantado; ya que el uso de
implantes dentales -convencionales (a base Unicamente de metales) a la larga generan

corrosion en el metal.

La ventaja de utilizar huesos de bovino es que en México se cuentan con gran numero de
rastros y establecimientos dedicados a venta de materiales organicos de donde se puede
obtener BIO-Hidroxiapatita, ademés de la cantidad de bovinos ascendié més de 8,000,000 en
el 2019 (COMECARNE, 2019) por lo que es redituable para la extraccion de BIO-HAp. Por
lo que es rentable.

Se recomienda el uso de nano hidroxiapatita puesto que el sistema 6seo estd compuesto por

una nano, micro Yy macro estructura (Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez, Villarraga-
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GoOmez & Rodriguez-Garcia, 2019), por lo que al generar la configuracion mas pequefia

(nano estructura) se da inca pie a que el biocerdmico pueda ser aceptado de mejor manera.

La importancia del desarrollo de un método de deposicion en frio de nano BIO-HAp extraida
de hueso de bovino y depositarla sobre un sustrato de titanio, preferentemente de grado
quirdrgico, para evitar el contacto entre el organismo receptor y el metal; es debido a que
existen varios trabajos en donde se deposita hidroxiapatita en este material (titanio), las mas
comunes son la pulverizacion en frio (Lee et al, 2013) y la deposicién electroforética
(Kollath et. al., 2013); sin embargo, estos métodos generarian riesgos -al. momento de una
aplicacion odontoldgica por la baja calidad del depdsito en el sustrato. No obstante, esta

nueva técnica podria evitar estos contratiempos.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Tejido 6seo

El tejido 6seo esta compuesto en un 70% por fase mineral de la cual un 80% es hidroxiapatita
carbonatada, el 15% carbonato de calcio, el 5% restante son fases minoritarias (algunas de
las cuales son fosfato dibasico de calcio, fosfato dicélcico y fosfato tricalcico) e iones de
sustitucion como el magnesio (Mg), potasio (K), nitrdgeno (N), entre otros (Londofio-
Restrepo, Jeronimo-Cruz, Rubio-Rosas & Rodriguez-Garcia, 2018). A su vez, es parte
fundamental del aparato locomotor, lo que permite la movilidad. Ademas de estar constituido
por el sistema esquelético que asimismo se compone de 6rganos llamados huesos (Welsch &
Sobotta, 2008).

De igual manera, el tejido dseo, estd compuesto de fases. organicas (20%) que le proporcionar
fuerza y resiliencia al hueso, lo cual hace que esté pueda recibir impactos sin fracturarse;
estas son lipidos, proteinas no colagenas y colageno tipo I, donde el Gtimo aporta el 90% de
esta fase. Sin embargo, los minerales nose unen directamente con la parte organica del hueso,
mas bien lo hacen a través de la union celular y sitios activos para la mineralizacion que son
proporcionadas por las proteinas  no colagenas (Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez,
Villarraga-Gémez & Rodriguez-Garcia, 2019).

El esqueleto, se compone de 206 huesos en un adulto humano, lo que representa
aproximadamente el 12% del peso total del cuerpo, que a su vez se divide en el esqueleto
axial y en esqueleto apendicular (Drake, Vogl & Mitchell, 2019), como se puede observar en
la Figura 2.1. Donde el primero es la parte del esqueleto que consta del tronco y los huesos
que estan-ubicados cerca o alo largo del eje central del cuerpo (White, et al., 2011); mientras
que el'segundo consiste de los hueso que sostienen las apéndices ademas de los elementos
esqueléticos dentro de las extremidades (Manton, et al., 2019). Por lo tanto, el esqueleto es
el punto de sujecion de los masculos y protege a los Grganos como soporte estructural
(Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez, Villarraga-Gomez & Rodriguez-Garcia, 2019).
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Figura 2.1. Sistema esquelético humano, donde de color azul se puede observar el esqueleto

axial y de color carne el esqueleto apendicular - (Zabalveytia, s.f.).

Los huesos poseen una arquitectura ligera, son resistentes a la traccion y compresion, ademas
de tener cierta elasticidad. Por sus propiedades es un material que se remodela de manera
continua y es bien irrigado, ‘s heterogéneo y altamente anisétropo (Ross & Pawlina, 2007).
Estos estan divididos en tres zonas, las cuales son la diafisis (parte central), la epffisis (parte
externa del hueso) y la metéfisis (parte que se encuentra entre la diafisis y la epifisis), un
ejemplo de este tipo de huesos es el femur (Londofio-Restrepo et al., 2019). Se clasifican en
cinco grupos principales segun su forma: los que tienen dos epifisis y una diéfisis, es decir
con una longitud mayor a las otras dimensiones, se les conoce como huesos largos (los
metacarpianos Y la tibia), los huesos como el carpo que tiene sus tres dimensiones similares,
son los huesos cortos, los huesos planos como el esternén son delgados y anchos, las
vértebras al no poder entrar en las tres clasificaciones anteriores se les conoce como huesos
irregulares, mientras que los huesos sesamoideos son los que estan incluidos en los tendones,

como la rotula (Ross & Pawlina, 2007) (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Diferentes tipos de huesos (Rosales, s.f.).

Por lo tanto, los huesos mas grandes son los que resguardan

a los molsculos con mas

activacion fisica, es decir, los que estan asociados con saltar, correr o en general, con los

movimientos altos (Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez, Villarraga-Gomez & Rodrigue z-

Garcia, 2019).

El sistema G6seo se compone de dos tipos de huesos, el trabecular y cortical, en donde el

primero tiene mayor tamafio de poro que el segundo, ya que estan en el orden de micras a

milimetros (Londofio-Restrepo,  Ramirez-Gutierrez, Villarraga-Gomez & Rodriguez-Garcia,

2019). El hueso compacto (hueso cortical) es el que rodea al hueso trabecular y a su vez la

capa externa de todos los huesos, mientras que el hueso esponjoso (hueso trabecular) encierra

las cavidades que-contienen células formadoras de sangre en forma de trabéculas (Drake,

Vogl & Mitchell, 2019) (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Hueso cortical (compacto) y trabecular (esponjoso) (Zubieta, 2020).

Es bien conocido que el hueso esponjoso tiene una actividad ‘metabélica mayor que el hueso
cortical. La resistencia mecénica esta directamente relacionada con el peligro de que se
genere una fractura, esto se debe a que el hueso trabecular, en huesos grandes, distribuye la
carga por el hueso compacto; un ejemplo esla cabeza del fmur, la cual genera esta
distribucién, ya que este es considerado como un hueso grande, es decir, el hueso esponjoso
se encuentra entre la epffisis y la metafisis. ‘A'su vez, las propiedades mecéanicas dichas con
anterioridad dependen de la macroarquitectura y la orientacion cristalinas de las trabéculas
(Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez, Villarraga-Gomez & Rodriguez-Garcia, 2019). De
igual manera, tiene poros que proporcionan la porosidad primaria lo que permite la irrigacion
en la sangre, esto quiere decir que existen microagujeros por los cuales atraviesan los vasos
sanguineos (Ural-& Vashishth, 2007) (Figura 2.4), a su vez la microporosidad beneficia la
osteogénesis y por ende proporcionan un area superficial grande que permite la adhesion de
los osteoblastos, mientras que el crecimiento 0seo se mejora por la macroporosidad
(Woodard et al., 2007).

Figura 2.4. Imagenes de Microscopia Electronica de Barrido (SEM por sus siglas en inglés)
de la porosidad primaria del hueso trabecular (Londofio-Restrepo et al., 2019).
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Las cavidades lacunares en el hueso esponjoso, son el lugar en donde se encuentran los
osteositos (Figura 2.5A), estas estan relacionadas directamente con la porosidad secundaria
del hueso trabecular; sin embargo, al detallar el analisis se puede observar una porosidad
terciaria debido al espacio entre los nanocristales y la presencia de canaliculos (Figura 2.5B).
Refiriéndose a la microarquitectura, las trabéculas tienen un didmetro de entre 150a 200 um,
por lo que su zona central es estrecha (Figura 2.5C), lo que genera el habito de crecimie nto
preferencial de estructura laminar con diametros aproximados de 20 um (Figura 2.5D)
(Londorio-Restrepo et al., 2019).

CANALICULI

1980

Figura 2.5. Imagenes de SEM de la microarquitectura Osea; porosidad secundaria y terciaria
(Londofio-Restrepo et al., 2019).

Los niveles jerarquicos del hueso estan disefiados para diversas funciones, una de las cuales
es-para que los nanocristales de hidroxiapatita (HAp) carbonatada se alineen con las fibras
de coladgeno y de esta manera organizar las capas paralelas concéntricas llamadas laminas,
que se encuentran alrededor de los vasos sanguineos formando osteonas. Las osteonas son
densamente empaquetadas formando el hueso cortical o compacto, por otro lado el hueso
trabecular es construido en base a una red esponjosa con baja densidad dsea (Olszta et al.,
2007) (Figura 2.6).

19|Pagina



Whole bone Tissue structure Microstructure Nanostructure

} NS
!W |
|

Osteon (Haversian system)
(~ 200 pm)

Lamellae (~ 7 pm) . Hd a
ydroxyapatite

Collagen fibrils (~ 50 nm) (~ 50 x 2§ x 2 nm)
Periosteum
Collagen fiber (~ 5 pm) W
Osteonic canal N g
Collagen molecules
Compact bone e Hydroxyapatite crystals | Collagen tri})le helix

Microscopic view (~ 300 x 1.5 nm)

Blood vessels Mineralized fibrils

Macro Nano

Figura 2.6. Diferentes niveles de longitud de la estructura jerarquica del hueso (Sadat-Shojai

et al,, 2013).

En el hueso se encuentran tres células de mucha importancia para el sistema dseo, que son
los osteoblastos, osteoclastos y osteocitos (Young, O Dowd, Woodford, 2006), en donde los
primeros miden entre 20 y 30 um (Hernandez-Gil, etal., 2006), los segundos en el orden de
las 100 um (Basle, et al., 1988) y por ultimo los osteocitos miden entre 5y 20 pm (Tanaka-
Kamioka, Kamioka, Ris & Lim, 1998) (Figura 2.7). Esto es de mucha importancia ya que al
momento de que el implante entre en contacto, la hidroxiapatita deberia de tener un tamafio

aproximado de 10 pm o mas (Lee et al., 2013).
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Figura 2.7. Se puede observar una Micrografia de luz de una seccion tefiida de hematoxilina-

eosina de una porcion de hueso alveolar de ratas mostrando una porcion de trabéculas dseas
(B), en donde alcanzamos a ver los osteoblastos (Ob), osteocitos (Ot) y osteoclastos (Oc)

(Florencio-Silva, Sasso, Sasso-Cerri, Simdes & Cerri, 2015). .

Ademas de las celulas Oseas, el hueso esta compuesto de una matriz organica, una matriz
celular y una matriz mineral (inorganica), las que lo ayudan a que este pueda poseer una
funcion metabdlica central (Welsch & Sobotta, 2008).

La matriz organica se conforma " de células y sustancia extracelular, en donde las primeras
solamente representan el 2%, mientras que la segunda forma el 98% que a su vez se conforma
de un 30% de materia organica y un 70% de sustancias inorganicas ricas en fosforo y calcio
(Ross & Pawlina, 2007) (Figura 2.6).

Al igual que la matriz orgénica, la matriz celular se compone de células, especificamente los
osteocitos,  osteoblastos y osteoclastos; sin embargo, lo que caracteriza a estd matriz son
canaliculos, es decir, prolongaciones de los osteocitos en tineles estrechos que se conectan
con lagunas 6seas generando una red que Se conecta a osteocitos vecinos, para generar un
tlnel laminado que se enlaza a osteoclastos u osteoblastos, a este sistema de tlneles se le

conoce como sistema de Havers (ver Figura 2.3) (Ross & Pawlina, 2007).

Por dltimo, la matriz mineral se integra de abundantes sales cristalinas, particularmente de
HAp y carbonato (Welsch & Sobotta, 2008).
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2.2 Hidroxiapatita

Teniendo en cuenta que la hidroxiapatita tiene gran presencia en el sistema 0seo, se ha
estudiado que es un mineral con estructura hexagonal y monoclinica pseudohexagonal que
pertenece a la familia de las apatitas, a su vez esta exhibe la siguiente formula general:
As(BO4)3(OH, F, Cl), en donde la A representa un cation metalico (como por ejemplo. calcio,
bario, sodio, entre otros) y la letra B puede ser fosforo, vanadio o arsénico. Por o tanto el
grupo de la familia de las apatitas se compone por fosfatos, arseniatos y vanadatos (Gomez
Ortega, Elizondo Villareal & Guerrero Villa, 2004).

2.2.1 BIO-Hidroxiapatita

Conociendo como formula quimica Cas(PO4)3OH para la hidroxiapatita estequiométrica con
una estructura de base Z=2 y una relacion de Ca/P igual a 1.667. Mientras que la HAp que
proviene de los huesos de mamiferos, no posee tal estequiometria y es llamada “BIO-
Hidroxiapatita” (BIO-HAp) (Giraldo-Betancur et al, 2013) y su relacion Ca/P varia de 1.8 a
3 (Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez, Villarraga-Goémez & Rodriguez-Garcia, 2019). La
BIO-Hidroxiapatita es una apatita no estequiométrica, esto se debe a que de fuentes naturales
se obtienen sustituciones idnicas. Los grupos fosfato e hidroxilo pueden ser reemplazados
por los grupos carbonato y los haldgenos, respectivamente. El alto punto de fusion (1500°C),
ser un ceramico duro y permitir ‘la sustitucion parcial o completa en la red con similar relacién
atomica se justifica .por su caracter idnico (Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez,

Villarraga-Goémez & Rodriguez-Garcia, 2019).

Por su parte, el hueso en polvo se compone de policristales nanométricos de HAp que se
infunden dentro de la grasa y proteina (matrices organicas). El recubrimiento amorfo de la
superficie del material equivaldria a los lipidos, mientras que las nanofibras a las proteinas.
Sin embargo, cuando el hueso esta crudo no es posible ver los nanocristales de hidroxiapatita,
en cambio, después de algin proceso de limpieza como lo es el tratamiento hidrotermal, el
cual involucra presion y temperatura, es posible ver los cristales de hidroxiapatita en la
superficie (Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez, del Real, Rubio-Rosas & Rodrigue z-
Garcia, 2016).
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Uno de los tratamientos hidrotermales méas utilizados, es la hidrélisis alcalina hidrotérmica
gque mediante temperatura y reaccion quimica de una molécula de agua se rompen varios
enlaces quimicos (para el caso de la hidroxiapatita es un ion hidroxido, OH") y de esta manera
convertir la materia organica solida a liquida facilitando su eliminacion, por lo que es de
suma importancia tener el OH- libre para cambiar los grupos funcionales, romper y modificar
la quimica superficial através del ion libre que interactia con las moléculas (Barakat et al.,
2009; Gousterova et al., 2003).

En la hidroxiapatita nanopolicristalina se aprecia una orientacion preferencial en los huesos
naturales, asu vez es bien sabido que los policristales pueden presentar coalescencia, es decir,
transformarse en cristales individuales cuando se superan los 720°C (Londofio-Restrepo,

Jeronimo-Cruz, Rubio-Rosas & Rodriguez-Garcia, 2018).

Por lo tanto, dependiendo de las técnicas . de extraccion utilizadas, velocidad de
calentamiento, tiempo de sinterizacion, temperatura de recorrido, velocidad de enfriamiento
y la naturaleza del hueso, serén las caracteristicas fisicoquimicas y la eficiencia de extraccion
de la BIO-HAp, ya que estan altamente relacionadas (Ramirez-Gutierrez, Palechor-Ocampo,
Londofo-Restrepo, Millan-Malo & Rodriguez-Garcia, 2016). Por lo general, los cristales de
HAp sinterizada muestran tamafios de cristal de apatita mas grandes que los de sistemas
biolégicos (Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez, Villarraga-Gémez & Rodriguez-Garcia,
2019).

Sin embargo, la sonoquimica a traves de la compresion del efecto del ulirasonido para la
formacion “de cavitacion acustica en liquidos mejora en la solucion la actividad quimica
(Suslick, . 1990), por lo que es un método eficaz para la obtencion y crecimiento de la
hidroxiapatita (Kim & Saito, 2001; Rouhani, Taghavinia & Rouhani, 2010).

La materia organica se degrada a temperaturas superiores a los 450°. En cambio, a mayores
temperaturas, la BIO-HAp tiene un proceso de deshidroxilacion que hace que se convierta
en otras fases cristalinas (Londofio-Restrepo, Jeronimo-Cruz, Rubio-Rosas & Rodrigue z-
Garcia, 2018). Al tener propiedades fisicoquimicas similares a las humanas se utiliza para

aplicaciones médicas, pero estas se limitan al reemplazo directo por tener una baja resistencia
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mecénica. Este bioceramico se une de manera circundante con el tejido Gseo para promover
el crecimiento de tejido nuevo Y la integracion del material. Sus principales usos en el area
médica son ser utilizada como material de relleno, en cirugia maxilofacial, recubrimiento de
protesis metélicas, entre otros; donde todas las mencionadas tienen en comuin el nulo
requerimiento de resistencia mecanica (Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez, Villarraga-
Gomez & Rodriguez-Garcia, 2019).

2.2.2 Hidroxiapatita nanométrica

La hidroxiapatita en forma nanométrica (10 — 100 nm) tiene reactividad superficial vy
estructura ultrafina que hace que sea mejor que la de tamafos micrométricos (>1 pum), ya que
la primera ayuda a la interaccion de tejido-injerto cuando se implanta el material, ademéas de
que fomenta la deposicion mineral, diferenciacion de osteoblastos, proliferacién, genera mas
adherencia a diferencia de la HAp micrométrica- y promueve la osteointegracion (Nasiri-
Tabrizi, Fahami & Ebrahimi-Kahrizsangi, 2014), es decir, “la conexion estructural y
funcional directa entre el hueso vivo y la superficie de un implante artificial que soporta
carga” (Bra-nemark, 1986). Por estas razones se requieren poros de menos de 50 um de
diamétro para que se pueda garantizar la penetracion de tejido fibrovascular y la
interconexion de poros (Thuault et al., 2014). Esto nos lleva a que la BIO-HAp utilizada en
implantes médicos debe tener 'de un 60% a un 80% de cristalinidad como lo mencionan
Giraldo-Betancur et al. (2013) al estudiar esta propiedad de diversas BIO-Hidroxiapatitas
comerciales. Este calculo viene dado de la ecuacion (1), en donde %C es el porcentaje de
cristalinidad, C, el area cristalina bajo el patron de difraccion, N como el ruido electrnico
caracteristico. del sistema y TA el éarea total (Londofio-Restrepo, Ramirez-Gutierrez,
Villarraga-Gomez & Rodriguez-Garcia, 2019).

CA
% = (1)
% TA—-N

Londofio-Restrepo et al. (2019) analizaron una muestra de BIO-HAp en crudo hecha polvo
de hueso cortical de bovino, donde observaron su patron caracteristico de difraccion (Figura

2.8), en la que el area amorfa y el ruido electrénico se encuentran debajo de la linea verde;
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sin embargo, la parte cristalina de los nanocristales se ubica sobre esta misma, a su vez los

picos difractados son cubiertos por la linea azul.
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Figura 2.8. “Patron de diffaccion de rayos X de polvo de hueso de bovino” (Londofio-
Restrepo et al., 2019).

A pesar de esto, la BIO-Hidroxiapatita nanocristalina obtenida de huesos de mamiferos no
actla de la misma manera, lo que sucede es que los nanocristales del material se comportan
como rejillas de difraccion en el momento que la radiacion interactia con el bioceramico,
este fendbmeno genera amplios picos de difraccion que parecen curvas en vez de patrones
(Londofio-Restrepo et al., 2019). El cuél es el caso del analisis producido por Ramirez-
Gutierres et al., (2016) en donde se estudid como la velocidad de enfriamiento afecta las
propiedades estructurales de hueso cortical de bovino incinerado a 940°C que posteriorme nte
se enfrio en nitrégeno liquido (HAp-CN2), agua fria (HAp-CW), dentro del horno (HAp-
FAIr) y aire (HAp-CAIr), tal cual y se muestra en la Figura 2.9; en el que uno de los estudios
fue el pico de difraccion (211), en el cual se puede observar de manera grafica la conclusion
de dada por Londofio-Restrepo et al, (2019) (Figura 2.10A). A demas de este andlisis,
Ramirez-Gutierres et al., (2016) estudiaron la calidad cristalina (CQ por sus siglas en inglés)
del pico (211), ya que normalmente se utiliza el mas intenso para el calculo de la anchura a
media altura (FWHM, full width at half maximum) que es con la que se determina la CQ;en
donde si el FWHM disminuye, la calidad cristalina aumenta y viceversa (Londofio-Restrepo

et al., 2019). Por lo que en la Figura 2.10B corresponde al cambio del valor del FWHM vy la
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Figura 2.10C la inversa de este pardmetro, a su vez se argumenta que al calcinarse los

cristales de BIO-HAp es como fue posible realizarse el célculo (Ramirez-Gutierrez, et al,
2016).
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Figura 2.9. “(A) Muestra los perfiles ‘térmicos caracteristicos utilizados para obtener las
muestras calcinadas a 5.5 C / min para la temperatura de calentamiento e isoterma a 940 C,
(B) muestra las velocidades de enfriamiento para cada una de las muestras estudiadas”

(Ramirez-Gutierrez, Palechor-Ocampo, Londofio-Restrepo, Millin-Malo & Rodrigue z-
Garcia, 2016).
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Figura 2.10. “(A): Muestra el pico [211] para todas las muestras estudiadas, la linea de trazos
vertical representa la posicion del pico [211] para HAp pura, (B) muestra los valores de
FWHM para este pico y (C) muestra la inversa de FWHM (calidad de cristalinidad)”
Palechor-Ocampo, Millan-Malo & Rodrigue z-

(Ramirez-Gutietrez, Londofo-Restrepo,

Garcia, 2016).

2.3 Titanio

En la actualidad, se utiliza el titanio, Vitallium y acero inoxidable en piezas dentales ya que
se consideran biologicamente inertes (Lewis et al, 2018, p. 310) (Figura 2.11). El bajo
mddulo de Young que posee el titanio beneficia a los implantes, y de esta manera las cargas
esqueléticas se comparten uniformemente entre el hueso y el implante, lo que lleva a una
menor incidencia de degradacion Osea, esto se debe a que existe una proteccion contra el
estrés y fracturas Oseas periprostésicas. Sin embargo, el titanio al ser mas rigido llevaria a

deteriorar el hueso, esto debido a que los huesos adyacentes recibirian menor carga
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(Fraunhofer-Gesellschaft, 2010; Takizawa, et al., 2018). Su gran resistencia a la corrosion,
resistencia al ataque de fluidos corporales y ser compatible con la densidad del hueso

promueven su uso en la ortodoncia (Froes & Qian, 2018).

¢

Figura 2.11. “Implantes dentales de titanio y su insercion en la boca: (A) debajo de la encia,
(B) pilar o nicleo y (C) corona en implante” (Froes & Qian, 2018).

El punto de fusion del titanio esta sobre los 1650°C (1920 K), es un metal refractario
(Andersson, Balfour, Bernath, Lindgren & Ram,- 2003), es decir, un metal resistente al
desgaste y calor de manera extraordinaria (Bauccio, 1993), presenta baja conductividad
térmica y eléctrica (Andersson, Balfour, ‘Bernath, Lindgren & Ram, 2003), su dureza y
densidad son de las mas altas de toda la tabla periddica (Laggasé, 1893), sin embargo al estar
expuesto al aire se oxida, ademas reacciona con el oxigeno a temperaturas de 1470 K
(1200°C) formando dioxido de titanio (TiO2) (Bauccio, 1993) (Figura 2.12) generando
problemas alargo plazo (Kim, Eo, Nguyen & Kim, 2019), esto se debe a que la capa de 6xido
producida solamente tiene entre 1 y 2 nm de espesor, pero después de cuatro afios puede
conseguir los 25 nm de grosor (Emsley, 2001). El titanio al ser un material no ferromagnético,
es decir, que ante la presencia de un campo magnético forme imanes permanentes, las
personas con este tipo de implantes dentales pueden realizar exdmenes de resonancia
magnética sin ningln problema, lo cual es recomendable para los que seran utilizados durante

un largo periodo de tiempo (Chikazumi & Graham, 2009; Emsley, 2001).
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Figura 2.12. Imagen de SEM de dioxido de titanio obtenida por sol-gel (Urbano et al., 2011).

Lo que lleva a que el titanio pueda considerarse como un biomaterial, por ser el que esta en
contacto con tejidos vivos, organismo O microorganismos, es decir, esta disefiado en su
totalidad para interactuar en sistemas biologicos, especialmente con fines médicos (Vert et
al., 2012; Schmalz et al., 2008), sin embargo para que un biomaterial sea efectivo tiene que
contar con biocompatibilidad, es decir, que su desempefio tenga respuesta positiva con el
huésped con el cual interactla (Black, 2005; Kammula & Morris, 2001) de modo que esté no
debe generar ningln efecto adverso al sistema biologico en el que se encuentra (Vert, et al.,
2012), pero actualmente es imposible generar biocompatibilidad total, esto se debe a que en
algunos casos los implantes de titanio en el campo dental han generado problemas en forma
de infecciones por la frecuentemente generacion de TiO2 que con el paso del tiempo
incrementa su cantidades, ya que la formacion y aumento de esté es debido al contacto con
fluidos corporales (Kim, Eo, Nguyen & Kim, 2019; Emsley, 2001; Sandoval-Amador et al.,
2016).

Por lo tanto, precisando que el titanio es biocompatible y por ende apto para usos médicos,
ya sean implantes quirdrgicos Yy dentales, donde los primeros pueden permanecer en el cuerpo
durante un periodo de 20 afios. De igual manera tiene capacidad inherente de osteointegrarse,
haciendo referencia a que los implantes dentales pueden durar hasta 30 afios, ademas de que
esta caracteristica es muy Util para implantes ortopédicos (Emsley, 2001, p. 452). Sin
embargo, las propiedades fisicas y quimicas de titanio son determinantes para una integracién

satisfactoria del implante con el tejido 6seo circundante (Isaacson & Jeyapalina, 2014; Jenko,
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Gorensek & Godec, 2016), esto se debe que a pesar de los diferentes procesos para modificar
su superficie, el 30% de los casos desarrollan periimplantis; la cual es una enfermedad que
genera la pérdida del hueso de soporte e incluso la pérdida del implante (Schminke, 2015)
(Figura 2.13 y Figura 2.14). Una cirugia inadecuada o mala interaccion de hueso con el
implante puede causar estd enfermedad (Robert & Charles, 1991; Mombelli & Lang, 1998),
a pesar de ello se puede contrarrestar siempre y cuando exista un raspado para mejorar la
cicatrizacion del hueso (Groessner-Schreiber & Tuan, 1992; Hulbert, Morrison & Klawitter,
1972). El trabajo de Buser (2001) confirma lo teorizado por Groessner-Schreiber et al. (1992)
y de Hulbert et al. (1972) al aumentar 18 veces la resistencia al desgarro entre el hueso vy el

implante en un conejo al aumentar la rugosidad promedio de 10 puma 50 pm.

Figura 2.13. “Pérdida 6sea periimplantaria” (Sanchez Garcés & Gay Escoda, 2004).

Figura 2.14. “Imagen radiografica de una periimplantitis con pérdida Osea importante,

especialmente en el implante, en posicion més distal” (Sanchez Garcés & Gay Escoda, 2004).
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A diferencia de la capa de 6xido que se aumenta hasta los 25 nm de espesor como lo describe
Emsley (2001) gque es expuesto al medio ambiente, en los implantes dentales esta capa se
comporta de manera diferente, aumentando de 5 nm a 200 nm en tan s6lo 6 afios (Yoon &
Yordan, 1986).

2.3.1 Tratamiento del titanio

Zwahr, Helbig, Werner & Lasagni (2019) para evitar la adhesion bacteriana en el titanio y el
crecimiento de TiO2 en los implantes generaron estructuras diferentes en titanio, dos de ellas
através de Escritura Laser Directa (DLW por sus siglas en inglés) y Patrones de Interferencia
Laser Directa (DLIP por sus siglas en inglés), en donde usaron un laser infrarrojo de 1069
nm para crear patrones jerarquicos y evitar la adhesion bacteriana en implantes dentales. Las
muestras que fueron atacadas cada 200 ns por DLWy en el caso del DLIP con 5 pulsos
durante el mismo tiempo, generando una superficie rugosa promoviendo la adhesion de
diversos materiales. Posteriormente en una sola muestra se realizaron los dos patrones de
manera jerarquica (Figura 2.15), de esta manera la superficie deja de ser suave para evitar la

fijacion bacteriana en el titanio.

Figura 2.15. Patrdn jerarquico DLW-DLIP en titanio (Zwahr, Helbig, Werner & Lasagni,
2019)

Con la superficie jerarquica creada por Zwahr, Helbig, Werner & Lasagni (2019) se reduce

en un 30% la adhesion de bacterias, ya que al tener una superficie plana las bacterias se
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reproducen y se fijan de mejor manera al material tal cual y se muestra en la Figura 2.16A,

mientras que la superficie tratada se reduce considerablemente (Figura 2.16).
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Figura 2.16. “Ensayo de adhesion bacteriana sobre superficies de titanio. (a) Muestra la
cobertura de superficie bacteriana normalizada para las células de E. Coli después de 24 h.
Los diagramas de caja-bigotes. presentan la mitad de los puntos de datos dentro de la caja y
el 100% dentro de los bigotes. Las lineas continuas negras y los diamantes negros dentro de
los cuadros marcan la-mediana y la media, respectivamente. Los valores se normalizan a la
superficie mediana ‘colonizada del area no estructurada de las muestras. (b) Muestra una
imagen SEM de colonizacion bacteriana (areas oscuras) en las superficies no estructuradas y
(c) en la-superficie estructurada con colonizacion bacteriana reducida” (Zwahr, Helbig,
Werner & Lasagni, 2019).

Por otro lado, las modificaciones superficiales, como la del TiO2 e hidroxiapatita, en
dispositivos 0seos enddsenos mejoran la osteointegracion, por lo que el método irradiacion
laser que permite el control de sus variables involucradas al ser un proceso limpio y
reproducible para la modificacion de superficies: como la morfologia, rugosidad superficial

y formacion de compuestos que facilitan la humectacion, y que a su vez modifica las

32|Pagina



propiedades fisico-quimicas del titanio, controla la formacion de didxido de titanio y aumenta

la osteointegracion (Braga, Marques, de A Filho & Guastaldi, 2007).

De la misma manera, el método de ablacion laser realizado por Faeda et al. (2009) donde se
tratd titanio (Titanium Fix®, AS Technology, Sé&o José dos Campos, SP, Brazil) (Figura
2.17) para implantarse en 24 conejos neozelandeses de entre 9y 12 meses de edad, tuvo- una
mejora significativa en el torque de extraccion a diferencia de los implantes  de superficies
mecanizadas, lo que se comprueba que las propiedades fisicas afectan el comportamiento de

los implantes (Isaacson & Jeyapalina, 2014).
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Figura 2.17. Imagen SEM. del implante de titanio tratado por ablacion en un conejo

neozelandés, con un aumentode 5000 x (Isaacson & Jeyapalina, 2014).

2.4 Deposicion de hidroxiapatita en titanio

Todo lo anterior lleva a que se generen diferentes métodos de deposicion de BIO-
Hidroxiapatita en titanio. Uno de ellos es el rocio pirolitico (spray pyrolysis), el cual se utiliza
principalmente para la generacion de capas gruesas y delgadas, peliculas multicapas o
revestimientos ceramicos y polvos. Su uso es muy comln ya que es una técnica econdmica
a comparacion de otras por el uso de soluciones no requerido de alta pureza (Filipovic et al.,
2013). Este equipo consiste basicamente en un atomizador, la solucion del percusor, control
de temperatura y calentador del sustrato, mientras que los usados como salida de aire son los
atomizadores por medio ultrasénico y electrostatico. Sin embargo existen cambios de

temperatura en todo el proceso, la temperatura de la superficie del sustrato lo convierten en
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un parametro principal que determina las propiedades y morfologia de la pelicula (Perednis
& Gauckler, 2005) (Figura 2.18).

Proumatic nozzia

ey Speaying gas
_—

Figura 2.18. Esquema del método de rocio pirolitico: (Sanchez, 2010).

La pulverizacion en frio (cold spray) es otro método de recubrimiento que consiste en un
compresor de gas, un calentador de gas, un controlador, un alimentador de polvo, un
calentador de polvo y una boquilla del tipo Laval estandar, donde el controlador transfiere
gas de un tanque de gas a un controlador del mismo y a un alimentador de polvo. El
calentador aumenta la energia cinética del gas comprimido y de esta manera crece la
velocidad de disparo (Lee etal., 2013, p. 6178) (Figura 2.19).

Coating

Spray device

Figura 2.19. Esquema del método de pulverizacion en frio (Smith, 2007).

Lee et al. (2013) hicieron un hibrido entre hidroxiapatita y polieteretercetona (PEEK) através
pulverizacién en frio para evaluar su osteointegracion in vitro e in vivo, concluyen que el
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recubrimiento de hidroxiapatita (HAp) puede mejorar la biofuncionalidad de varios
dispositivos médicos utilizados en diferentes aplicaciones clinicas ya que aumento la
biocompatibilidad y se promovié la osteointegracion, ademas de todo, el anclaje de la
hidroxiapatita mejoro con este método de deposicion. A pesar de ello, la principal desventaja
de este método es que puede existir una deformacién plastica, lo que conduce a una pérdida
de ductilidad del recubrimiento (Karthikeyan, 2007). A su vez Lee et al. (2013) utilizan la
carta de identificacion de Difraccion de Rayos X JCPDS (Joint Committee on Powder
Diffraction Standards) No. 84-1998, pero la empleada para los implantes quirdrgicos es la
ICDD (International Center for Difffraction Data) No. 00-009-0432 tal cual lo menciona la
norma ISO 13779-6:2015 en el apartado 6 referido a polvos; en las secciones de implantes
quirdrgicos e hidroxiapatita (1SO, 2015). Por consiguiente podria causar problemas para
alguna futura aplicacion, ya que esta norma da las especificaciones para obtener dispositivos
médicos de alta calidad y el nivel aceptable de respuesta biologica si el material se usa en

aplicaciones apropiadas (ISO, 2015).

También existe la deposicion electroforética (Figura 2.20) que se realiza mediante corriente
alterna (A.C., por sus siglas en inglés) o corriente directa (D.C., por sus siglas en inglés) en
donde la muestra se deja en una solucién de butanol, ya que le da mucha estabilidad a la
hidroxiapatita, a comparacion del etanol que reduce la welocidad de evaporacion vy
agrietamiento durante el secado de los dep6sitos de hidroxiapatita. Posteriormente se le aplica
cierto voltaje D.C. yotro A.C. teniendo como resultados que los recubrimientos con corriente
alterna son mas densos y menos agrietados a comparacion de los de corriente directa, a pesar
de esto, los dos tienen un grosor de tamafio similar (Kollath et. al., 2013). No obstante, la
deposicion  con A.C. tiene varias ventajas al poder manejar las frecuencias de onda y la
migracion de particulas con respecto con su asimetria, por lo que se pueden depositar
particulas con amplia distribucion de tamafio (Kollath, et. al., 2013). Sin embargo, el
agrietamiento de la hidroxiapatita en el titanio conllevaria un riesgo para futuras aplicaciones

odontologicas al no ser un depdsito homogéneo.
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Figura 2.20. Movimiento de las particulas durante la deposicion electroforética en A.C.y

D.C., en donde WE es el electrodo de trabajo y CE el contraelectrodo (Kollath et. al., 2013).

La bioceramica nanoestructurada cadavez es mas utilizada en nuestro tiempo por su increib le
biocompatibilidad especialmente en la odontologia (Camargo, et al., 2009), ya que se
requieren soluciones a diferentes problemas desatados por defectos 6seos con diferentes
extensiones Y caracteristicas, especialmente la reconstruccion de lesiones Oseas periodontales
y traumaticas. Por lo que la hidroxiapatita es de suma importancia, ya que es conveniente
usarla como implantacion semiabsorbible en tejido vivo (aloplastico semiabsorbible), puesto
que influye en el crecimiento &seo y su resorcion por su estructura; sin embargo, para permitir
el crecimiento 6seo la hidroxiapatita debe superar los 100 um (Carotenuto, Spagnuolo,
Ambrosio & Nicolais, 1999). De la misma forma, este cerdmico es de suma importancia para
las cirugias maxilofaciales por ser el cristal que predomina en los dientes y el cual le
proporciona su dureza caracteristica (Garcia-Gardufio & Reyes-Gasga, 2006), de manera que

es importante saber la procedencia de este material.

2.5 ~Técnicas de caracterizacion

2.5.1 Difraccién de Rayos X (DRX)

El fisico aleman W. C. Roentgen en 1895 descubrié los rayos X y fue el primero en tomar
una radiografia (Figura 2.21), con lo que se galardono con el premio Nobel en fisica en el
afio de 1901, sin embargo no fue hasta 1912 cuando Laue, Friedrich y Knipping hallaron el
fenémeno de difraccion de rayos X en un cristal de sulfato de cobre, con lo que se demostro

la naturaleza ondulatoria de estos de manera conveniente para formar parte de la region mas
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corta de longitudes de onda en el espectro electromagnético, que a su vez este fenémeno es

la definitiva y primera prueba experimental periodicidad de los cristales (Hammond, 2001).

Figura 2.21. Una de las primeras radiografias tomadas-por Roentgen (Glasser, 1993).

Actualmente se sabe que la region de los rayos X es aproximadamente igual a 108 cm,
mientras que en la difraccion de rayos X esta aproximadamente en el orden de 0.5y 0.25 A,
por lo que la region en donde se encuentran es entre los rayos gamma Y ultravioleta (Cullity,
1956).

Los rayos X son producidos siempre que una particula cargada con suficiente energia cinética
es desacelerada rapidamente, ‘usualmente para la difraccion de rayos X se utilizan electrones
(e) producidos en un tubo de rayos X, el cual contiene dos electrodos metalicos y una fuente
de electrones. Al mantenerse un alto voltaje entre los electrodos, los e llegan répidamente al
anodo (objetivo), lo que hace que impacten a muy alta velocidad. Este impacto genera rayos
X, radiando en todas direcciones. Sin embargo, al tener un tubo de voltaje de 30 kV la
mayoria de la energia cinética del choque se convierte en calor, mientras que menos del 1%

se transforma en rayos X (Cullity, 1956).

Los rayos emitidos por el objetivo vienen en diferentes longitudes de onda, en una forma de
mezcla, y la variacién de estas con la intensidad depende del tubo de voltaje. La curva que
se obtiene por este efecto se puede observar en la Figura 2.22, donde la intensidad que es
cero hasta cierta longitud de onda, se le conoce como limite de longitud de onda corta (Ag,,,

short-wavelength limit), la cual crece rapidamente hasta el maximo y posteriormente decrece.
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Siempre que el tubo de voltaje aumente su voltaje, la intensidad de A, crece y la posicion
maxima se convierte en longitudes de onda cortas. Ya que al aumentar el voltaje la cantidad
de fotones por segundo ala longitud de onda necesaria emitidos por el impacto con el objetivo
crece, lo que nos lleva a una mayor energia promedio por foton, es decir, al ser mayor esta
energia se observa una mayor intensidad de rayos X. Para determinar la longitud -de onda

necesaria (44,,,) para los diferentes voltajes se utiliza la ecuacion 2:

12400
SWL — 1%

(2)
En donde V es el voltaje emitido por el tubo de voltaje (Cullity, 1956).

Mientras la radiacion continua que se observa en la Figura 2.22 se debe a la desaceleracion

de los electrones (Cullity, 1956).
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Figura 2.22. “Espectro de radiacion de molibdeno en funcion del voltaje aplicado” (Cullity,
1956).

Siempre que el voltaje del tubo de rayos X se eleve sobre el valor critico tendremos longitudes

de onda superpuesta en el espectro continuo, estas son caracteristicas del &nodo y se le conoce
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como lineas caracteristicas que a su vez decaen en conjuntos denominados K, L, M, etc., a
medida que estas lineas aumenten el espectro caracteristico del objetivo aumenta, a pesar de
esto, solamente las lineas K son detectadas en la difraccién de rayos X al ser del orden de 0.7
A, mientras que las demés son absorbidas con facilidad; sin embargo, en los trabajos de
difraccion solamente podemos observar con precision Ka, (0.70926 A), Ka, (0.71354 A) 'y
KB, (0.63225 A). Por lo que al resolver se deben separar las lineas del espectro inicial, para

esto se aprovecha la cercania de a; y «, y se utiliza el método Ka doble (Cullity, 1956).

Las lineas del espectro caracteristico se originan en los atomos del material del objetivo, es
decir, considerando al &tomo como un nlcleo que a su alrededor orbitan electrones en varias
capas (Figura 2.23) al ser bombardeado por electrones con suficiente energia pueden sacar
un e de la capa K dejando al &tomo excitado, en un estado dealta energia. Esto lleva que otro
electron ocupe su lugar hasta llegar al estado de energia normal, el llenado de continuo de

estas vacancias genera las lineas caracteristicas (Cullity, 1956).

Figura 2.23. “Transicion electronica en el atomo. Proceso de emision indicado por flechas”

(Cullity, 1956).

No solo los electrones interaccionan con los atomos sino que los rayos X también lo hacen,
de manera que estos al encontrarse con materia se transmiten y absorben parcialmente, lo que

nos lleva al decrecimiento de la intensidad siguiendo la forma diferencial de:

—Tzudx (3)
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Siendo el coeficiente de absorcion linear (intrinseco de cada material), al integrarlo vy
tomando la densidad se determina I, (intensidad transmitida del haz) en términos de la
intensidad incidente de los rayos X (I,), el coeficiente de absorcion de masa (wp) y la

densidad, dado como resultado a ecuacion 4:

1= e 8 (4)
La importancia del coeficiente de absorcion de masa es la facilidad de absorcion de cada
material, esto se debe se genera una brecha entre la energia critica para la eyeccion de un
electron en la linea K y la variacién del material al absorber para formar una zona de
absorcion (Figura 2.24), en donde Ag,,, tiene una alta penetracion,  llamada dura, mientras
que la longitud de onda larga de los rayos X es facilmente absorbida, es decir, blanda (Cullity,
1956).
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Figura 2.24. “Variacion con la longitud de onda de la energia por cuanto de rayos X'y del

coeficiente de absorcién de masa del niquel” (Cullity, 1956).

La radiacion monocromatica en los experimentos de difraccion de rayos X es necesaria, por
lo que es necesario filtrar la radiacion que se obtiene de Ka,, Ka,y Kf3,, para esto se utiliza

un filtro que absorbe la radiacién K, para que este material funcione es necesario que tenga
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numeros atémicos 1 o 2. La diferencia entre usar el filtro se observa en la Figura 2.25
(Cullity, 1956).
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Figura 2.25. Diferencia entre un espectro sin filtro y otro con filtro (Cullity, 1956).

El filtro de suma importancia, por lo tanto Culity (1956) nos menciona que el “material del
filtro usualmente es usado en forma de laminas. Sino es posible obtener un material estable

en forma de laminas, el 6xido del metal también puede ser utilizado.” (p.p. 17).

Para la produccién de rayos X se necesitan tubos de rayos X (dicho con anterioridad), estos
son tubos de filamento inventados en 1913 por Coolidge consisten en un espejo sobre el cual
se aisla en anodo y cétodo, el anodo inicia con un bloque de enfriamiento de agua de cobre
que contiene el objetivo metalico insertado en el extremo, por otro lado el catodo es un

filamento de tungsteno (Figura 2.26) (Cullity, 1956).
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Figura 2.26. Vista interior de un tubo de rayos X (Cullity, 1956).

Primeramente el filamento es calentado por corriente eléctrica, esto lo lleva ala emision de

electrones que recorren rapidamente el tubo hasta llegar . al objetivo (Cullity, 1956).

El filamento esta rodeado por una pequefia copa metalica. que repele los electrones y asu vez

tiende a enfocarlos en una region cercana (punto focal). El punto focal emite rayos X en todas

direcciones; sin embargo al ser poco eficiente la emision de rayos X hace que la intensidad

de los haces sea més baja, lo que ha llevado-a diferentes soluciones, una de ellas es el tubo

de &nodo giratorio (Figura 2.27), el cual es un &nodo con rotacion que trae consigo el

objetivo, que lleva a una mayor entrada de energia sin necesidad de que el &nodo se caliente

excesivamente (Cullity, 1956).

electrons

X-TAYs

anode

electrons

Figura 2.27. Ejemplos de &nodos giratorios (Cullity, 1956).
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Para la deteccion de los rayos X normalmente se utilizan pantallas fluorescentes, las cuales
son una capa delgada de sulfuro de zinc con rastros de niquel, montadas en un soporte de
carton, esto ayuda a los rayos X, ya que al estar en contacto con el haz el compuesto emite
fluorescencia. Las peliculas fotograficas son otro tipo de detectores hechos de una capa
gruesa de emulsion de ambos lados para mejorar la absorcion total, sin embargo el tamafio
de grano se vuelve grande, lo que impide que se vena detalles finos y a su vez no soporta
mucha ampliacion. Por ultimo, los dispositivos de ionizacidn producen un gas con el que
miden la intensidad de los rayos X por la cantidad de ionizacion de este, lo que lleva a la

eliminacion de un electron de una molécula de gas y dejar un ion positivo (Cullity, 1956).

Juntando los dispositivos en uno sélo (Figura 2.28) se genera un-difractometro de rayos X
(Cullity, 1956) que sirve para analizar materiales con caracteristicas cristalinas a través de la
difraccion de rayos X en un solido, esto nos permite “identificar las fases cristalinas, defectos
estructurales, grado de desorden cristalino, < orientacion preferencial, tamafio de grano,

tensiones, entre otras propiedades (Dean, 1995).

detectar

Figura 2.28. Esquema de un difractometro de rayos X (Camposano & Martinez, 2000).

Para que el equipo pueda analizar una muestra, esta necesita estar en polvo en cantidades de

entre 1 mg y 10 mg (Guglielmi, Kickelbick & Martucci, 2014).
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El funcionamiento del difractometro de rayos X se basa en la ley de Bragg (representacién
gréfica en la Figura 2.29), que establece una relacion entre el angulo de difraccion (0), la
longitud de onda de los rayos X (1) y la distancia entre cada plano atémica de la red cristalina
(dpg), donde se cumple un orden de reflexion (n) de un ndmero entero mayor o igual a1
(ecuacion 5) (Cullity, 1956).

Figura 2.29. Representacion gréfica de la Ley de Bragg (Cullity, 1956).

Con la ecuacion 5 podemos determinar las distancias interplanares al despejar dy,, de la
ecuacion 5. Estos solamente dependen de la geometria de la celda unitaria, las intensidades
de los rayos X, del tipo de atomos del cristal y la ubicacion de estos en la celda unitaria
(Dean, 1995).

Los resultados obtenidos por esta técnica se representan en un difractograma de rayos X,
como se observa en la Figura 2.30, en los que se aprecian picos de diferentes intensidades
en funcion de un angulo 26 de difraccion, el patron es caracteristico de cada material (Cullity,
1956).
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Figura 2.30. “Patron de difraccion de rayos X tipico de hueso bovino desgrasado y

desproteinizado” (Londofio-Restrepo et al., 2019).

2.5.2 Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La técnica de caracterizacion FT-IR es una método utilizado para investigar la composicion
de la muestra por su versatilidad, ya que estd basada en la respuesta de las vibraciones
moleculares y atomicas con la presencia de radiacion infrarroja (Guglielmi, Kickelbick &
Martucci, 2014). Este funciona por el principio de Michelson (Figura 2.31), el cual nos dice
que si la radiacion golpea primero aun divisor o separador, divide el haz de luz en dos partes
iguales (espejo semireflejante). Posteriormente estos haces interfieren con otro divisor
después de haber sido reflejado por otros dos espejos en su viaje, uno que acomoda la
trayectoria del haz original (espejos mdviles) y otro perpendicular (espejo fijo). La muestra
a analizar es colocada en esta trayectoria, en donde méas adelante se encuentra un detector
infrarrojo que mide la superposicién de los dos haces en funcion del desfase o desfases del

espejo movil en su desplazamiento con respecto a la posicion intermedia (Smith, 1998).
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Figura 2.31. Esquema del interferometro de Michelson. (Jeronimo-Cruz, 2018).

Para un mejor entendimiento de la técnica se tiene que conocer que el espectro infrarrojo esta
dividido en tres regiones: de 14000 cm? a 4000 cm! se encuentra el infrarrojo cercano,
infrarrojo medio (aproximadamente 4000 cm! a 400 cmt) y el infrarrojo lejano. En donde
la region media es la utilizada para el estudio de las vibraciones fundamentales y su estructura

rotacional en la espectroscopia infrarroja (Guglielmi, Kickelbick & Martucci, 2014).

Las mediciones se realizan por absorcion o reflexion, ya sea por reflectancia difusa (DRS) o
reflectancia total atenuada (ATR), estos dos métodos utilizan la absorcion de radiacion
infrarroja que corresponden a las frecuencias de resonancia de cada modo vibracional de los
cristales o moléculas del material, esto es que en cada ocasion que el haz de luz atraviese o
se reflecter en la muestra (sélida o liquida) absorbiendo energia correspondiente a su
frecuencia resonante, las frecuencias no absorbidas se transmitirdn aun detector, permitiendo

la-identificacion de las frecuencias absorbidas (Guglielmi, Kickelbick & Martucci, 2014).

Para que la molécula muestre absorcion infrarroja debe tener cambios en sus dipolos
moleculares asociados a vibraciones y rotaciones de los grupos funcionales al momento de
interaccionar con la radiacion infrarroja. Las vibraciones se denotan como el cambio de
longitud de la union (estiramiento) o el angulo de la union (flexion), esto lleva a que las

moléculas puedan estirarse en desfase o fase (Ferrari, Giannini, Sideri & Zanette, 1985).
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Un ejemplo del espectro detectado por FT-IR se muestra en la Figura 2.32, en donde el eje
vertical grafica la transmitancia (%), mientras que el eje horizontal las longitudes de onda
infrarrojas expresadas en nimero de onda (cmt). Cabe destacar que si la transmitancia es del
100% significa nula absorcion por parte del material, ademds que cada patrén es

caracteristico de la molécula en su composicion total.
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Figura 2.32. Espectro infrarrojo del poliestireno (Smith, 1998).

2.5.3 Microscopia digital

El microscopio digital estd equipado de una camara digital que permite la captura de
imagenes de diferentes muestras, la importancia de la técnica es la visualizacién en tiempo
real con una pantalla incorporada en el equipo o transmitidas a una computadora (Wu,
Merchant & Castleman, 2010).

Generalmente este tipo de microscopios se componen de un modulo Optico de microscopia,
un. modulo de adquisicion de datos (el encargado del procesamiento de las imagenes) y un
modulo de control de software (Figura 2.33). El modulo optico es el encargado de la
microscopia de las imagenes, el modulo de adquisicion de datos registra las imagenes
producidas por el dispositivo de captura (por lo regular una camara digital), posteriormente
se transfieren a un ordenador a través de una interfaz de tarjeta gréfica o una interfaz USB,
mientras que el modulo de control de software controla todo el sistema, es decir, tiene control

sobre la captura de la imagen, el procesamiento y la medicion de imdgenes en tiempo real
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(usualmente se utiliza un televisor a color o un monitor) para el mejoramiento de la calidad
de ellas (Chen, Zheng & Liu, 2011).
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Figura 2.33. Esquema de los tres médulos que componen.a un microscopio digital (Chen,
Zheng & Liu, 2011).

La tecnologia utilizada en este tipo de microscopios genera un buen posprocesamiento de
imagenes, ya que los paquetes de software son especificos, dando una amplia funcionalidad
0 esquemas Utiles, lo que lleva a la deteccidn de geometrias simples y analisis sofisticado
para la identificacion de geometrias complejas, ademéas de segmentacion avanzada de
imagenes, deteccion de contornos y formas de objetos pequefios, categorizar secciones, entre
otra habilidades dependientes de cada software. Varios esquemas pueden utilizar
herramientas para generar diagramas de espectros, perfiles espectrales, el pseudo-color, la
forma de la superficie tridimiensional, etc., esto se logra al manipular los datos para poderlos
mostrar. en diferentes formatos (Chen, Zheng & Liu, 2011).

2.5.4- Dispersion de Luz Dinamica (DLYS)

La Dispersion de Luz Dinamica (ver esquema en la Figura 2.34) se utiliza para determinar
la distribucion del tamafio de pequefias particulas en una suspension (Berne & Pecora, 2000).
Sin embargo la técnica de DLS genera fluctuaciones temporales, estas se suelen analizar por
un método de autorrelacion de fotones o intensidad, en donde la funcion de autocorrelacion
(ACF, por sus siglas en inglés) generalmente decae desde el tiempo retardado cero, pero al

tener una dindmica mas rapida por las particulas pequefias, conduce a una veloz
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descorrelacion de la tasa de intensidad dispersa. La ACF es la transformacién de Fourier del
espectro de potencia, esto quiere decir que las mediciones de la Dispersion de Luz Dindmica
se pueden realizar también en el dominio espectral (Chu, 1970; Pecora, 1964).
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Solucién
Polimérica

Dispersion

de Luz Autocorrelador

| I(t\»\

? Digital
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Figura 2.34. Esquema del funcionamiento de DLS (Ruiz Bonilla, 2018).

El funcionamiento inicia con el disparo de un haz de luz monocromatico que pasa por un
polarizador y posteriormente por dentro de la muestra en donde la luz se dispersa pasando
por un segundo polarizador, en donde un fotomultiplicador recolecta la informacion vy la
proyecta en una imagen resultante que se conoce como patron moteado (Goodman, 1976)
(Figura 2.35).

Figura 2.35. Ejemplo de patrén moteado (Wissmann et al., 2006).

Cuando las moléculas de la solucion son golpeadas por el haz, difractan luz en todas
direcciones. La luz difractada interfiere constructivamente, generando una region clara, o

destructivamente, formando una region oscura. El proceso es repetitivo en intervalos de
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tiempo cortos, mientras que los patrones moteados resultantes son analizados por un
autocorrelacionador comparando la intensidad de la luz a lo largo del tiempo en cada punto.
Los polarizadores se pueden configurar para dos geometrias diferentes, una de ellas es la
geometria vertical (VV), en donde el polarizador permite que el haz de luz pase en la misma
direccion que el polarizador principal, mientras que en una geometria horizontal (\VH), el
segundo polarizador no permite que la luz viaje en la misma direccion que el haz incidente
(Goodman, 1976).

Los patrones de Dispersion de Luz pueden variar mucho dependiendo de la cantidad de
sustancia en la solucion y del tamafio de las moléculas que se analizardn (Goodman, 1976)
(Figura 2.36).
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(%) Time
\ J ¢
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Time

Figura 2.36. DLS de particulas grandes (parte superior) Yy particulas pequefias (parte
inferior) -(Guerrero et al., 2018).

2.5,5 ‘Microscopia electronica de barrido (SEM)

Actualmente se necesitan técnicas con mayor resolucion que los microscopios Opticos, esto
se debe a que este ultimo esta limitado por la longitud de onda de la luz (entre 400 nm y 700
nm), por lo que para observar objetos mas pequefios, especialmente a escala nanométrica, se
necesitan longitudes de onda mucho més pequefias, esto nos lleva a utilizar electrones (con
A entre 0.003 nm y 0.01 nm) (Hawkes & Spence, 2008).
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El microscopio electronico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) y el microscopio
electronico de transmision (TEM por sus siglas en inglés) surgieron como respuesta a la
problematica anterior (Hawkes & Spence, 2008). En donde el primero se utilizan
generalmente para la obtencién de imagenes superficiales de la morfologia del material,
mientras que TEM proporciona informacion detallada de las microestructuras que no pueden
ser vistas de manera superficial (Guglielmi, Kickelbick & Martucci, 2014; Hawkes &
Spence, 2008).

SEM funciona a través de un principio basico en el que al hacer incidir un haz de electrones
enfocados en la superficie de un sélido, estos interactan con el material tal que se producen
sefiales de electrones retrodispersados, los secundarios y Auger, -a su vez también emanan
fotones de fluorescencia de rayos X y fotones de varias energias que se recolectan en
diferentes detectores para que posteriormente sean procesados por una computadora y formar
una imagen (Skoog, Holler & Crouch, 2017).

Dos partes principales componen al microscopio electronico de barrido, las cuales son la
columna del microscopio Y el sistema electronico (Figura 2.37), la primera conforma de un
catodo, un cilindro Wehnel y un anodo (cafion de electrones), uno o dos lentes
condensadores, bobinas de escaneo para deflexion X, Y (dos pares de bobinas de deflexion

de haz), el objetivo y varias aperturas (Skoog, Holler & Crouch, 2017).
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Figura 2.37. Esquema del funcionamiento de SEM (Tare, Puli, Oros & Singh, 2009).

Secondary Electron
detector

En el extremo inferior de la columna del microscopio se encuentra la cdmara de la muestra y
los diferentes detectores para las sefiales que se emitan de la interaccion de los electrones con
la muestra (en la base). La columna del microscopio yla cdAmara de la muestra se encuentran
en ultra alto vacio para que los electrones viajen al catodo con la menor interaccion con el
medio (Hawkes & Spence, 2008).

El control y suministro de energia para la tension de aceleracion (entre 0.3 kV y 3 kV) del
microscopio.-son parte de su sistema electronico al igual que el condensador, las lentes
objetivas, el generador de escaneo y los amplificadores electronicos para las diferentes
sefiales ‘que se adquirirdn durante la técnica. Los microscopios electronicos de barrido
modernos utilizan como control un software de ejecucion especializado capaz de controlar
sus parametros, permitiendo la obtencion y almacenaje de imagenes digitales (Hawkes &
Spence, 2008).

2.5.6 Espectroscopia de Rayos X de Energia Dispersiva (EDS)
La Espectroscopia de Rayos X de Energia Dispersiva (EDS por sus siglas en inglés) es un
método de caracterizacion quimica o analitica de los materiales. Los sistemas de EDS estan
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generalmente conectados a un instrumento de microscopia electrénica, ya sea de barrido
(SEM) o de transmision (TEM) (Colpan et al., 2018).

Esta técnica de caracterizacion se basa en la emision de rayos X caracteristicos de la muestra,
es decir, un haz de particulas cargadas (protones o electrones) se enfoca en la muestra_a
estudiar. Esto significa que un electron de un nivel de enlace més alto cae en el agujero del
nlcleo y emite un rayo X con la energia de la diferencia de las energias de enlace del nivel
de electrones (Colpan etal., 2018).

La importancia de EDS es proporciona un espectro picos y de color de la composicidén

elemental de la muestra a estudiar (Colpan et al., 2018).

En la Figura 2.38 se puede observar un esquema sobre esta técnica.
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Figura 2.38. Esquema de un equipo de EDS conectado a un instrumento de microscopia
electronica (Colpan et al., 2018)
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3  HIPOTESIS

Mediante un proceso de deposiciébn en frio es posible el anclaje de semillas de BIO-

Hidroxiapatita sobre titanio poroso para la produccion peliculas delgadas nanocristalinas.
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4  OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Desarrollar un recubrimiento de BIO-Hidroxiapatita nanométrica de hueso trabecular de

bovino en titanio mediante un proceso de deposicion en frio a fin de obtener un buen anclaje

del bioceramico en el sustrato.

4.2 Objetivos particulares

1.

Obtener nano hidroxiapatita de hueso trabecular de bovino por.medio de un proceso
hidrotérmico y de calcinacion para la obtencion de agregados nanométricos.

Caracterizar los agregados de BIO-Hidroxiapatita por medio de técnicas
fisicoquimicas para determinar las propiedades y caracteristicas del refuerzo de la
pelicula.

Caracterizar el sustrato de titanio mediante -difraccion de rayos X para determinar la

composicion del material.

Modificar la superficie del titanio mediante Escritura de Laser Directa para obtener
la rugosidad en el material.

Caracterizar el sustrato de titanio “surcado por medio de microscopia electrdnica de
barrido para analizar los cambios morfoloégicos con respecto al sustrato inicial.
Desarrollar e implementar un recubrimiento en frio de BIO-Hidroxiapatita
nanométrica por medio la deposicién en frio para la corroboracion del método
desarrollado y posible implementaciones odontoldgicas.

Caracterizar las peliculas recubiertas a través de técnicas fisicoquimicas para estudiar

el anclaje de la nano BIO-Hidroxiapatita en el titanio.
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5 MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1 Materiales

Los materiales utilizados en el presente trabajo fueron:

e Agua destilada obtenida del Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada,
Universidad Nacional Autdnoma de México, Campus Juriquilla, Querétaro.

e Alcohol isopropilico (C3HsO), > 99.5% marca J.T. Baker.

e Hidroxido de potasio (KOH), > 84.0% marca SIGMA-ALDRICH.

e Hueso trabecular de fémur de bovino de la carniceria de Alvaro Obregén s/in de San
Juan del Rio, Querétaro.

e Titanio proveniente del estado de Michoacan.

5.2 Metodologia

5.2.1 Metodologia 1 (Nano BIO-Hidroxiapatita)

Para la obtencién de polvo de hueso de bovino se utilizo un pretratamiento de la metodologia
reportada por Ramirez-Gutierrez et al. (2017), mientras que para la obtencién de BIO-

Hidroxiapatita nanométrica se empled la metodologia de Zubieta (2020).
El proceso se explicard en dos etapas diferentes.

5.2.1.1 Obtencion de polvo de BIO-Hidroxiapatita
La obtencion del polvo de BIO-Hidroxiapatita sigue el diagrama de flujo de la Figura 5.1,
en donde a pesar de solo referirse a la limpieza primaria como subetapa, también se cataloga

a la trituracion, molienda y tamizado como otra.
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Limpieza primaria

Fémur de bovino
(hueso trabecular)

Limpieza manual del
tejido
Hidrotermal
Agua destilada, 100°C por4 h
Secado
A 90°C por 5 dias
Trituracion v molienda

Mortero y molino de anillos

Tamizado Caracterizacion

Malla 200 (74 pm) DRX
FT-IR
SEM

Figura 5.1. Diagrama de flujo de obtencion de BIO-Hidroxiapatita.

5.2.1.1.1 Limpiezaprimaria
Primeramente hacemos una limpieza primaria del hueso de bovino que se adquirio, teniendo
como objetivo conservar solo el hueso trabecular enforma de placas para que la limpieza sea

mas sencilla.

Se inicia con la remocion manual de toda la materia blanda. Para facilitar esta limpieza se
llevd a cabo una coccion por cuadruplicado en agua destilada durante 1 h, mientras se
cambiaba el agua destilada en cada repeticion. Terminando la coccion se removid de manera
completa todo el tejido blando restante visible en el hueso. Posteriormente se dejo secar al
en una incubadora marca MMM modelo Incucell IC 55 a temperatura constante de 90°C

durante 5 dias, para después realizar la molienda y tamizado (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Limpieza primaria: (a) Fémur antes de la limpieza y (b) hueso trabecular después

de la limpieza.

5.2.1.1.2 Trituracion, molienday tamizado

El hueso trabecular de bovino seco se trituro con la ayuda deun mortero metélico para rocas
en particulas menores a 5 mm, para después ser triturado  en un molino oscilatorio con anillos
de carburo de tungsteno Pulverisette 9 marca Laval Lab del laboratorio de molienda del
Centro de Geociencias de la Universidad Nacional Autdnoma de México, Campus Juriquil la,
Querétaro, con capacidad de hasta 80 g por carga por 3 minutos. Finalmente, se consiguio
polvo de hueso que fue tamizado en una malla ndmero 200, que permite el filtrado de

particulas menores a 74 u (Figura 5.3).

(O]

Figura 5.3. Obtencion de polvo: (a) Trituracion, (b) molienda y (c) tamizado.

5.2.1.2 Obtencion de BIO-Hidroxiapatita nanométrica
Para generar nanoparticulas de BIO-Hidroxiapatita con el polvo obtenido de la limpieza
primaria, se necesita pasar por una limpieza secundaria dividida en limpieza alcalina y

sonicacion (Figura 5.4).
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Limpieza secundaria

Limpieza alcalina

Desengrasar y desproteinizar

(KOH)

Disolucion a 1 M
Agitacion a 350 rpm a 90°C por 24 h

Enjuague, centrifugado y
secado

Caracterizacion

Agua destilada a 2500 rpm DRX
Secado por 48 h a 90°C FT-IR
SEM

Sonicacion

A 100 W por 10 min, 20 min,
30 min y 60 min

Caracterizacion

DRX
DLS
SEM

Figura 5.4. Diagrama de flujo

Hidroxiapatita.

5.2.1.2.1 Limpiezasecundaria

de obtencibn de agregados nanométricos de BIO-

El polvo obtenido-se procesa a una segunda etapa que consiste en dos subetapas.

5.2.1.2.1.1 Limpiezaalcalina

La primera parte de la segunda etapa inicia con mezclar el polvo de hueso en una disolucion

alcalina para desengrasarlo y desproteinizarlo (quitar grasas y proteinas), para esto se utilizo

una sal basica que contiene iones afines a la estructura de la BIO-Hidroxiapatita, esta es

hidroxido de potasio (KOH).

Se usaron 200 mililitros de agua destilada a los cuales se les agregd 11.2211 g de KOH,

obteniendo de esta manera una molaridad de 1 M para la disolucion. Posteriormente se

afiadieron 40 g de polvo de hueso (durante los enjuagados Yy centrifugados se puede perder

material).
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1. Se dejé la disolucién a una agitacion constante de 350 rpm por 24 h a 90°C y tapada,
en un agitador magnético Felisa modelo FE-310 (Figura 5.5a).

2. Se centrifugo el resultado del paso uno a 2500 rpm por 15 min utilizando una
centrifuga marca Rolco modelo CM 4080, para posteriormente enjuagarlo con agua
destilada. Para eliminar la mayor cantidad de alcalino en la limpieza el paso 2 se
repitio 10 veces (Figura 5.5(a-b)).

3. Finalmente, se secaron las muestras en una incubadora marca MMM modelo Incucell
IC 55 por 48 h a 90°C (Figura 5.5¢).

Figura 5.5. Limpieza alcalina: (a) Agitacion, (b) centrifugado, (c) enjuague Yy (d) secado.

5.2.1.2.1.2 Sonicacion

La realizacion de sonoquimica se hizo mediante un homogeneizador ultrasonico modelo
UP200HT marca-Hielscher usando un sonotrodo S26d7 de titanio y diametro de 7 mm. La
muestra se proceso a una potencia de 100 W durante 10 min, 20 min, 30 min y 60 min, en

donde:

1. Se utilizd un vaso de precipitados en el cual se agregaron 80 mL de alcohol
isopropilico y 1 g de polo de hueso trabecular de bovino desengrasado vy
desproteinizado (Figura 5.6a).

2. El vaso de precipitados se colocé en un bafio maria en frio con agitacion a 80 rpm en
el 10L Stirring Water Bath, serie SWB (Figura 5.6b).

3. Se armd el sonicador en un soporte universal (Figura 5.6c¢).

4. Empezo la sonicacion de 10 min (Figura 5.6d).
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5. Se tomaron 15 mL del resultado del paso cuatro y se siguié con los 10 min para la
segunda muestra (20 min), realizando el mismo procedimiento para los 30 min y 60
min (Figura 5.6e).

6. Finalmente, se decantaron y centrifugaron (centrifuga marca Rolco modelo CM
4080) las muestras resultantes (BIO-Hidroxiapatita nanométrica y- alcohol
isopropilico) desechado el solvente, para posteriormente secar las muestras en una
mufla eléctrica digital 12,3 L Felisa FE-361 a 120°C por 3 h (Figura 5.6f).

@»ﬁ

Figura 5.6. Obtencion de BIO-Hidroxiapatita nanométrica: (a) Disolucién, (b) bafio maria

en frio, (c) ultrasonido, (d) sonicacion, (e) muestreo y (f) secado.

5.2.2 Metodologia 2 (Grabado en titanio)
El titanio utilizado se obtuvo del estado de Michoacan. Primeramente se caracterizd por

medio de DRX para conocer su tipo. Posteriormente se grabo el titanio de seis maneras
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distintas, en donde la Unica diferencia es la cantidad de barridos entre cada muestra, es decir,

el nimero de veces que el laser realizo un trazado del punto A al punto By de regreso (ver

la Figura 5.8). Las cantidades de barridos fueron 1, 2, 3,4, 5y 10, los cuales se produjeron

por medio de Escritura de Laser Directa (DLW) mediante un laser marca HANS modelo

YLP-MDF-152 (Figura 5.9) a 50 W.

Surcos en el titanio

Titanio Caracterizacion

DRX

Escritura de Laser Directa

(DLW)
1,2, 3,4, 5v10 barridos

Caracterizacion

Microscopia digital
SEM

Figura 5.7. Diagrama de flujo de obtencion de los surcos en el titanio.

Figura 5.8. Linea seguida por el laser HANS modelo YLP-MDF-152.
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Figura 5.9. Se puede observar (A) el laser HANS YLP-MDF-152 y (B) la distancia del foco

a la muestra (403 mm).

5.2.3 Metodologia 3 (Recubrimiento de titanio con nano BIO-Hidroxiapatita)
Para el recubrimiento del titanio en con BIO-HAp se utilizd la solucion obtenida en la
metodologia 1, es decir, BIO-Hidroxiapatita nanométrica en alcohol isopropilico limpiada

por KOH y sonicada durante 60 min (muestra no decantada) (ver Figura 5.10.).

1. Conayuda de una pipeta graduada de 3 mL se tomaron los 0.5 mL de solucion (Figura
5.11a).

2. Cada una de las muestras de titanio tratadas por DLW se colocaron en un crisol de
porcelana, en donde se le deposito a cada una 0.5 mL de solucion (Figuras 5.11(b-
C)).

3. Posteriormente, el Ti con la solucion de nano BIO-HAp paso6 por un proceso termico
en una mufla eléctrica digital 12,3 L Felisa FE-361, la cual aumentaba 5°C cada
minuto hasta alcanzar los 500°C, para la muestra de titanio con 2 barridos (muestra
Ti HAp02), y los 720°C para las muestras de titanio con 3y 4 barridos (muestras Ti
HApO3 y Ti HApO4 respectivamente); donde se mantuvo por 3 h, posteriormente se

dejo enfriar por aire durante 4 h (Figura 5.11d).

63 |Pagina



Solucion de nano BIO-HAp
con alcohol isopropilico

Titanio tratado por DLW

Deposicion

Limpiada con KOH y
sonicada por 60 min

Titanio con2, 3y 4
barridos

0.5 ml de la solucion

5°C/min I

A mae i

500°C por 3 h para el composito

con titanio de 2 barridos y 720°C

por 3 h para los compositos con
titanio de 3 y 4 barridos.

/
Caracterizacion {9

-

Tratamiento térmico

Enfriamiento conaire 4 h

SEM
EDS

Figura 5.10. Diagrama de flujo del recubrimiento de titanio con nano BIO-HAp.

Figura 5.11. Recubrimiento de BIO-HAp en titanio: (a) Solucion de nano BIO-HAp con
alcohol isopropilico; (b) muestras de titanio tratado con 3 y 4 barridos; (c) deposicion en la

muestra de Ti con 2 barrido y (d) tratamiento térmico.

5.3 Técnicas de caracterizacion

Las muestras caracterizadas se muestran en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Muestras que se caracterizaron.

Material Muestra Caracteristica
Polvo en crudo de BIO-
HAD.
Polvo de BIO-HAp
B-KOH Unicamente  limpiado  por
KOH.
Polvo de. BIO-HAp con

B-KOH-10 limpieza alcalina y sonicado

B-RAW

por-10.-min.
BIO-Hidroxiapatita Polvo de BIO-HAp con
B-KOH-20 limpieza alcalina y sonicado
por 20 min.
Polvo de BIO-HAp con
B-KOH-30 limpieza alcalina y sonicado
por 30 min.
Povo de BIO-HAp con

B-KOH-60 limpieza alcalina y sonicado
por 60 min.
. Titanio sin ningun tipo de
Titanium _
tratamiento.
Ti1 Titanio tratado por DLW
|_
con 1 barrido.
L ) Titanio tratado por DLW
Titanio Ti-2 )
con 2 barridos.
Ti3 Titanio tratado por DLW
I_
con 3 barridos.
) Titanio tratado por DLW
Ti-4

con 4 barridos.
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Titanio tratado por DLW

Ti-5
con 5 barridos.
T Titanio tratado por DLW
I_
con 10 barridos.
_ Composito de Ti-2 con B-
Ti HApO02 .
KOH-60 calcinado. a 500°C.
Composito de titanio con BIO- _ Composito de Ti-3 con B-
S Ti HApO3 )
Hidroxiapatita KOH-60 calcinado a 720°C.
_ Composito de Ti-4 con B-
Ti HApO4

KOH-60 calcinado a 720°C.

5.3.1 Difraccién de rayos X (DRX)

Se utilizd la técnica de difraccidn de rayos X para determinar la composicion, estructura y
pureza del material del titanio, mientras que en la BIO-Hidroxiapatita se usé para determinar
las fases cristalinas y los cambios de la calidad del cristalina mediante el estudio del cambio
en la anchura a media altura (Full Width at the Half Maximum, FWHM). Todas las muestras
a caracterizar se colocaron densamente en un soporte de silicio modo zero background, en
tanto que los patrones de difraccién se obtuvieron mediante un difractometro de rayos X
Ultima 1V de la marca Rigaku (Figura 5.12), el cual funciona a 30 mA con una longitud de
onda de radiacién de CuKa de A = 1.5406 A y a 40 kV. Los difractogramas fueron tomados
de 5°a 80° utilizando la escala de 20 y un tamafio de paso de 0.02°. Las muestras estudiadas
fueron:

= Titanio: Titanium.
= Polvos: B-RAW y B-KOH.
» BIO-Hidroxiapatita nanométrica: B-KOH-10, B-KOH-20, B-KOH-30 y B-KOH-60.

No se caracterizaron las muestras de titanio tratadas por DLW ya que solamente se queria

conocer el tipo de Ti que se utilizbd en el trabajo.
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Figura 5.12. Difractometro de Rayos X marca Rigaku modelo: Ultima 1V.

5.3.2 Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Para la identificacion de los diferentes grupos funcionales que se encuentran en las muestras
de BIO-Hidroxiapatita nanométrica y nano hidroxiapatita sintética se realizd en un equipo de
IR modelo Spectrum Two de la marca Perkin Elmer (Figura 5.13) espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier. Se caracterizaron las muestras en forma de polvo mediante
reflexion total atenuada (ATR) con 32 repeticiones, en un rango de nimero de onda de 4000

cnm! a 600 cmr y resolucion de 2 'emrt. Las muestras estudiadas fueron B-RAW y B-KOH.

Se optd por solamente caracterizar estas muestras puesto que se quiso observar unicame nte

la forma en que beneficia la limpieza alcalina a la BIO-HAp en crudo.

Figura 5.13. Espectrofotémetro FT-IR-ATR de la marca Perkin Elmer modelo Spectrum

Two.
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5.3.3 Microscopia Digital

Para el analisis de rugosidad de las muestra de titanio poroso se utilizd un microscopio digital
de la marca Olympus modelo DSX510 (Figura 5.14). Para esto se traz6 una linea de 1 mm
de espesor perpendicular alos surcos formados por el laser ya que los parametros se calculan

sobre esta linea. En donde las muestras analizadas fueron Ti-1, Ti-2, Ti-3, Ti-4, Ti-5.y Ti-6.

Figura 5.14. Microscopio Digital Olympus DSX510.

5.3.4 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

El tamafio de particula se estudi6 mediante un analizador de tamafio de particula de la marca
Anton Paar modelo Litesizer 500 (Figura 5.15). Unicamente en las muestras de BIO-
Hidroxiapatita nanométrica - (B-KOH-10, B-KOH-20, B-KOH-30 y B-KOH-60) para
garantizar que através de la sonicacion se pueden obtener nanoparticulas de BIO-HAp. Estas
se midieron en una disolucion de alcohol isopropilico que fueron dispersadas en un bafio
ultrasonico Baku BK-9050 durante 5 minutos. Posteriormente se colocaron 2 mL de muestra
en una celda desechable (otorgadas por la compaiiia del analizador). Donde los parametros

observados se ajustaron automéaticamente por el software Kalliope, cambiando Unicamente:

= Solvente: Isopropanol.
o Indice de refraccion: 1.3772
o Viscosidad: 2.4 mPa-s

= Material: BIO-Hidroxiapatita.
o Indice de refraccion: 1.3772

o Absorcion; 0.1
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Figura 5.15. Analizador de tamafio de particula marca Anton Paar modelo. Litesizer 500.

5.3.5 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para los andlisis morfoldgicos se ocuparon tres diferentes ‘modelos de microscopios
electronicos de barrido. Para las muestras B-RAW y B-KOH se utilizd el microscopio
electronico de barrido JSM-6060 LV de la marca JEOL (Figura 5.16), en el cual las
mediciones se llevaron a cabo con un voltaje de 10 kV, mientras que las muestras se fijaron
en porta muestras de cobre con cinta de carbono cubiertas de una fina pelicula de oro, esto

Gtimo para promover la conduccion antes de realizar la caracterizacion.

Unicamente para observar la diferencia morfologica entre el polvo en crudo de BIO-HAp y

el resultado de la limpieza alcalina.

Figura 6.16. Microscopio electrénico de barrido, JEOL JSM-6060 LV.
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Sin embargo, para las muestras de BIO-Hidroxiapatita nanométrica (B-KOH-10, B-KOH-
20, B-KOH-30 y B-KOH-60) la caracterizacién se realizd a través del microscopio
electrénico de barrido JEOL JSM-7401 F (Figura 5.17) empleando un voltaje de 2kVy 5 kV
para la BIO-HAp, en tanto que las muestras se colocaron en un pedazo de silicio cristalino
montado sobre el porta muestras del microscopio mediante una gota de pintura de plata, esto

se debe al alto voltaje con el que se trabajo.

Con el objetivo de observar con una mayor claridad las nanoparticulas -y aglomerados de
nano BIO-HAp conseguidos como resultado de la sonicacion de muestras limpiadas por
KOH.

Figura 5.17. Microscopio electronico de barrido, JEOL JSM-7401 F.

Por Gltimo, se utilizd. un-microscopio electrénico de barrido de alta resolucién (HR-SEM, por
sus siglas en inglés) de marca Hitachi modelo SU8230 (Figura 5.18) para caracterizar las
muestras de titanio poroso y el compédsito entre la BIO-Hidroxiapatita y el titanio poroso, ya
que era de-mayor interés tener una mejor resolucion a fin de realizar un mejor anélisis para
la-porosidad del titanio y el anclaje de las semillas de nano BIO-HAp. Las muestras se
montaron sobre un porta muestras de aluminio y se pegaron con una cinta de carbon. El
voltaje de aceleracion utilizado para el estudio fue de 15 kV y 20 kV. Se identificaron como
Ti-1, Ti-2, Ti-3, Ti-4, Ti-5, Ti-6, Ti HAp02, Ti HAp03 y Ti HApO4.
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Figura 5.18. Microscopio electronico de barrido, Hitachi SU8230.

5.3.6 Espectroscopia de Rayos X de Energia Dispersiva (EDS)

El andlisis elemental para estudiar de una mejor manera el anclaje de la BIO-Hidroxiapatita
en el titanio se hizo utilizando el equipo de EDS/ Bruker X Flash 6/60 acoplado a un
Microscopio Electrénico de Barrido de Emision de Campo de catodo frio Hitachi SU8230
(Figura 5.18) operando a 20 kV. Las muestras Se montaron sobre un porta muestras de
aluminio y se pegaron con una cinta de carbon.

Los elementos identificados fueron-eltitanio, ya que es el material arecubrir, fosforé y calcio,
al ser los que tienen mayor concentracion en la BIO-HAp, y oxigeno, este Gftimo ya que
también tiene gran presencia en el ceramico y posiblemente en el titanio surcado. Se
identificaron las muestras Ti HApO2, Ti HApO3 y Ti HApO4.
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6 RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Difraccion de rayos X (DRX)

Primeramente, se caracteriz el titanio (muestra Titanium) originario de Michoacan para
determinar el tipo de Ti. La difraccion de rayos X arrojé informacion para conocer -la
estructura del cristal y fases cristalinas, tal cual y se observa en la Figura 6.1. La muestra se
identifico con las cartas ICDD (International Center for Difffraction Data) No. 00-044-1288
(titanio en fase ), No. 00-044-1294 (titanio en fase a) (Da Silva et al., 1999) y No. 04-020-
7055 (equivalente a una aleacion entre titanio, aluminio y vanadio), por lo que asegura que
es titanio quirargico de grado 5 (Ti-6Al4V) (Da Silva et al., 1999), el cual tiene un UNS de
R56400 (Unified Numbering System). A su vez, el Ti-6Al4V es una aleacion de titanio o-f3
compuesto principalmente (en peso) de titanio, 6% de aluminio, 4% de vanadio, un maximo
de 0.25% de hierro, un méximo de 0.10% de carbono, un méximo de 0.02% de nitrégeno,
0.015% méximo de hidrogeno, un maximo residual de cada uno de 0.10% y un maximo
residual total de 0.40% (ASTM, 2013).

La muestra presenta una sefial bastante ruidosa, esto se atribuye a ruido instrumental.

72| Pagina



J et Tintanio Quirargico Grado 5 (Ti-6A1-4V)
_ = s | C DD card 04-020-7055 Ti—Al-V
= | CDD card 00-044-1294 Ti,
A & we |CDD card 00-044-1288 Tig
1 2
) 3 & S
* 1 2 > <
S : 1 :‘ ;
S - o 1 e ; :
= . §° , 2 :'_' |
< A v z 3 [ A
= R 1 :— 3 ’ :l
= i | ~ ¥ -
- -1 1 i § E &
2 : 1 i 1 of nZ
8 - ' sy § ! “\ .: 4=
o - - ey
.E . — \ V\I z :I : 3
- 1 = 1 -
| - ]
— y | g R ] : '
i ' 2 1,
b ' | 1 a V
1 ! 1! ’ - T
J £ . " ot i
= | 1 1 L1l
1 1 1
| Y S | 1 | 1 111
v I I - 1 8 1 1
30 40 50 60 70 80

20 (Grados)
Figura 6.1. Difractograma de titanio quirtrgico grado 5 (Ti-6Al-4V).

Por otro lado, la difraccion de rayos X de BIO-Hidroxiapatita en crudo y a la que se le hizo
la limpieza alcalina, B-RAW.y B-KOH respectivamente, arrojo informacion con la que se
verifica la fase cristalina “de las muestras que se identificaron con la carta del ICDD No. 00-
009-0432, en donde se puede observar que los picos de mayor intensidad fueron los planos
(002), (211), (300) y (310). Las muestras presentan ruido generalmente propias de la fase
organica (Jeronimo-Cruz, 2018). Aunque también puede atribuirse a un efecto de
fluorescencia 'y dispersion por el tamafio de los granos de la BIO-HAp (Londofio-Restrepo,
etal., 2019). La muestra B-RAW es la que manifiesta mayor contribucién de la fase organica.
Con la aplicacion del tratamiento alcalino se puede observar el incremento de intensidad en
los picos de los planos (002), (211), (300) y (310), lo que indica una disminucion de la materia
organica, por lo que los cristales de hidroxiapatita se podrian apreciar con mayor facilidad y

observarse posibles aglomeraciones (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Difractograma de las muestras: B-RAW y B-KOH.

En la Figura 6.3 se observan las muestras que se sonicaron a diferentes tiempos, en donde se
pudo identificar la misma_fase de hidroxiapatita utilizando la misma carta ICDD (00-009-
0432) que las muestras: B-RAW y B-KOH. En donde podemos observar que los picos de
mayor intensidad siguen siendo los planos (002), (211), (300) y (310). Sin embargo, a
comparacion de la Figura 6.2, los que se muestran en la Figura 6.3 son mas limpios en virtud
a que la-sonicacion puede afectar la materia organica residual al reducirla parcialmente
debido a los procesos de cavitacion (como se muestra en la seccién 6.2). Igualmente, se
podria atribuir el incremento de intensidad a la aglomeracion y mejor apreciacion de los

cristales de hidroxiapatita.
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Figura 6.3. Difractograma de las muestras: B-KOH-10, B-KOH-20, B-KOH-30y B-KOH-
60.

En la Figura 6.4 se muestra el cambio de la anchura a media altura (FWHM) del pico que
esta alrededor de 25.905° que corresponde al plano (002) para cada uno de los patrones de
DRX. Este valor se usa cominmente para determinar la calidad cristalina de un material, en
donde los valores altos estan relacionados con una deficiente calidad cristalina o presencia
de fases amorfas (Londofio-Restrepo et al., 2020). Sin embargo, como se vera en secciones
posteriores (secciones 6.4y 6.5), los cristales de hidroxiapatita de hueso trabecular de bovino
son nanométricos. De acuerdo con Pinna (2005), cuando aumenta el tamafio del cristal los
picos de difraccion se hacen méas estrechos, como es el caso de la hidroxiapatita después de
la limpieza alcalina, como se mostrard en SEM. A su vez, Londofio-Restrepo, et al. (2019)
también lo demostraron a traves de una simulacion utilizando el software PDF-4, en la
pequefios incrementos de tamafios en los cristales producen cambios drasticos en la forma y

ancho de los picos de difraccion.
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El cambio significativo del FWHM entre las muestras B-RAW y B-KOH corresponde a la
remocion parcial de la materia organica debido a la limpieza alcalina. Mientras que las
muestras que ademas de ser limpiadas fueron sonicadas durante 10 min, 20 min y 30 min son
estadisticamente iguales, es decir, no existe un cambio aparente al tamafio de particula. Por
lo que se puede decir que el tamafio de cristal se mantiene de dimensiones nanomeétricas 'y
solo se siente afectada la materia organica; a su vez, el cambio en la grafica mostrada en la
Figura 6.4 entre la muestra B-KOH y las muestras sonicadas hasta los 30 min se podria
argumentar al tomar como microparticula el aglomerado de nanoparticulas existentes en estas
muestras. En tanto que en B-KOH-60 se observa un aumento del valor de la anchura a media
altura, debido a que el tamafio de la hidroxiapatita es nanométrico, por lo que se puede colegir
que en este punto el proceso de sonicacion y la limpieza con KOH afecto directamente el

tamafio de particula.
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Figura 6.4. Calculo de FWHM del plano (002) de todas las muestras de BIO-HAp.

6.2 [Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
El analisis de espectroscopia infrarroja se utiliza para indicar los grupos funcionales y poder

identificar un material. Ademéas, se logra identificar la remocion parcial de componentes
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organicos. Lo que lleva a utilizar esta técnica para descubrir los cambios en las bandas

caracteristicas que se generaron en el proceso de limpieza.

En la Figura 6.5 se observan los espectros de las muestras de hidroxiapatita B-RAW y B-
KOH, en donde se pueden observar los distintos enlaces presentes en las muestras. En la
Tabla 6.1 se aprecian las bandas obtenidas en el andlisis con su respectiva identificacion,
asignacion, ubicacion vy referencia, esta Ultima se utiliza para encontrar en la literatura el

nombre del grupo funcional de cada banda.
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Figura 6.5. Espectros de infrarrojo de HAp B-RAW y B-KOH.

Con respecto la identificacién, se puede encontrar el grupo carbonato (CO32" v3as) que
funciona como un ion sustituyente en la estructura de las hidroxiapatita (Londofio-Restrepo,
etal., 2016), tal cual y se muestra en las bandas F, Gy L. De igual modo, los grupos fosfatos
caracteristicos de las hidroxiapatitas estan representados por las bandas I, J y K (Londofio-
Restrepo, et al., 2016).
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Tabla 6.1. Posiciones de las bandas de espectroscopia infrarroja en hidroxiapatita.

Grupo Numerodeonda  Numero de onda
Asignacion Referencias
Funcional (cm)* (cm )R

3584, 3611 Giordanino, etal, 2014

3100-3400 Jeronimo-Cruz, 2018
O-H (Absorcion

‘ ) v (4)3100-3400 2t 3360 Londofio-Restrepo, Zubieta-Otero, Jeronimo-Cruz,
e H;O
Mondragon & Rodriguez-Garcia, 2019
3367 Bahrololoom, et al. | 2009; Shaltout, etal , 2011
C-H v (B)2924° 2925.2854  Hawkes, etal , 2008
C-H v (C)2851° 2953,2850  Hou, etal, 2009
1642 Hawkes, etal , 2008; Hulbert, etal , 1972
Amida I (C=0) (D) 16392 ‘
1670 Hernandez-Gil, etal , 2006
Amida IT (E)1547ab 1543 Hawkes, etal , 2008
1417 Hernandez-Gil etal | 2006
(F) 14482t
1454,1412 Hawkes, etal., 2008
COs™ Vias
1412,1460  Hou, etal 2009
(G)14144ab
1430,1457 . Hulbert etal 1972
Amida IT & 1T - (H)1240°% 1240 Tijima, Du, Abbott, Doi & Moradian-Oldak, 2006
, (1) 10967t 1088,1014 Hawkes, etal , 2008
PO s
(Jy10174k 1043 Hou, et al., 2009
962 Hernandez-Gil, et al., 2006
P043' V1 (K-J 959ak
960 Hawkes, etal., 2008; Hou, etal., 2009
871 Hernandez-Gil, etal., 2006
CO,*- Vau (L)8704t 872 Hawkes, etal. 2008
875 Hulbert, etal., 1972

* Este trabajo: a.- B-KOH. b.- B-RAW. R: Referencias.

Modos vibracionales: v = tension.

La presencia de agua (grupo hidroxilo: O-H) es adquirida por la absorcién de la humedad
ambiental en las muestras B-RAW y B-KOH, este grupo funcional vine dado por la banda A.
En la muestras de hidroxiapatita obtenida de manera bioldgica, las bandas B y C
corresponden a los grupos alcanos relacionados con los lipidos derivados del huésped
(bovino), los cuales se atentan con la limpieza. Otras bandas que se deben eliminarse o
reducirse ademas de las C-H (indicadas por By C), son las relacionadas con los grupos amida
I, amida Il'y Il (correspondientes a D, E y H); donde la Unica que desaparece por completo
gracias al tratamiento alcalino de hidroxido de potasio es la banda H; mientras que las bandas
D y E solamente reducen su intensidad, esto debido a que la limpieza alcalina solamente

removio parcialmente de materia organica.
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6.3 Microscopia Digital

Por microscopia digital se puede observar como aumenta la rugosidad conforme al ndmero
de barridos (Figura 6.6), esto lleva a que el titanio tenga irregularidades en su superficie, las
cuales a su vez promueven la adhesion (Zhai etal., 2016). Sin embargo, la rugosidad llega a

formar sitios de nucleacion de grietas o corrosion (Zhai et al., 2016).

El aumento de rugosidad que tiene el Ti-6Al-4V conforme va creciendo el nimero de
barridos es de manera exponencial (se utilizo el modelo Exp3P2 de Origin 2018, donde arrojé
una R? = 0.9947) (ver Figura 6.6), lo que implica que después de varios barridos el material

comenzara a fracturarse.

Al observar la Tabla 6.2 se puede argumentar que el incrementode la rugosidad del primer
al segundo barrido es significativo, lo que llevaria a suponer que la creacion de fracturas
empezard desde los 2 barridos. A la par, la tendencia exponencial de la grafica de la Figura
6.6 sugiere la creacion de grietas o corrosion a partir de los 3 barridos. Sin embargo, este

estudio no es suficiente para determinar- esté cambio morfologico.

9 == Modelo Exp3P2

Rugosidad (pm)

T T T I I T

li-1 Ii-2 Ii-3 I'i-4 Ti-5 li-6

Muestras

Figura 6.6. Aumento exponencial de la rugosidad con respecto a las muestras a diferentes
recorridos.
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Tabla 6.2. Rugosidad respectiva para cada muestra del titanio quirdrgico de grado 5.

Muestra Nume-ro de Rugosidad (um)
barridos
Ti-1 1 1.516
Ti-2 2 2.152
Ti-3 3 2.214
Ti-4 4 2.880
Ti-5 5 4.887
Ti-6 10 8.503

6.4 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)
Verificada la remocion parcial de materia organica por medio del tratamiento alcalino, los
polvos sonicados a 10 min, 20 min, 30 min y 60 min se analizaron mediante Dispersion

Dindmica de Luz (DLS) para medir el tamafio de particula.

En la Figura 6.7a se puede apreciar una tendencia decreciente mientras el tiempo de
exposicion aumentaba, es decir, un-menor tamafio de particula. Mientras que a los 10 min el
tamafio promedio de las muestras oscila entre los 260 nm y 280 nm, a los 60 min esté en el
rango de los 160 nm. Sin embargo, estos valores son estimados, esto se debe a que no son
particulas parcialmente esféricas o totales, por lo que en algunas muestras (B-KOH-10y B-
KOH-20) en algunos puntos son multimodal (Figura 6.7(b-c)) a pesar de que la intensidad
de distribucién se mantiene en los rangos de valores. En tanto las muestras de la Figura 6.7(d-
e) presentan un patron mononodal, dicho de una mejor manera, al aumentar el tiempo de
exposicion podemos encontrar tamafios hacia valores esféricos, por lo que el radio

hidrodindmico tiende a ser ideal.

A su vez, estas Ultimas muestras presentan una polidispersidad baja, esto debido a que los
valores del diametro describen una amplitud estrecha en una regién de la distribucion

gaussiana. Con lo que podemos concluir que existen una gran variedad de tamafios que van
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desde los 150 nm y 280 nm, por lo que obtuvieron semillas de nano bio-hidroxiapatita
(Figura 6.(7d-e)).
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Figura 6.7. (a) Diametro de particula de B-KOH: (b) B-KOH-10, (c) B-KOH-20, (d) B-
KOH-30y (e) B-KOH-60.
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6.5 Microscopia electronica de barrido (SEM)
La caracterizacion morfoldgica para el titanio quirirgico de grado 5 surcado que se realizo
mediante microscopia electronica de barrido de alta resolucion permitid6 observar el efecto

de la rugosidad sobre la superficie del material con respecto al nimero de recorridos.

Se puede observar la creacion de surcos en el material con el aumento de barridos en el
material (Figura 6.8). Mientras que con 1 barrido (Figura 6.8a) solamente se empieza a
fundir el material y formarse una superficie llena de irregularidades, al aumentar este nimero
se puede ver una clara formacion de fracturas a lo largo del Ti-6Al-4V (Figura 6.8(b-f)),
ademés de una evidente corrosion en el titanio quirdrgico a los 3 barridos como se muestra

encerrada de color rojo en la Figura 6.8c y un surco mas definido a los 10 barridos (Figura
6.8f).

Asimismo, se podria argumentar la generacion de dioxido de titanio (TiO2), ya que durante
el proceso de DLW no existio un atmosfera controlada, lo que llevo a la formacion de
pequefias burbujas perceptibles, encerradas en color amarillo, a lo largo de los diferentes
barridos (Figura 6.8).
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Figura 6.8. Imagenes HR-SEM, donde se puede ver la corrosién encerrada en color rojo y el
TiO2 marcada en amarillo. (a) 1 barrido, (b) 2 barridos, (c) 3 barridos, (d) 4 barridos, (e) 5
barridos y (f) 10 barridos.

Por otro lado, en las muestras de BIO-Hidroxiapatita (Figura 6.9) através de SEM se observa
que la limpieza alcalina con hidroxido de potasio es eficiente en la remocion de materia
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organica, esto se debe a que en la muestra B-RAW (Figura 6.9(a-b)) se tiene una capa de
material organico, asi como varias capsulas de lipidos adheridas ala superficie. Sin embargo,
el ejemplar de la muestra B-KOH (Figura 6.9(c-d)) la parte organica se ha eliminado
parcialmente, dejando apreciar de mejor manera los granulos de hidroxiapatita. El tener una
estructura porosa a la hora de la sonicacion puede favorecer a la cavitacion, esto se debe a
que las burbujas pueden ingresar dentro de los poros con mayor facilidad, dejando una
explosion sénica mas eficiente para disminuir el tamafio de particula. Mientras que el
contratiempo seria que la limpieza alcalina de KOH puede ser demasiado agresiva y por lo
tanto afectar los cristales en su estequiometria quimica.

A su vez, la Figura 6.9d confirma lo mencionado en la seccion 6.1, en donde atribuimos el
incremento de intensidad de los picos de DRX a la aglomeracion y mejor apreciacion de los

cristales de hidroxiapatita.

X1y008 18 0m

Figura 6.9. Imagenes SEM (a-b) B-RAW vy (c-d) B-KOH.
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En la Figura 6.10 se pueden observar las micrografias de las muestras sonicadas, las cuales
fueron obtenidas con electrones secundarios (SE) para tener una mejor informacion
topografica. De la misma manera, se puede divisar como el proceso de sonicacion va
degradando las particulas grandes en particulas mas pequefias en funcion del tiempo de
exposicion en el sonotrodo, en donde se aprecian particulas grandes y una especie de polvo
alrededor de ellas, estas Ultimas son particulas de menor tamafio. Sin embargo, la existencia
de cUmulos de nanoparticulas (Figura 6.10(a-f)) promueven un pico de difraccion mas
delgado (Figura 6.3), corroborando lo mencionado en la seccion 6.1 con respecto al analisis
de DRX y FWHM, es decir, las particulas estan aglomeradas, se pueden apreciar los cristales
con mayor facilidad y el ataque generado por el sonotrodo es meramente hacia la materia
organica reduciendo el tamafio de particula, manteniendo el tamafio del cristal en forma
nanométrica. Por otro lado, en la exposicion a 60 min-(Figura 6.10(g-h)) a pesar de que se
observa un aglomerado de nanoparticulas de BIO-HAp que evidencia la porosidad generada
en el polvo de B-KOH sirve para obtener tamafios de particulas menores como se aprecia en
la seccidén 6.4. A su vez estas Ultimas presentan la singularidad de tener dimensiones entre
valores macrométricos y nanométricos, -por lo que se puede catalogar lo obtenido como
nanoparticulas, ya que al menos poseen una dimensién de entre ~1 — 100 nm, redefiniéndo las
como nanoparticulas de BIO-Hidroxiapatita y asimismo confirmar el motivo por el cual el

valor de FWHM a este tiempo de sonicacion aumenta.
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Figura 6.10. Imagenes HR-SEM (a-b) B-KOH-10, (c-d) B-KOH-20, (e-f) B-KOH-30y (g-
h) B-KOH-60.
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Por dltimo, en la Figura 6.11 podemos ver las micrografias de alta resolucién del compdsito
entre el Ti-6Al-4V vy las semillas de nano BIO-HAp. Donde se puede apreciar que en la
muestra Ti HApO2 (Figura 6.11(a-b)), calcinada hasta 500°C, el bioceramico depositado no
presenta algin fendmeno de coalescencia; sin embargo, ingresa a lo més profundo del titanio
quirdrgico grado 5. Por otro lado, para las muestras en donde se alcanzaron los. 720°C,
temperatura a la cual coalesce la BIO-HAp, (Figura 6.11(c-f)) es posible notar un mejor
anclaje, ya que el deposito ingres6 hasta la parte mas profunda de los surcos; a suvez, existe
un mejor recubrimiento, es decir, mas homogéneo, debido a la coalescencia del material, esto
es debido al aumento en el tamafio del cristal. Sin embargo, la diferencia entre la muestra Ti
HApO3 (Figura 6.11(c-d)) y Ti HAp04 (Figura 6.11(e-f)) es que a esta Ultima al ser su
superficie un poco mas rugosa y con surcos mejor definidos, el bioceramico encontré mas

puntos de anclaje.

Asimismo, se observa que cuando el bioceramico fue llevado hasta los 500°C la morfologia
de sus nanocristales se asemeja a agujas (Figura 6.11b); sin embargo, cuando alcanzan los
720°C cambia para ser similares a los de placas finas y delgadas (Figura 6.11(d, f)), por lo
que se puede concluir que esta dlftima forma crece de manera preferencial hueso y esta
compuesta por nano agujas, -tal cual lo mencionan Londofio-Restrepo, Jeronimo-Cruz,
Millan-Malo, Rivera-Mufioz & Rodriguez-Garcia (2019). Este cambio podria deberse a la

coalescencia junto con.una mejora de calidad cristalina de la BIO-HAp.

A su vez, el incremento de tamafio en los cristales de BIO-HAp que se percibe entre la
muestra Ti HApO3 (Figura 6.11d) y la Ti HApO4 (Figura 6.11f) puede ser a que al ser mas
rugosa la muestra con 4 barridos y con surcos mas definidos los puntos de anclaje sean menos
estrechos, esto debido a que si el espacio de anclaje es mayor la cantidad de nano cristales de
BIO-Hidroxiapatita aumentara en esa zona; al mismo tiempo, los nano cristales tendrdn més
libertad de interactuar cuando se incremente la temperatura. Por lo que la coalescencia se
desarrollara entre los nanocristales con mayor facilidad, haciendo que sus dimensiones
aumenten mas en comparacion del deposito realizado en el titanio con 3 barridos. Por lo que

se genera un recubrimiento m&s homogéneo.
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Figura 6.11. Imagenes de HR-SEM (a-b) Ti HAp02, muestra calcinada a 500°C, (c-d) Ti
HApO03, muestra calcinada a 720°C y (e-f) Ti HApO4, muestra calcinada a 720°C.

6.6 Espectroscopiade Rayos X de Energia Dispersiva(EDS)
Para reforzar el andlisis de SEM sobre el anclaje de la BIO-HAp en el titanio quirdrgico

grado 5 se realizd EDS.
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Comenzando, podemos observar en la Figura 6.12a que existe una gran concentracion de Ti,
Ca, Py O en una de las secciones mas profundas del compédsito (Figura 6.13b). El anclaje
que se obtuvo es efectivamente de BIO-HAp, esto se comprueba al observar que el espectro
de calcio y fosforo estan en el mismo sitio, ya que estos son los que se encuentran con mayor
concentracion dentro del bioceramico (Figura 6.12(c-d)). Por otro lado, el oxigeno- (Figura
6.12e) se encuentra disperso tanto en las secciones de la BIO-Hidroxiapatita y el titanio
(Figura 6.12f), es decir, al encontrarse en el primero se refuerza el hecho de la presencia de
este material; sin embargo, al encontrarse en el segundo significaria -que al momento de
realizarse los surcos en una atmosfera no controlada se formo TiO2, demostrando lo dicho en
la seccion anterior. Asimismo, se observa que el biocerdmico esta disperso debido a que el
material no coalescio (Figura 6.12f).
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Figura 6.12. EDS de la muestra Ti HAp02. (a) Espectro de todos los elementos identificados,
(b) imagen de HR-SEM de donde fue tomado el espectro, (c) espectro elemental del calcio,
(d) espectro elemental del fosford, (e) espectro elemental del oxigeno y (f) el espectro

elemental del titanio.

Siguiendo con la muestra Ti HApO03, a simple vista se percibe que las placas estan
conformadas por Ca, P y O, mientras que su alrededor es titanio (Figura 6.13a) en una
seccion profunda del compdsito (Figura 6.13b).
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Al igual que en la muestra anterior se percibe que el espectro del calcio y fosforo estan en
los mismos puntos (Figura 6.13(c-d)), asu vez que el oxigeno (Figura 6.13e) esta distribuido
tanto en la BIO-HAp como en el Ti (Figura 6.13f), por lo que también se puede concluir que
existe presencia de TiO2. A pesar de ello, lo mas significativo es que el bioceramico ya no
esta disperso, sino que se encuentra aglomerado en puntos muy especificos y con mayor
concentracion, esto debido a la formaciébn de placas (Figura 6.13b) a causa de la

coalescencia, tal cual y se muestra en la Figura 6.13f.
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Figura 6.13. EDS de la muestra Ti HAp03. (a) Espectro de todos los elementos identificados,
(b) imagen de HR-SEM de donde fue tomado el espectro, (c) espectro elemental del calcio,
(d) espectro elemental del fosford, (e) espectro elemental del oxigeno y (f) el espectro

elemental del titanio.

Similar al compésito Ti HApO03, en la muestra Ti HApO4 se observan con mayor detalle las
fronteras entre las placas de BIO-HAp vy el titanio, siendo mas definidas (Figura 6.14a);
especialmente en esta seccion (Figura 6.14b). Por lo tanto, no es de extrafarse que los
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espectros de Cay P coincidan de mejor manera que en las muestras anteriores (Figura 6.14(c-
d)). De la misma manera, el espectro oxigeno (Figura 6.14e) nos ayuda a corroborar que el
deposito realmente es de BIO-Hidroxiapatita y que al no tener una atmosfera controlada
durante el DLW hizo que se formard didxido de titanio al estar en el mismo lugar que el
espectro de calcio, fosforo y en algunas zonas del Ti (Figura 6.14f). Sin embargo, se puede
apreciar que en este recubrimiento existe una mejor aglomeracién entre los cristales de nano

BIO-HAp y por ende menos disperso (Figura 6.14(b, f)).
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Figura 6.14. EDS de la muestra Ti HApO4. (a) Espectro de todos los elementos identificados,
(b) imagen de HR-SEM de donde fue tomado el espectro, (c) espectro elemental del calcio,
(d) espectro elemental del fosford, (e) espectro elemental del oxigeno y (f) el espectro

elemental del titanio.
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7 CONCLUSIONES

El proceso alcalino utilizado en la metodologia para limpiar la BIO-Hidroxiapatita
por medio de hidroxido de potasio removié parcialmente la materia organica propia
de la matriz del hueso trabecular de bovino, tal cual y se aprecia en la andlisis de
espectroscopia infrarroja con atenuacion en las bandas relacionadas conlas proteinas
y grasas.

Se demostr6 que la sonicacion disminuyd el tamafio de particula mediante la
exposicion de 10, 20, 30, 40y 60 min a 100 W mediante el calculo de dispersion de
luz dindmica con el radio hidrodindmico. A su vez, se demostrdé que la cavitacion
degrada el ceramico en nanoparticulas conforme al tiempo de exposicion hasta el
punto en el que se empiezan a aglomerar, tal cual y se muestran en las micrografias.
Por medio de las microscopias electrénicas: de barrido se aprecia como la limpieza
alcalina hace poroso al material ayudando al proceso de cavitacion.

Se identificd por medio de la carta del ICDD No. 00-009-0432 la Unica Yy principal
fase de hidroxiapatita mediante difractogramas, por lo que se demuestra que la BIO-
Hidroxiapatita obtenida en este trabajo puede ser utilizada para cirugias e implantes,
ya que esta carta es utilizada para identificar hidroxiapatita a fin de ser empleada en
estas aplicaciones; tal-cual y lo menciona la norma 1SO 13779-6:2015.

Ademas, por medio del FWHM se demostré como el caracter nanométrico de la BIO-
HAp vy sus aglomerados de nanocristales que se comportan como un material en bulto
afectan a los difractogramas.

Se corrobora el uso de titanio quirdrgico grado 5 en el composito por medio de un
difractograma, el cual fue identificado con el uso de las cartas ICDD No. 00-044-
1288, No. 00-044-1294 y No. 04-020-7055 correspondientes al titanio fase 3, titanio
fase oy una aleacion entre titanio, aluminio y vanadio respectivamente.

Se demuestra la creacion de porosidad en titanio quirirgico grado 5 desde el primer
barrido realizado con DLW a partir de las microscopias. Sin embargo, la formacién
de TiO2 en la base del compdsito se debid a que no se tuvo una atmosfera controlada

durante el proceso de la técnica.
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Asimismo, la creacion de fracturas y corrosion en el Ti-6Al4V se generan a partir de
dos barridos, mientras que los surcos totalmente definidos se forman hasta los 10
barridos, como se muestra en el analisis de HR-SEM.

El aumento exponencial de la rugosidad que expone la microscopia digital en el
titanio quirdrgico de grado 5 es debido a la formacién de fracturas y corrosion en el
material.

La deposicion en frio de BIO-Hidroxiapatita en titanio quirdrgico fue exitosa, tal cual
y se muestran en las micrografias.

La coalescencia ayuda a un mejor anclaje de los nanocristales de BIO-HAp de manera
que se formen placas finas y delgadas compuestas por nano agujas, las cuales crecen
de manera preferencial al hueso, como se puede observar en las microscopias
electronicas de barrido.

Asimismo, la coalescencia de los nanocristales. de BIO-HAp ayuda a la formacién de
un recubrimiento mas homogeéneo, justo y-.como se muestra en HR-SEM.

Gracias al analisis de EDS se concluye que tanto la coalescencia del bioceramico v la
rugosidad que tenga la base del compoésito estan directamente relacionadas con la

calidad del recubrimiento.
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9 ANEXOS
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In-situ  XRD study of the crystal size transition of hydroxyapatite from swine bone.
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Keywords:
HT-XRD

Hydroxyapatite was obtained from swine bones (P-HAp) and then, in situ, analyzed using differential scanning
calorimetry (DSG) and high

Xeray diffr (HT-XRD). In situ X-ray pattemns were obtained every

Crystal size transition
Coalescence

Pore size

Swine hydroxyapatite

20 °C from 400'to 900 "G with heating rates: 3, 6, and 9 "C/min. P-HAp was also calcined into a furnace to
correlate the morphological properties with in s
crystals that exhibit high atomic crystalline order that become micrometric after a transition around 720 °C,
according to XRD patterns, the DSC thermogram, and electron microscopy images ex sins recorded. After that

P-HAp s d of ic like-plates

lmmunn,&hc lull width at the half maximum of in situ XRD patterns sharply comes down because the inelastic

a

In the case of nanocrystals, the pore size and surface area are govenrd by the

hmcrylnlspadng while for microcrystals, they are governed by the inter-crystal spacing

1. Introduction

Hydroxyap: (HAp) is a I widely used in several
research fields such as/biology. (1), medicine (2], dentistry [3], chro-

Therefore, this makes it an abundant source at a relatively low cost of
bone grafts [13]. OBrien [14] blished some requi for bone
grafts such as bi ity, bi ibility, dability, os-
neomdncuvuy, osteoconductivity, enough mechanical properties, and a

matography [4];eatalysis [5], among others. days, the d dof
H.Ap for clinical applicadons has mmased around the world because
i ‘must be adjusted to the requi of the popu-

lation. It this way, it i§ possible to extract large amounts of HAp with
properties like human HAp by hamessing bio-waste by-products such as
cattle’and swine bones produced by human feed habits [6-10]. HAp

hibits a hi tion of Ca;o(POs)s(OH),
while, in the case of hydroxyapatite from boncs (BIO-HAp), its chemical
composition varies since it contains traces of jons such as Na*, Zn**,
Mg**, K*, Si**, Ba**, F~, and CO,*", among others [11]. The pre-
sence of these ions plays an imp role during angi is and
osteogenesis, which is the process of new blood vessel formation and
bone growth and regeneration, respectively [12].

BIO-HAp can be used as a biomaterial after meticulous cleaning
processes to remove the organic matrix. These cleaning processes
usually involve calcination at elevated temperatures. Porcine bone is
continuously used due to its slmilarily to lhc human bone, regarding its

doli

macro and micr p and g rate.
* Corresponding author.
E-mail address: smile 25086 dad. unam.mx (S.M. Londofio- P
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itabl that allow a better link with the surrounding host
tissue. However, there is still a lack of knowledge about the physico-
chemical transformations that take place in BIO-HAp from bones during
the calcination process. It is well known that the tissue-biomaterial
response depends directly on the physicochemical properties of the
biomaterial; thus, they must be controlled on the design and fabrication
steps.

Calcination of bones to obtain BIO-HAp free of organic compounds
involves multiple thermal variables that cause physicochemical changes
such as heating rate, sintering time and temperature, and cooling rate
[9]. Heating processes can induce structural and morphological
changes as crystal growth, porosity loss, crystalline quality enhancing,
surface area reduction, the formation of additional crystalline phases,
degradation of hydroxyapatite, among others. For this reason, the be-
havior of the BIO-HAp is worth studying systematically during calci-
nation.

So far, there are few works aimed at understanding the structural
and morphological changes of porcine BIO-HAp as a function of the
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