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RESUMEN

Los biomateriales a base de hidroxiapatita (HAp) son estudiados frecuentemente
debido a la respuesta favorable que presentan al ser utilizados para la sustitucion
de tejido 6seo. Para que la HAp pueda ser utilizada como reemplazo de tejido éseo
humano es importante que tenga una morfologia, tamafio y composicion quimica
similar a la que muestra estando presente en dicho tejido, obteniendo asi una mayor
probabilidad de aceptacion por parte del organismo receptor. Ademas, el material
de reemplazo 6seo debe poseer propiedades mecanicas similares al tejido duro,
como elasticidad, resistencia a la compresion y flexibilidad; de esta forma el
individuo que ha recibido un implante de este tipo, podra llevar a cabo actividades
cotidianas comunes. Paralelamente, el material de remplazo 6seo debe ser lo
suficientemente poroso para permitir que los fluidos y células encargadas de la
regeneracion del tejido 6seo, puedan llevar a cabo su labor, permitiendo con ello el
restablecimiento natural del hueso, y al mismo tiempo que se permita el paso de
nutrientes necesarios para su funciones biolédgicas. El presente trabajo describe la
obtencién de nanoestructuras de HAp con morfologia controlada a través de la
sintesis hidrotermal asistida por microondas, las nanoestructuras obtenidas son
sometidas a un proceso denominado gelcasting modificado con el cual se producira
una ceramica con porosidad controlada, misma que serd utilizada para la
elaboracion posterior de un biomaterial compuesto al difundir una fase orgénica en
el interior de la estructura cerdmica porosa. Ambas fases generaran un material
compuesto con propiedades mecénicas sinérgicas, con la elasticidad, flexibilidad y
resistencia requeridas. Las muestras se analizaron por medio de difraccion de rayos
X de polvos (XRD), espectroscopia de dispersion de energia (EDS), fluorescencia
de rayos X, microscopia electronica de barrido de (SEM), microscopia de
transmision de alta resolucion (TEM) y adsorcion y desorcién de nitrdgeno. Asi
mismo a las muestras de material compuesto se les efectio un estudio de su
resistencia a la compresion por medio de una maquina universal de pruebas
mecanicas.

(Palabras clave: Biomaterial, hidroxiapatita, gel casting modificado,
nanotecnologia)



SUMMARY

Hydroxyapatite (HAp) based biomaterials are frequently studied due to their
favorable response when used for bone tissue substitution. For HAp to be used as
a replacement for human bone tissue there must be a morphology, size and
chemical composition similar to that shown when it is present in the tissue, thus
obtaining a greater probability of acceptance on the part of the host. In addition, the
bone replacement material should have mechanical properties which are similar to
hard tissue, such as elasticity, resistance to compression and flexibility. In this way,
the individual receiving an implant of this type will be able to perform common daily
activities. At the same time, the bone replacement material should be porous
enough to allow fluids and cells responsible for bone tissue regeneration to carry
out their work, thereby making possible natural bone restoration and allowing the
passage of the nutrients necessary for biological functions. This study describes
the preparation of HAp nanostructures with controlled morphology through
microwave assisted hydrothermal synthesis. The nanostructures obtained are
submitted to a process called modified gelcasting with which a ceramic with
controlled porosity will be produced. The latter will be used for the subsequent
preparation of a composite biomaterial by introducing an organic phase into the
interior of the porous ceramic structure. Both phases will generate a composite
material with synergistic mechanical properties having the elasticity, flexibility and
resistance required. The samples were analyzed by X-ray diffraction (XRD), energy
dispersive spectroscopy (EDS), X-ray fluorescence, scanning electron microscopy
(SEM), high resolution transmission electron microscopy (TEM) and adsorption
and desorption of nitrogen. The composite material samples were studied for their
resistance to compression using a universal mechanical testing machine.

(Key words: biomaterial, hydroxyapatite, modified gelcasting, nanotechnology)
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1. INTRODUCCION

Las nanoestructuras tienen un gran interés cientifico debido a sus buenas
propiedades fisicas y quimicas, mismas que se definen por las caracteristicas que
poseen los atomos 0 moléculas del interior del volumen mas las propiedades de los
atomos o moléculas de la superficie. Para un material macroscopico hay un nidmero
de &tomos de volumen mucho mayor que el numero de atomos de superficie, pero
en el caso de una nanoestructura, esta relacion cambia y el nUumero de atomos o
moléculas del exterior comienza a predominar y a establecer las propiedades del

material.

Para el caso de las nanoestructuras de hidroxiapatita (HAp) que es parte
de la propuesta a sintetizar, son de gran relevancia las propiedades mecanicas,
tanto las propiedades de resistencia a la compresion, tension y flexion como la
dureza. La HAp como es ya del conocimiento general es el principal componente

mineral de los huesos y dientes en los humanos.

Para una mejor comprension de la presente investigacion es preciso definir
lo que es un biomaterial, un material compuesto y los componentes y las funciones

del tejido 6seo.

1.1 Biomaterial

Existen muchas formas para definir un biomaterial; una de ellas fue
propuesta durante el “6th Anual International Biomaterials Sympusium” en 1974
(Park, J.B.): “un biomaterial es una sustancia sistémica y farmacolégicamente inerte

disefiada para la implantacion dentro, o incorporacién a, un sistema vivo”.

La primera parte de esta definicion esta relacionada con la
biocompatibilidad o actividad de los materiales en el ser vivo, y la segunda con las

funciones particulares que dicho material desempeniara.

11



La palabra biomaterial se refiere, pues, a implantes que reemplazan o

restablecen tejidos vivos y sus funciones.

La “biocompatibilidad” de un biomaterial se define como la habilidad de éste
para cumplir satisfactoriamente una aplicacion definida, con una respuesta

apropiada del huésped (Hench, 1991).

Esto es, que la biocompatibilidad significa que un material no sea dafino
dentro del cuerpo, pues se incluyen ademas las interacciones locales del material y
del tejido circundante en ambas direcciones: es de vital importancia el efecto tanto
del material sobre el tejido como de éste sobre el primero.

1.2 Material Compuesto

Reciben el nombre de materiales compuestos aquellos materiales que se
forman por la unibn de dos materiales para conseguir la combinacion de
propiedades que no es posible obtener en los materiales originales. Estos
compuestos pueden seleccionarse para lograr combinaciones poco usuales de
rigidez, resistencia, peso, rendimiento a alta temperatura, resistencia a la corrosion,
dureza o conductividad (Askeland D.R. y Phulé, 2001).

Los materiales son compuestos cuando cumplen las siguientes caracteristicas:

a) Estan formados de 2 o méas componentes distinguibles fisicamente y
separables mecanicamente.

b) Presentan varias fases quimicamente distintas, completamente insolubles
entre si y separadas por una interfase.

c) Sus propiedades son superiores a la simple suma de las propiedades de sus
componentes (sinergia).

d) No pertenecen a los materiales compuestos, aquellos materiales polifasicos;
como las aleaciones metélicas, en las que mediante un tratamiento térmico

se cambian la composicion de las fases presentes.

12



1.3 Tejido Oseo

El tejido 6seo es un tejido conjuntivo que se caracteriza por tener una matriz
extracelular mineralizada. La caracteristica que distingue el tejido 6seo de los otros
tejidos conjuntivos es la mineralizacion de su matriz, que produce un tejido muy duro

capaz de proveer sostén y proteccion. El mineral es fosfato de calcio en la forma de
cristales de hidroxiapatita (Caio (PO4)s (OH)2).

Al examinar la superficie de corte de un hueso se pueden identificar dos
organizaciones estructurales distintas del tejido 6seo. Una capa densa y compacta
forma la superficie 6sea externa (tejido 6seo compacto) mientras que una malla de
aspecto esponjoso compuesta por trabéculas (delgadas espiculas de tejido 6seo
anastomosadas (Interconectadas o unidas de forma repetitiva a modo de red))
forma parte del interior del hueso (tejido 6seo esponjoso). Los espacios que hay en
la malla estan comunicados, y contienen la medula y los vasos sanguineos (Figura
1.1) (Ross y Pawlina, 2013).

Epifisis_

Linea epifisiaria_/ :
S - -\ Cartilago
en superficic

articular

Medfisis{ | \ \‘\ Hueso
2 csponjoso

Cavidad

T medular

(médula)
Médula

amarilla

Caha
‘ 1 - (hueso
Didfisis < COmPpacto)

Periostio

Figura 1.1 Estructura de un hueso largo tipico.
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El hueso tiene una notable combinacion de propiedades fisicas: alta
resistencia a la traccion y a la compresién, mientras que al mismo tiempo tiene cierta
elasticidad y la ventaja de ser un material relativamente ligero. A todos los niveles
de organizacién de los huesos, desde su forma macroscopica hasta su estructura
submicroscopica, el modo de estar constituidos les asegura la méxima resistencia
con la mayor economia del material y el peso minimo. A pesar de su fuerzay dureza
el hueso es un material vivo y dinamico que esta siendo renovado continuamente y
gue experimenta una permanente reconstruccion durante la vida del individuo
(Fawcett, 1995).

En la matriz 6sea hay espacios llamados osteoplastos, en los cuales
interactian la célula osteoprogenitora que es una célula en reposo que puede
transformarse en un osteoblasto y secretar matriz 6sea, el osteoblasto es la célula
osteoformadora diferenciada que secreta matriz 6sea, el osteocito que es la célula
madura y esta encerrado en la matriz 6sea que secreto antes como osteoblasto y
los osteoclastos que son células de resorcion ésea presentes en superficies 6seas
en las que el hueso se esta eliminando o remodelando (reorganizando) o donde el
hueso ha sido lesionado (Figura 1.2) (Ross y Pawlina, 2013).

Células de revostimionto Celuas
Cartiago Gae0 (c6ulas peridstcas) Csteobiastos ostacprojenitoras Célda madre
— \ -
\ \ Osteosibs ) @~ mesenquimatica

=

p—— ] AY
Osteoclastos  Osteoclasio GFU-GM
actvos nacthn

Céulas enddsicas

Figura 1.2 Representacion esquematica de las células asociadas con el hueso (Ross y
Pawlina 2013).
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Desde el punto de vista de la Ciencia e ingenieria de Materiales, el tejido

0seo es considerado un biomaterial compuesto organico-inorganico. La estructura

del tejido 6seo varia dependiendo de su localizacion en el cuerpo. La seleccion del

biomaterial apropiado depende del sitio anatomico en el cual se requiera el implante.

El hueso debe ser capaz de desempefiar las siguientes funciones basicas

(Tortora y Derrickson, 2006):

1.

Sostén. El esqueleto es la estructura del organismo que da sostén a los tejidos
blandos y provee los puntos de insercidn para los tendones de la mayoria de los
musculos esqueléticos.

Proteccion. El esqueleto protege de las lesiones a los érganos internos mas
importantes.

Asistencia en el movimiento. La mayoria de los masculos esqueléticos se fija a
los huesos; cuando se contraen, traccionan de éstos para producir el
movimiento.

Homeostasis mineral. El tejido 06seo almacena diversos minerales,
especialmente calcio y fésforo, lo cual contribuye a la solidez del hueso. Los
huesos liberan hacia la sangre los minerales necesarios para mantener su
equilibrio (homeostasis) y distribuirlos a otras partes del organismo.

Produccion de células sanguineas. Dentro de algunos huesos, un tejido
conectivo denominado médula G6sea roja produce glébulos rojos, glébulos
blancos y plaquetas, proceso llamado hemopoyesis. La médula 6sea roja consta
de células sanguineas en desarrollo, adipocitos, fibroblastos, y macréfagos
dentro de un tejido de sostén (estroma) formado por fibras reticulares.
Almacenamiento de triglicéridos. La meédula 6sea amarilla esta constituida
principalmente por adipocitos, los cuales almacenan triglicéridos. Estos son una

reserva potencial de energia quimica.
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El tejido 6seo estd compuesto por una fase mineral que ocupa un 69% de
su peso total, un 9% de agua y un 22% de una matriz orgénica, la cual se compone,
a su vez, basicamente de colageno (90-96%) (Figura 1.3) (Park J. B., 2008) a
continuacion se muestra una tabla que desglosa el porcentaje en peso y volumen

de los componentes de la matriz 0sea (Tabla 1-1).

Tejido Oseo Matriz Orgénica

Figura 1.3 Gréfica de distribucién de los componentes del tejido 6seo.

Tabla 1-1 Porcentaje en peso y volumen de los componentes de la matriz 6sea (Campa, et al.,
2007).

% en % en

Componente
P Peso Volumen

Hidroxiapatita Carbonatada, Ca7(PO4)sOH (= 80 %)
Mineral | Carbonatos de Calcio (= 15%) 70 45
Otras Sales Minerales (= 5%)

Colagena Tipo 1 (= 90 %)
Glicoproteinas

Fosfoproteinas

Proteoglicanos

Organico 20 33
Osteonectina
Osteocalcina
Osteopontina
Proteina Morfogenética Osea
Agua |Agua 10 22
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1.3.1. Fase Inorgéanica

La fase inorganica esta conformada por una forma cristalina del fosfato de
calcio, la HAp. Los cristales (nanofibras) tienen una dimensién de unos 3 nm de
espesor por 60 nm de largo (Geneser, 2000), se disponen en paralelo, en relacién
estrecha con las fibras de colageno. Estos cristales de HAp estan ordenados sobre
colageno tipo I, mientras que la superficie libre de estos cristales esta rodeada de
sustancia amorfa fundamental. Atrae agua y forma una superficie hidratada, la cual

permite intercambio de iones con el liquido extracelular (Fortoul, 2013).

Otras fases minerales presentes en el hueso son el fosfato dicélcico
(Ca2P207), el fosfato de calcio dibasico (DCP, CaHPOJ), el fosfato tricalcico (TCP;
Cas(P0O)2) y algunas fases amorfas de fosfatos de calcio. Existen ademas otros
iones como el citrato (CsHsO7*) el carbonato (CO3%), fluoruro (F’) y también iones
hidroxilo (OH), los cuales pueden dar lugar a sutiles diferencias microestructurales
en el tejido 6seo. Finalmente, también se encuentran algunas impurezas tales como

magnesio y sodio, con trazas de cloro y hierro (Campa, et. al, 2007) (Tabla 1-2).

Tabla 1-2 Tabla comparativa del esmalte dental, dentina, hueso e hidroxiapatita sintética

Elemento Esmalte Hidroxiapatita

(% en peso) dental bentina | Hueso sintética
Calcio 36.1 35.0 35.5 39.0
Fosforo 17.3 17.1 17.1 18.5
Didxido de carbono 3.0 4.0 4.4 -
Magnesio 0.5 1.2 0.9 -
Sodio 0.2 0.2 1.1 -
Potasio 0.1 0.07 0.1 -
Cloro 0.3 0.03 0.1 -
Flaor 0.016 0.017 0.02 -
Azufre 0.1 0.2 0.6 -
Zinc 0.016 0.018 - -
Silicio 0.003 - 0.04 -
Relacion Atémica Ca/P 1.62 1.59 1.71 1.667
Indice de cristalinidad 70-75 33-37 33-37 80-100
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La HAp sintética existe en dos formas estructurales: hexagonal y
monoclinica, las cuales tienen insignificantes diferencias estructurales. La HAp
hexagonal es wusualmente formada por la precipitacion de soluciones
supersaturadas a 25°C — 100°C y la HAp monoclinica es primeramente formada a
partir de la estructura cristalina hexagonal al someterse a altas temperaturas

(850 °C) en aire y entonces enfriada a temperatura ambiente (Campa, et. al, 2007).

La HAp, cuya formula quimica es Caio(PO4)s(OH)z2, tiene una composicion,
en peso, tedrica de 39.68% Ca, 18.45% P, una relacion en peso Ca/P de 2.151y
una relacion atémica de 1.667. Ligeros desequilibrios en la relacién Ca/P dan lugar
a la aparicion de otras fases. Si la relacion Ca/P es menor que 1.67, el fosfato
tricélcico alfa o beta puede estar presente. Si, por el contrario, la relacién es mayor
de 1.67, 6xido de calcio puede aparecer. Estas fases extras pueden afectar la

respuesta biolégica de un implante (Best S., 2008).

A fin de distinguir los diferentes componentes estructurales en la
hidroxiapatita Cas(POa4)3sOH, es conveniente reescribir su formula quimica como:
Ca(1)2Ca(2)3(P04)30H. Donde se ha usado la notacion Ca(1l) y Ca(2) para indicar
atomos de calcio tipo 1y tipo 2 respectivamente. Esta division del calcio en dos tipos
se debe a que se encuentran rodeados por un numero distinto de oxigenos en la

estructura de la apatita (Figura 1.4) (Campa, et. al, 2007).

Calcio tipo 1 Calcio tipo 2

(®) (9

Figura 1.4 Estructura del Calcio tipo 1y Calcio tipo 2. (Campa, et. al, 2007).
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Se observa en la figura anterior (Figura 1.4) el &tomo de Calcio tipo 1 (a, b)
rodeado de 9 atomos de oxigeno cuya figura geométrica es la distorsion de un
prisma triangular triapuntado mientras que el atomo de calcio tipo 2 (c,d) esta
rodeado de 7 aniones representando distorsiones de una bipiramide pentagonal
ideal. El calcio tipo 1 tiene un niamero de coordinacion de 9 y el calcio tipo 2 un

numero de coordinacién de 7.

La estructura del grupo fosfato que esta rodeado por 4 atomos de oxigeno
formando el arreglo de un tetraedro y el hidroxido (Figura 1.5) junto con los calcio

tipo 1y 2 dan forma a la hidroxiapatita (Figura 1.6)

Grupo fosfate Grupo OH™

el -

Figura 1.5 Estructura del fosfato y el hidréxido. (Campa, et. al, 2007).

Vista superior Cal - ' a ’
-
oxigeno ;

oxigeno ~

. Ca2
Vista lateral

Figura 1.6 Simulacién grafica de la hidroxiapatita. (Campa, et. al, 2007).

Los grupos OH se disponen en una columna, orientados
desordenadamente hacia arriba o hacia abajo a lo largo del eje de un cilindro
(Izquierda de la figura 1.6). Sobre la superficie del cilindro de esa misma figura, se
tiene un arreglo hexagonal de &tomos de oxigeno. Los atomos de calcio tipo 2 estan
ubicados un poco desplazados del centro de cada hexagono (Izquierda de la Figura
1.6).
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En el centro de la Figura 1.6 se observan bipiramides pentagonales con el
vértice de una pirdmide sobre el eje del cilindro y cuatro de los siete aniones de la
bipiramide pentagonal forman parte de la malla hexagonal de oxigenos, mientras
qgue en la derecha de la Figura 1.6 se puede observar adicionalmente tetraedros de
grupos fosfatos con 2 de sus oxigenos formando parte de la malla hexagonal y los
otros 2 proyectados hacia afuera del cuerpo del cilindro.

Con esta descripcion es posible imaginar los grupos OH™ con una cierta
posibilidad de moverse a lo largo del eje del cilindro. La carga -1 del grupo OH debe
viajar entonces bajo las fuerzas de interaccién de cargas negativas -2 (los oxigenos
de la malla hexagonal) y cargas positivas +2 (de los calcios tipo 2) un poco
desplazados del centro de cada hexagono en la malla (lzquierda Figura 1.6)
(Campa, et. al, 2007).

Los 7 aniones mas cercanos al calcio tipo 2 que forman la bipiramide
pentagonal son: el oxigeno del grupo OH™ que se encuentra en el eje del cilindro,
cuatro oxigenos que forman parte de la malla hexagonal y otros dos mas que se
encuentran fuera del cuerpo del cilindro (Centro Figura 1.6). Los tetraedros PO42 se
colocan de tal manera que cada uno de ellos une dos bipirdAmides pentagonales de
Ca(2) compartiendo una arista con una y un vértice con la otra (Derecha Figura 1.6
y Figura 1.7) (Campa, et. al, 2007).

o Malla hexagonal
Bipiramide pentagonal /

Bipiramide pentagonal
Oxigenos fuera de la

malla hexagonal

Figura 1.7 Interaccioén del calcio tipo 2 con el grupo OH y los grupos PO43. (Campa, et. al,
2007).
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Como se ha mencionado la fase inorganica estd compuesta principalmente
por cristales de fosfatos de calcio, dentro de los cuales, la hidroxiapatita (HAp) es la
mas abundante e importante. Por esta razon, la investigacion basica y aplicada en
el campo de los biomateriales, se ha enfocado en el desarrollo de métodos de
sintesis y procesamiento de ceramicas a base de fosfatos de calcio y, en particular,
de HAp. Dentro de este campo de estudio, se ha encontrado que el control de la
macro y micro porosidad es un factor importante para mejorar la eficiencia de un

material implantado (LeGeros, et. al., 1988).

Se han realizado muchos experimentos en la preparacion de HAp, sin
embargo se encuentran aun en etapa de desarrollo e investigacion ya que los polvos
obtenidos parecen no ser del todo apropiados para ser utilizados como precursores

de ceramica debido a que presentan baja cristalinidad y no son homogéneas sus

composiciones y sus formas La tabla 1-3 presenta un resumen de los métodos.

Tabla 1-3 Técnicas de preparacion de hidroxiapatita (Campa, et al., 2007).

Técnica Materiales Condicicnes Observaciones
imiciales de sintesis

Sintesis en Ca;(POy), + CaCO; 900 - 1300°C. CaP=1.67,

estado Ca,P,0, + CaCO, usualmente con gran tamafio de

Solido a altas fiujo de vapor de agua. | grano, formas irre-

temperaturas gulares e inhome-
géneos.

Sintesis en Ca(NO;); + (WH:).-HPO; | T de reaccion=100°C | CaP < 1.67 cristales

fase Ca(OH), + H;PO, pH: 7-12 wregulares pequedos

acuosa con baja cristalini-
dad.

Meétodos hi- | HAp preparada por via 100-200°C, 1-2 MPa CaP=1467

drotérmicos | himeda, otros fosfatos 300-600°C, 1-2 Kbar cristales de dife-

de calcio, etc. rentes tamafios,

homogéneos.

Crecimiente | Cay(PO,). v 1650°C Cristales grandes,

a partir CaF,. o CaCl, deformaciones

de sales durante

fundidas el crecumiento.

Crecimiento | Gel + Ca™ + PO pH: 7-10 Se obtiene HAp.

en geles T =40, 60°C. OCP. monetita v
brushita.
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1.3.2. Fase Organica

La matriz organica esta formada por fibras de colageno y proteinas no
colagenas incluidas en una sustancia fundamental, formada esencialmente por
proteoglucanos. Esta matriz contiene principalmente fibras de colageno tipo |y en
menor medida, el colageno de tipo V. Se han encontrado vestigios de otros tipos de
colageno, como los tipos Ill, XI y Xlll. El colageno representa aproximadamente el
90% de la matriz. El resto esté constituido por las proteinas no colagenas que son

indispensables para el desarrollo, crecimiento y reparacion del hueso.

Son sintetizadas por las células 6seas, y se pueden dividir en tres grupos:
(Ross M.H. y Pawlina W., 2007).

a) Proteinas glicosiladas, como la fosfatasa alcalina, osteonectina, tetranectina,
tenascina-C y tenascina-W.

b) Glucoproteinas multiadhesivas, como la osteopontina, sialoproteina 6sea,
fibronectina, vitronectina, fibrilina 1 y 2, entre otras.

c) Proteinas dependientes de la vitamina K osteoespecificas, que incluye a la
osteocalcina, que captura el calcio desde la circulacién, atrae y estimula los
osteoclastos. Esta proteina, de 5 kDa conocida también como proteina Gla
Osea (BGP), la producen células de la estirpe osteoblastica y se relaciona
con el proceso de mineralizacion ésea. Posterior a su sintesis, la mayor parte
se incorpora a la matriz extracelular del hueso pero pequefias cantidades se

liberan a la circulacién (Ross M.H. y Pawlina W., 2007).

El colageno tipo | es la proteina extracelular mas abundante en el tejido
0seo. La molécula que le corresponde (tropocolagena) esta constituida por tres
cadenas a de 300 nm en longitud y 1.4 nm de didmetro, con cada cadena a con
aproximadamente 1050 residuos de aminoacidos. Las tres cadenas son hélices
izquierdas: dos de ellas son idénticas, con igual secuencia de aminoacidos y se
denotan como a(1). La tercera cadena, se denota como a(2), y tiene una secuencia

de aminoacidos diferente. La secuencia de aminoacidos en éstas cadenas a, se
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pueden describir asi: (Gly-X-Y)n, donde Gly representa un residuo de glicina, X es

frecuentemente prolina, e Y una hidroxiprolina (Figura 1.8) (Campa, et al., 2007).

El coldgeno tipo | tiene una alta estabilidad térmica debido principalmente
al arreglo estructural que presenta, y a los enlaces quimicos débiles y fuertes, como
los puentes de hidrégeno formados por las moléculas de agua. Dichos enlaces se
encuentran entre las cadenas que forman la triple hélice entre los grupos amino y

carboxilo del esqueleto de la cadena polipeptidica (Campa, et al., 2007).

- ,.° - : ¥
A W N . -~ . ) .
) 4 s W' _’ S n

Tk v ’ "' ‘1’ 2 2k’ o Q
; Hélice A
Triple Hélice
(tropocolagena)

Hidroxiprolina

NH "\ /v Glicmna ~—— H

Prolina OH

-~
-~
-
-

H.N  H
Figura 1.8 Colageno Tipo 1. (Campa, et al., 2007).

El arreglo de moléculas tropocolagenas constituyendo una fibrilla no es
continuo: hay espacios de 40 nm entre el extremo final de una tropocolagena y el

extremo inicial de otra.

La proporcién de aminoacidos en el colageno tipo | esta dada por la siguiente
tabla. (Tabla 1-4).
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Tabla 1-4 Composicién porcentual de aminoacidos en colageno tipo | (Campa, et al., 2007)

Fesiduo
GLY

VAL
LEU

MET
PHE
PRO
HFRO
SER.

TYR
ASP
GLU

LIS *

HLYS*
HIS

1.4 Antecedentes

Glicina
Alanina
Valina
Lencina
Izoleucina
Metionina
Fenil alanina
Prolina
Hidroxiprolina
Serina
Treonina
Tirosina
Asparagina
Glutamina
Arpginina
Lizina
Hidroxilizina
Histidina

La HAp estd compuesta esencialmente por fosforo y calcio, con una

relacion calcio-fosforo de 1.67. (Ortega, M. 2001). Este fosfato de calcio, que se

puede obtener de forma sintética, presenta caracteristicas de biocompatibilidad, no

toxicidad, estabilidad quimica, osteoconduccion y bioactividad; tales propiedades

hacen al material muy practico para usos médicos (Londofio, et. al. 2006)

Para que la HAp funcione correctamente como biomaterial, debe ser lo

suficientemente porosa para permitir la penetracion celular, crecimiento de tejido

interno, incursion vascular rapida y suministro de nutrientes (Chu y Liu 2008), asi

como cumplir con las siguientes propiedades:

a) Debe ser biocompatible, lo cual permite el crecimiento celular, su adhesion a

la superficie y proliferacion.

b) El material debe inducir la unién de huesos fuertes, lo que resulta en

osteoconduccion y osteoinduccion.
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c) La velocidad de formacion de nuevo tejido y biodegradacién deben coincidir
entre si.

d) Laresistencia mecanica del implante debe ser la adecuada para proporcionar
el soporte adecuado antes de la regeneracion.

e) La estructura porosa, con tamafio de poro mayor a 100 um, permite

penetracion celular, crecimiento de tejido y vascularizacion

Un método convencional para sintetizar HAp es la precipitacion en un
medio acuoso inicial de Ca(NOs)2 y (NH4)2HPO4 como materia prima. La sintesis de
HAp pura por este método requiere de control de muchos parametros como el pH
de reaccion, tiempo de madurez, temperatura y estequiometria de la materia prima.
Una pequefia variacion de estos parametros puede generar variaciones drasticas

en la composicién del producto final (Hornez, et. al, 2007).

Para esta tesis se usO6 el método hidrotermal asistido por microondas
porque la sintesis por microondas es un método rapido, simple y eficaz para
preparar materiales inorganicos de tamafio nanométrico y en comparacion con los
métodos convencionales, la sintesis de HAp por microondas tiene las ventajas de
un rapido crecimiento, tamafio de particula pequefio y la distribucion estrecha de
tamafio de particula debido a la nucleacion rapida (Jansen, et. al, 1992).

En el 2001 en New Jersey y en la india (Riman, et. al.) se comparé el
método mecanoquimico hidrotermal y el método hidrotermal asistido por
microondas para sintetizar HAp; se hicieron las mezclas de los precursores
necesarios para llevar acabo la sintesis controlando las condiciones
termodinamicas, en el caso del método hidrotermal se sintetiz6 por medio de
microondas, y en el método mecanoquimico hidrotermal se mezclaron los
precursores a temperatura ambiente y después se centrifugaron; en conclusion la
técnica hidrotermal demostré tener un buen control sobre el tamafio y la morfologia
de la HAp mientras que la técnica mecanoquimica permite controlar de forma
precisa la composicién de la HAp pero tiene un bajo control sobre la morfologia de

la hidroxiapatita.
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Después (Bose et, al.) en Washington en el 2009 se sintetizaron
nanopolvos por un método estandar en el microondas que después dispersaron en
agua junto con amonio polimetacrilato y después se secO y compactd en granulos
de 12.5 milimetros de diametro que se sinterizaron a 600°C por 2 horas, haciendo
las caracterizaciones necesarias se demostré que las propiedades mecénicas tales
como la resistencia a la compresion, la dureza y la fractura aumentan cuando
decrece el tamafio del grano, ademas se estudio las propiedades biologicas in vitro
e indicaron que las superficies con granos finos de HAp proveen una mejor
interacciobn hueso - material que una muestra de grano grueso que se hace

interaccionar con tejido 6seo.

En Iran (2008) se produjo el proceso de precipitacion de HAp con
transformaciones cristalograficas no comunes (Arami et, al.), el experimento
consistié en irradiar microondas a la siguiente solucion
Ca(NO3)224H20/CTAB/NazHPO4 durante 5 minutos y el precipitado se centrifugo a
1500 rpm por 10 minutos, el resultado nanocintas con carencia de morfologia pero
con una orientacion marcada en [002]. Se empez06 a trabajar con microondas para
sintetizar HAp y modificando los parametros de reaccion de este método se fueron
controlando las morfologias de la sintesis, asi el grupo de investigacion de
Siddharthan, Seshadri, Sampath (2006) encontr6 que mientras se aumenta la
potencia de las microondas el tamafo de la nanoestructura disminuye, el trabajo
consistié en mezclar nitrato de calcio tetrahidratado con acido fosférico y someterlo
a microondas con potencias de 175-385 W en la primera sintesis, de 525 W en la

segunda sintesis y 660 W en la tercera sintesis y compararlo mediante microscopia.

Luego (Cabrera, Velazquez, Rivera, 2011) se observo que la cantidad de
acido glutamico que se le agrega a la mezcla afecta la forma de la nanoestructura,
si no se agrega acido glutdmico no se obtiene una forma definida de 1.78 a 2 gr en
50 ml se obtienen nanoplacas y con 2.17 gr en 50 ml se obtienen nanofibras, estas
nanofibras y nanoplatos de HAp se sintetizaron al mezclar fosfato monobésico de
potasio e hidroxido de potasio por un lado y por otro mezclar nitrato de sodio con

acido glutdmico ambas soluciones en agua desionizadas, una vez disueltas se
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mezclan juntas, para después vaciarlos en viales presurizados de teflon que se

calientan por microondas.

Es importante mencionar que las propiedades mecénicas de la HAp con
porosidad controlada mejoran considerablemente, ceramicas porosas con
diferentes morfologias porosas y distribucién de tamafos pueden ser fabricadas por
diferentes procesos como: quemar una esponja polimérica impregnada de una
solucién cerdmica, sinterizacion en estado sélido, proceso sol-gel, replicacion de
espumas poliméricas por impregnacion y el proceso gelcasting. (Zhang, et. al,
2006). Es posible obtener HAp altamente pura con porosidades diferentes pero
controladas variando la temperatura de sinterizacién y/o introduciendo grafito o
PMMA como agente generador de poros, eliminandolos en el proceso de sinterizado
sin dejar residuos. (Hornez, et. al, 2007). En 2009 (Cordell, JM., et. al) se preparo
una suspension coloidal de HAp y la mezclaron con microesferas de PMMA, para
utilizarlas como formadores de poros, en la misma relacién volumétrica. Sometieron
las piezas a tratamiento térmico para eliminar la fase organica y sinterizar las
particulas ceramicas. De esta forma obtuvieron piezas con porosidad entre 4 y 10

pm de diametro.

Como se mencioné anteriormente el material hibrido poroso hecho de HAp
muestra un efecto sinérgico en las mejoras de las propiedades mecanicas. En el
articulo Improvement in mechanical properties of hydroxyapatite objects with
controlled porosity made by modified gelcasting process (Rivera, Velazquez,
Rodriguez, 2003) las nanoestructuras de HAp se mezclan con los polimeros de
polivinil butiral y &cido poliacrilico, las microesfreas de PMMA, etanol como solvente
y etilenglicol como dispersante. Esta mezcla forma una pasta ceramica. La cual es
facilmente moldeable para darle la forma deseada. Los componentes de esta
mezcla entran en reaccién quimica y se produce una gelacion, la cual hace que la
mezcla tenga una consistencia mucho mas viscosa y que adquiera dureza,
finalmente se somete a un ligero proceso de sinterizado con lo que se obtiene

porosidad controlada.
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Finalmente para obtener un material compuesto que sea parecido al hueso
humano la HAp debe contar con fase organica que sinérgize sus propiedades, esto
fue probado (Rivera, Velazquez y Muiioz, 2007) al caracterizar mecanicamente el
compuesto organico-inorganico que se obtuvo de realizar el método de gel casting
modificado a base de HAp con solucion de moléculas orgénicas gelatinosas
inmersas, se hizo un andlisis Infrarroja de la muestra antes y después del método
de gel casting modificado y se analizaron, se llevé acabo también un analisis de
rayos X y por ultimo una prueba de compresion con estas caracterizaciones se
demostré que no hubo cambio en la composicion lo cual es favorable y cuando se
le agrego la sustancia organica se encontré6 mas sefiales lo que sugiere un enlace
quimico entre la fase organica e inorganica y se mejor6 dramaticamente la

resistencia a la compresion y mostro una elasticidad no lineal.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

El control de las variables en la sintesis hidrotermal asistida por microondas
permitira obtener HAp con una relacion Ca/P deseable y una orientacion cristalina
en “C”. Ademés con la inclusion y dispersiéon de microesferas de PMMA por el
método de gel casting modificado y con el tratamiento térmico adecuado, se
controlard la porosidad para el material compuesto. Por altimo, la incorporacién de
una fase organica, a fin de formar un material compuesto organico-inorganico,

incrementara las propiedades mecanicas de las piezas obtenidas.

2.2 Objetivo General:

El desarrollo de tecnologias que permitan la elaboracion de nanoestructuras
de HAp principalmente nanofibras, las cuales posteriormente podrian ser utilizadas
para la elaboracion de biomateriales con fases organico-inorganico con porosidad
controlada para su aplicacion a mediano y corto plazo en diferentes areas de la

medicina.

2.3 Objetivos Especificos:

Sintetizar nanofibras de HAp donde se tenga el control en su morfologia,
dimensiones y orientacién de crecimiento cristalino y que ademas el proceso sea

reproducible.

Controlar la relaciéon Ca/P en las nanofibras en una relaciéon atbmica similar

a la obtenida en la matriz 6sea (Relacién Ca/P atémica = 1.67).

Elaborar un material con porosidad controlada que tenga como fase
inorganica nanofibras de HAp y que al agregar fase organica como resultado

sinérgizen las propiedades mecanicas.
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Hacer las caracterizaciones necesarias (Difraccion de rayos X, Microscopia
de alta resolucion (SEM), Fluorescencia de rayos X, Adsorcion y Desorcion de
nitrogeno, Calorimetria, Espectrometria, y Pruebas mecanicas) durante y después
de los experimentos con el fin de entender mejor los resultados y poder emitir las

conclusiones lo mejor posible.
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3. METODOLOGIA

3.1 Sintesis de Hidroxiapatita

La sintesis de materiales a través de métodos hidrotermales asistidos por
microondas ofrece las ventajas de proporcionar un calentamiento homogéneo
durante todo el volumen y una muy eficiente transformacion de energia (Rivera, et.
al., 2010). Ademas tiene las ventajas de un rapido crecimiento, tamafo de particula
pequefio y la distribucién estrecha de tamafo de particula debido a la nucleacién

rapida (Jansen, et. al, 1992).

El método hidrotermal asistido por microondas utilizado para la sintesis de
HAp, consiste en promover la formacion de la misma a partir de disoluciones
acuosas a una temperatura interna alrededor de 170°C. Para alcanzar tal
temperatura sin permitir la evaporacion del solvente, la presion también es elevada
y controlada. La sintesis de la HAp se llevé a cabo en el horno de microondas
Synthos 3000 de Anton Paar en el rotor XQ-80 en viales de cuarzo presurisables.

(Figura 3.1y 3.2). La manera de operar del microondas se explica en el Anexo 6.1.

Figura 3.1 Microondas Synthos 3000 con rotor XQ-80
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Figura 3.2 Vial de Cuarzo con chaqueta para rotor XQ-80

El procedimiento de sintesis por el método hidrotermal asistido por

microondas fue desarrollado de la siguiente manera:

Primeramente se prepar0 una disolucion de acido glutamico [CsHoNO4 -
H20] (J.T. Baker FW 147.13) y nitrato de calcio tetrahidratado [Ca(NO3)2 * 4H20]
(Golden Bell FW 236.16) en 200 ml de agua desionizada, calentada y agitada
durante 2 horas. Por otro lado se preparé una disolucion de fosfato de potasio
monobasico [KH2PO4] (Mallinckrodt Chemicals FW 136.09) junto con hidroxido de
potasio [KOH] (SIGMA-ALDRICH 221473) en 200 ml de agua desionizada,
calentada y agitada vigorosamente durante 15 minutos. Una vez obtenidas ambas

disoluciones, se mezclan ambas disoluciones a las mismas condiciones.

Posteriormente se llenan y se preparan los viales (Anexo 6.2) con la
disolucién resultante para luego calentarlo por microondas con las siguientes
condiciones de reaccion: Potencia de 1200 W, Temperatura interna de 170°C, con
un tiempo de rampa para llegar a esa temperatura de 10 min., un tiempo de reaccion
de 45 min. y un tiempo de enfriamiento de 10 min con una rapida velocidad de

enfriamiento.

El precipitado depositado en el fondo de los vasos se filtra en un embudo

buchner (el cual esta colocado sobre un matraz kitasato) que contiene papel filtro
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para que se lleve a cabo la recoleccion el cual se lava varias veces con agua

desionizada y etanol. Finalmente se recolecta todo el precipitado (Figura 3.3).

Figura 3.3 Hidroxiapatita sintetizada por el metodo hidrotermal asistido por microondas

3.2 Caracterizacion de la sintesis de HAp

3.2.1. Difraccion de Rayos X por polvos

Los Rayos X son radiaciones cuya longitud de onda oscila entre 0.02 A a
100 A y al igual que la luz ordinaria, se manifiesta en forma de energia radiante,
siendo emitidos por los &tomos debido a profundas perturbaciones en sus
estructuras electronicas. Toda sustancia cristalina dispersa rayos X en su propio
patrén de difraccion, produciendo una “huella” de su estructura atomica y molecular.
La difraccion de rayos X presenta una caracteristica Unica con la cual los
componentes se identifican como compuestos especificos a partir de sus diagramas
de difraccién (Explicaciéon del funcionamiento del difractometro en el Anexo 6.3).

Para la medicién de la difraccién se llevd a cabo los siguientes pasos: Se
coloca la muestra a analizar (HAp) hasta llenar el porta muestras al ras, luego el
porta muestras fue colocado sobre el difractometro Bruker D8 Advance (Figura 3.4)
donde se les hace incidir el haz de rayos X a la muestra con una longitud de onda

de 1.54 A correspondiente a la emision Ka de Cu. Las condiciones del equipo para
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el analisis fueron 30 KV y 30 mA, el analisis se llevé a cabo desde 10 a 80° en 2
theta con un salto .01 y con un tiempo de permanencia de 1 segundo en cada salto
La identificacion de especies a partir de su figura de difraccion de polvo cristalino
se basa en la posicion de las lineas (en términos de 8 o0 28) y de sus intensidades

relativas.

Figura 3.4 Difractometro de Rayos X por polvos

3.2.2. Espectroscopia de dispersion de energia (EDS)

La deteccion de rayos X emitidos por la muestra permite realizar analisis
elemental de la misma. Estos analisis pueden demostrar la distribucion de un
determinado elemento o de varios tipos de atomos diferentes en la muestra de
estudio, o si existe 0 no en una zona del espécimen cierto elemento, y alin estimar

cuantitativamente la abundancia de un elemento.

Consiste en bombardear al objeto con electrones primarios los cuales si
tienen la energia apropiada generan la emision de rayos X caracteristicos
provenientes de la muestra bajo analisis. Cuando el haz de electrones de alta

energia interactla con la muestra, expulsa electrones de las capas internas dejando
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vacancias. Con esto se tiene un atomo ionizado el cual regresa a su estado
fundamental emitiendo fotones de rayos X caracteristicos. Estas transiciones
electronicas en forma de fotones de rayos X corresponden a transiciones entre

capas externas y la capa K.

La energia e intensidad de los rayos X caracteristicos del material
depende de la composicidén de la muestra. Estos rayos X se captan en un sensor
que convierte a esta sefialen un voltaje que es proporcional a la energia del foton

de rayos X.

El procedimiento para analizar las muestras de HAp fue el siguiente: Se
adhirié la muestra de HAp a un porta muestras de polimero, utilizando cinta de
carbon para fijarla. Este porta muestras se analizé por el microscopio electronico de
barrido marca JEOL modelo JSM-6390 LV (Figura 3.5) con un voltaje de aceleracién
de 20 kV (El principio del EDS se explica en el Anexo 6.4).

Figura 3.5 Microscopio Electrénico de Barrido JEOL JSM-6390L.

35



3.2.3. Fluorescencia de Rayos X (XRF)

Consiste en emision de rayos X secundarios (o fluorescentes)
caracteristicos de un material que ha sido excitado al ser «bombardeado» con rayos
X de alta energia o rayos gama. Este fenomeno es muy utilizado para analisis

elemental y analisis quimico.

Cada elemento posee orbitales electronicos de energias caracteristicas. Al
producirse la remocion de un electron de una capa interior por un foton energético
proveniente de una fuente primaria de radiacion, un electron de una capa exterior

se desplaza y ocupa el hueco que se habia formado.

Cada una de estas transiciones produce un fotén fluorescente dotado de
una energia caracteristica que es igual a la diferencia de energia entre los orbitales
inicial y final. La longitud de onda de esta radiacion fluorescente se puede calcular
a partir del postulado de Planck: A=h-c/E (Principio fisico de la fluorescencia de rayos

X en el anexo 6.5).

Una vez ordenadas, la intensidad de cada radiacion caracteristica se
relaciona directamente con la cantidad de cada elemento quimico del material de la

muestra. Esto aporta la base de una poderosa técnica utilizada en quimica analitica.

Para este proyecto de tesis se realiz6 el analisis de las muestras
dispersadas en 1 ml de alcohol isopropilico y se afadié Hierro como estandar
interno. Las condiciones de operacion fueron de un voltaje de 50 kV y una radiacién

de potasio molibdeno como excitacion en el equipo Bruker S2 Picofox (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Equipo para fluorescencia de Rayos X

3.2.4. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Para estudiar en gran detalle la superficie de los solidos, se cuenta con un
aparato llamado microscopio electronico de barrido (SEM) (Figura
3.5) el cual, a diferencia de los microscopios 6pticos, utiliza la interaccion de
electrones con la superficie bajo estudio para formar una imagen de ella. La
microscopia electrénica de barrido se basa en algunos de los procesos que tienen
lugar al hacer interaccionar un haz muy fino de electrones de alta energia con un
material. Como resultado de esta interaccion, la superficie puede emitir electrones
reflejados, transmitidos, Auger y retrodispersados. Con estos ultimos, es posible

obtener imagenes de la morfologia superficial de una muestra dada.

Las imagenes en un microscopio electrénico de barrido se obtienen al
barrer un haz de electrones enfocado en la superficie del material que se desea
analizar. Se sigue un patrén de lineas paralelas sobre la superficie y se miden los
electrones secundarios o retrodispersados que son emitidos desde la superficie de
la muestra. La corriente de electrones se colecta y amplifica y la variacion en la
intensidad de la sefal, que resulta del barrido del haz a través de la muestra, forma

un mapa de intensidades con lo cual se forma una imagen (Figura 3.7)
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Figura 3.7 Esquema de un microscopio electrénico de barrido

Para la observacion de las muestras en el microscopio electrénico de
barrido es necesario fijarlas en un porta muestras cilindrico metalico (Cobre, laton
aluminio, etc.), previamente pulido y limpio, utilizando cinta de carbon. Las muestras
pueden ser recubiertas con una fina capa de Au. Para fines del presente trabajo, las
observaciones se realizaron en un microscopio electrénico de barrido marca JEOL

modelo JSM-6390L (Figura 3.5) a 20 kV y fueron recubiertas con oro.

3.2.5. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Es un microscopio que utiliza un haz de electrones para visualizar un
objeto, debido a que la potencia amplificadora de un microscopio 6ptico esta limitada
por la longitud de onda de la luz visible. Lo caracteristico de este microscopio es el
uso de una muestra ultrafina y que la imagen se obtenga de los electrones que

atraviesan la muestra.

El microscopio electrénico de transmision emplea la transmision/dispersion

de los electrones para formar imagenes, la difraccion de los electrones para obtener
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informacion acerca de la estructura cristalina (asi como la emision de rayos X

caracteristicos para conocer la composicion elemental de la muestra) (Anexo 6.6)

Para la preparacion de la muestra, la muestra se seco y después una
pequefia cantidad de material fue puesta en una rejilla de cobre con una pelicula de
3 mm de didametro luego las muestras se observaron utilizando un JEOL JEM-2100F
(Figura 3.8) usando 120 kV como tension de aceleracion, en campo brillante

convencional.

Figura 3.8 Microscopio electrénico de transmisién

3.3 Meétodo de gel casting modificado

Este método tiene la ventaja de tener una formacién rapida del gel y
ademas, pueden producirse piezas de tamafio, forma y porosidad controlada
(Rivera, et. al, 2001).

Las muestras se gelaron por el método gelcasting modificado (Figura 3.9)
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Figura 3.9 Diagrama del Gel Casting Modificado

Para realizar este proceso se utiliza la HAp previamente sintetizada como
ceramico, el solvente debe ser capaz de disolver los polimeros que se van a utilizar
pero sin reaccionar con los polvos ceramicos, asi como evaporarse a temperaturas
relativamente bajas. También debe utilizarse un dispersante para prevenir la
aglomeracion de los productos solidos y mantener este estado estable durante todo

el proceso, disminuyendo la viscosidad de la suspension.

Los aglutinantes confieren resistencia mecanica a las piezas, para que
puedan ser removidas, almacenados y trabajadas sin romperse. Conforme el
solvente se evapora, se adhieren a la superficie de las particulas, se forma un

sistema entrecruzado que le da resistencia mecanica necesaria a las piezas.
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Para la preparacion del ceramico se llevaron a cabo los siguientes pasos:

. Se mezcla etanol de J.T Baker (solvente) con Polivinil Butiral (PVB) de la
marca ACROS con peso molecular de 36 000 (Aglutinante) el cual es
agregado lentamente a temperatura ambiente hasta obtener una solucion
homogénea.

. Por otro lado se funde polietilenglicol (PEG) de la marca FLUKA con peso
molecular de 6000 (plastificante) y a continuacion se afiade el Acido
poliacrilico (APA) de FLUKA (dispersante) y se pone en agitacion hasta que
se disuelva.

. La mezcla de polvos estd4 conformada por HAp sintetica, como se describio
anteriormente, con Acido oxalico, esta mezcla se afade lentamente
microesferas de polimetil metacrilato (PMMA).

. Posteriormente se mezcla la solucién del paso 1 con la solucion del paso 2
hasta que queden mezcladas por completo ambas fases. Esta solucion (paso
4) es afadida a la mezcla del paso 3.

. Después se rellenan los moldes (previamente preparados) plenamente con
la pasta ceramica resultante del paso 4. Debe comprimirse la pasta utilizado
una espatula para asegurar el completo llenado del molde.

. Se dejan secar las muestras en el molde a temperatura ambiente hasta que
se evapore el etanol.

. Finalmente se desmoldan las piezas (Figura 3.10)

Figura 3.10 Piezas de HAp obtenidas después del Gel Casting Modificado
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Una vez desmoldadas las piezas ceramicas es necesario hacerle un
tratamiento térmico (Figura 3.11) que elimine los polimeros, el tratamiento térmico
se lleva a cabo en la mufla con un incremento de temperatura a razén de 1°C/min
hasta una temperatura de 1100°C temperatura y tiempo suficiente para eliminar los
polimeros por completo, una vez alcanzado esta temperatura (1100°C) se mantiene
calentando por 2 horas para lograr el sinterizado del material (Figura 3.12),

finalmente se deja enfriar la muestra a temperatura ambiente.
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Figura 3.11 Grafica de tratamiento térmico a las piezas de HAp

Figura 3.12 Hap después del Gel casting y sinterizada
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Ya que se obtienen las piezas sinterizadas de HAp, se les agrega la fase
organica para obtener finalmente el material compuesto organico-inorganico (Figura
3.13).

Figura 3.13 Material compuesto orgéanico-inorganico

En el presente trabajo se consideran 3 concentraciones diferentes de fase
organica con el objetivo de analizar la influencia, tanto de su concentracion como

de la porosidad, en las propiedades mecanicas del material compuesto.

La concentracion se obtuvo como porcentaje en peso de la grenetina o

colageno disuelto en agua, de la siguiente forma:

% FO = (%)X 100.......... Ecuacion 1

Donde Wi es la cantidad en peso de fase organica hidratada, afiadida a
las piezas de hidroxiapatita poroso por absorcion. Este registro se obtiene al pesar
las muestras antes, durante y después de la adiciéon de dicha fase, asi como
posterior al secado de las muestras. Ws es el peso de las muestras ceramicas
después del PGCM, es decir, Unicamente el material ceramico (Alonso, S. 2013.)

Los pasos de la introduccién de la fase organica se describe a continuacion:

Se disuelve grenetina en 50 ml de agua a 80°C y agitacion magnética con

una viscosidad de 3.3, 3.92 y 4.1 centipoise respectivamente, la viscosidad fue
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medida en un viscosimetro de la marca brookfield versién DV2T, posteriormente se
impregna el material de materia organica (6.6, 6 y 5.7 de concentracion de fase
organica en peso) por absorcién, se mide la concentracion y finalmente se deja

secar a temperatura ambiente.

3.4 Caracterizacion del gel casting modificado

3.4.1. Adsorcion y desorcion de nitrégeno

El método BET implica la determinacion de la cantidad de gas adsortivo
necesario para cubrir las superficies de poros internas accesibles y las externas con
una monocapa completa de adsorbato. Los poros inaccesibles no se detectan. Esta
capacidad de monocapa se puede calcular a partir dela isoterma de adsorcion
utilizando cualquier gas siempre y cuando adsorba fisicamente mediante fuerzas
débiles de van der Waals en la superficie del sélido y se pueda desorber mediante

un descenso de la presion.

La teoria BET se basa en un modelo cinético del proceso de adsorcién
propuesto en 1916 por Langmuir en el que la superficie del sélido se considera una
distribucion de sitios de adsorcion equivalentes. Sin embargo la isoterma de
Langmuir ignora la posibilidad de formacion de capas de fisisorcion sobre la inicial
(adsorcion en multicapas), motivo por el que se llega a una saturacion dela
superficie a presiones altas. Adoptando el mecanismo de Langmuir pero
introduciendo una serie de premisas que lo simplifican, Brunauer, Emmett y Teller
(1938) fueron capaces de llegar a su bien conocida ecuacion BET, que admitiendo
la posibilidad de formacion de multicapas, permite el crecimiento indefinido hasta

producirse la condensacion del gas.

La principal condicion del modelo BET es que las fuerzas participantes en
la condensacion de gases son también responsables de la energia de enlace en la

adsorcion multimolecular. Esta condicidn se traduce en tres premisas:
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a) Cuando P =P el gas adsorbato se condensa en un liquido sobre la superficie
del sélido, es decir, el nimero de capas se hace infinito (P% presion de
saturacion del vapor)

b) Todos los centros de adsorcion de la superficie son equivalentes. La
capacidad de adsorcion de un centro no depende del grado de ocupacion de
los centros vecinos.

c) Sobre cada centro pueden adsorberse varias capas de moléculas, siendo el
calor de adsorcion para todas ellas equivalentes excepto para la primera. En
todas las capas excepto en la primera las condiciones de evaporacion y

condensacion son idénticas.

Las propiedades texturales de la HAp se determinaron a partir de las
isotermas de adsorcion-desorcion de nitrégeno registradas a 77K utilizando un
equipo Quantachrome iQ2. (Figura 3.14) Previo al analisis, las muestras fueron
desgasificadas a 200°C la muestra sin proteina y a 80°C la muestra con proteina
por 12 h a bajo vacio (10 mbar) para asegurar una superficie seca, limpia y libre
de especies fisicamente adsorbidas. El area especifica de la muestra se calculé de
acuerdo al método BET utilizando los datos de la curva de adsorcion colectados en
el intervalo de presion equilibrio relativa de 0.03 < P/P0 < 0.3. Las distribuciones del
tamafio de poro se calcularon con los datos de la isoterma de desorcion de las
correspondientes isotermas de nitrégeno utilizando el método BJH. El volumen total
de poro (Viwta) Se estimo a partir de la cantidad de nitrogeno adsorbido a la presion
relativa de 0.99.

45



Figura 3.14 Quantachrome iQ2

3.4.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El andlisis de calorimetria se realizé por la técnica de DSC en el equipo Q2000 TA
instruments, con el propdsito de conocer la temperatura de desnaturalizacion de la
fase orgénica (grenetina), el analisis se llevo a cabo de un rango de 25°C a 500°C
con un calentamiento de 5°C por minuto y a la celda de calentamiento se le

suministro 50 ml de nitrdgeno por minuto para limpiarla.

3.4.3. Pruebas Mecéanicas

Las pruebas mecanicas son pruebas destructivas en las que los materiales
de estudio son sometidos a esfuerzos mediante la aplicacion de una fuerza externa
hasta su deformacion y/o ruptura, para determinar sus propiedades de dureza,

elasticidad, fragilidad y resistencia a la penetracion.
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El esfuerzo de compresion es la resultante de las tensiones o presiones
que existe dentro de un solido deformable o medio continuo, caracterizada porque
tiende a una reduccion de volumen del cuerpo, y a un acortamiento del cuerpo en

determinada direccion.

Las distintas cargas que actian sobre los huesos se encuentran
relacionadas con las diversas actividades del individuo. El hueso debe ser capaz de

soportar fuerzas de compresion, traccion y cizalladura.

Los ensayos de compresion-deformacién se realizan con fuerzas que
operan en servicio de compresién y la probeta se contrae a lo largo de la direccién
de la fuerza. El material es deformado hasta la ruptura, con una carga de
compresion que aumenta gradualmente y que se aplica de forma uniaxial a lo largo

del eje de la probeta.

Para calcular el esfuerzo de compresioén se utiliza la relacion:

O =— iiiinnn.. Ecuacion 2

Donde F es la carga instantanea aplicada perpendicularmente a la seccion
de la probeta, en unidades de newtons (N) o libras (Ib), y Ao es el area (m? o in?) de
la seccién original antes de aplicar la carga, por lo tanto, las unidades del esfuerzo

a la compresion son Ib/in? 0 N/m?2,

La deformacion se calcula mediante la siguiente ecuacion:

L;—L AL ..
e=""2= - ...Ecuacién 3

LO o

Donde lo es la longitud original antes de aplicar la carga, li es la longitud
instantanea y es el cambio de la longitud |i- lo = Al en un instante determinado con

respecto a la longitud inicial producida por la deformacion (Mufioz, P. 2009).

Los ensayos de pruebas mecanicas fueron de compresién y fueron llevadas

a cabo en una maquina universal Zwick/Roell Z005 (Figura 3.15) con una carga de
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5 KNy una velocidad de Imm/min. Las piezas se someten a un proceso de desbaste
para ajustarlas a las dimensiones de 5 mm asegurandose de tener caras paralelas.

Figura 3.15 Zwick/Roell Z005
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Difraccion de Rayos X por polvos (XRD)

Los resultados de XRD confirmaron la obtencion de cristales de HAp
sintética. La identificacion de la fase se realiz6 por comparacion con los archivos del
banco de PDF’s (powder diffraction files) de la International Center for diffraction
Data (ICDD) provisto por Brucker. Con el mencionado banco de datos se encontro
que la fase de HAp obtenida es la correspondiente al PDF 86-1199. A continuacion

se muestra un difractograma de HAp con crecimiento cristalino aleatorio.
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Figura 4.1 Difractograma de HAp con crecimiento cristalino aleatorio

Es importante mencionar que para la prueba de XRD la HAp no fue molida,
la HAp que se recuperé de la sintesis tiene la apariencia de ser un polvo, lo que hizo
posible el montaje en el portamuestra y la razon por la cual no fue molida fue para

mantener la posible orientacion cristalina presente en la muestra de HAp.

La figura 4.2 muestra un patron de difraccion tipico de las muestras de HAp

gue se obtuvieron por el método hidrotermal asistido por microondas.
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Se puede observar en el difractograma de la figura 4.2 que la reflexion
alrededor de 33° en la escala de 26, correspondiente a la familia de planos (300), es
la que presenta la mayor intensidad registrada, y que dicha intensidad es
notoriamente mayor que la esperada de acuerdo al registro del PDF 86-1199. Lo
anterior es evidencia de una orientacion cristalina preferencial en la direccién [300].
Asimismo, es posible observar como las reflexiones a 39.8° y 28.9°, las cuales
corresponden a la contribucién de los (130) y (120) respectivamente, también
presentan una mayor intensidad a la esperada de acuerdo al citado PDF, aunque

dicho incremento no es tan notorio como el observado para el (300).

Por otra parte, las sefiales en los angulos de 25.8°, 32.2°y 34°, la intensidad
relativa registrada en el correspondiente PDF para la HAp es mayor que la obtenida
experimentalmente, lo cual también puede ser una consecuencia de la orientacion

preferencial que tiene el material obtenido.
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Figura 4.2 Difractograma tipico de la HAp obtenido mostrando la identificacién con el PDF

correspondiente.
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Se puede observar en la figura 4.2 como en 32.929 de la escala de 2 theta
se observa la intensidad mas alta correspondiente a la orientacion (300) mientras
que el PDF figura 4.1 muestra la intensidad mas alta en 31.792 de la escala de 2
theta (211) lo que nos permite confirmar la existencia de una orientacion cristalina

muy clara.
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Figura 4.3 Difractograma indizado de la HAp obtenida a través del método hidrotermal

asistido por microondas.

En el difractograma que aparece en la figura 4.3 estan indicados los indices
de Miller para las principales reflexiones, las cuales corresponden a los planos 300,
211, 100, 130, 120, 140 y 200 de la HAp acorde al PDF 86-1199. Cabe hacer notar
que las sefales en el difractograma estan bien definidas y tienen bajo nivel de ruido,
lo cual indica la presencia de HAp altamente cristalina. (Triphathi, G. y Basu, B.
2011). Utilizando el programa “EVA” provisto por Bruker, se determind el tamafo

promedio de cristalito en la HAp y se encontré un valor de 64.15 nm.

4.2 Espectroscopia de dispersion de energia (EDS)

Con el objeto de llevar a cabo un analisis elemental de la muestras de HAp,

estando éstas dentro del microscopio electronico de barrido y recibiendo la
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incidencia de los electrones primarios, se registré la emision de los diferentes
fotones de rayos X caracteristicos de los diferentes elementos presentes en la
muestra. Lo anterior se realizé con el objeto de calcular la relacion Ca/P presente

en las muestras. (Goldstein, J. I., et. al, 1984).

En la Figura 4.4 se presenta un espectro tipico de EDS para las muestras
de HAp obtenidas por el método hidrotermal asistido por microondas.
Adicionalmente, en la figura se muestra una tabla de porcentaje atomico y de
porcentaje en peso de los elementos detectados que constituyen a la HAp. En el
espectro se observan las sefiales correspondientes a los a&tomos de Ca, Py O
contenidos en la HAp. Con estos valores se calculo la relacion en peso Ca/P de
2.265 y una relacién atomica Ca/P de 1.75, es importante mencionar que se
eliminaron las sefales de carbono por que la muestra se mont6 sobre un polimero
y los porcentajes se verian afectados. Se hace hincapié en la relacién calcio fosforo
porque como se menciond anteriormente, la HAp estequiométrica tiene una relacion
en peso Ca/P de 2.151 y una relacién atdbmica Ca/P de 1.667 mientras mas se

acerque a esta correlacion mejor es su biocompatibilidad.
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Figura 4.4 Espectro de EDS y tabla de porcentajes con relacién calcio/fosforo de la HAp.
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4.3 Fluorescencia de Rayos X (XRF)

Esta técnica analitica también fue utilizada para llevar a cabo un analisis
elemental de las muestras de HAp. Los principios fisicos en los que se fundamenta
esta técnica de caracterizacion, son similares a los del EDS. Sus capacidades de
caracterizacion se deben en gran parte al principio fundamental de que cada
elemento tiene una estructura atbmica unica, la cual genera fotones de rayos X con
longitudes de onda especificos; estos fotones se registran y cuantifican y con ello

se produce un espectro de emisioén de rayos X. En el espectro se grafica la energia

de los fotones contra su intensidad. (Goldstein, J. I., 2003).

x 1E3 Pulses

Fosforo (P) 32.54 31.2172931
Calcio (Ca) 67.46 50.104136

2.07314 | 1.60501

| ‘wnipadg - z abed

g u f u y y
0 5 1 15 20
-keV -

Figura 4.5 Espectro tipico de un andlisis de fluorescencia de Rayos X (XRF) a una muestra
de HAp, presentandose las diferentes sefiales de los elementos presentes. En adicién, se

incluye una tabla de porcentajes de peso, atdmico y relacién Ca/P.

Se hizo una semi-cuantificacion del porcentaje en peso y atomico de los
elementos fosforo y calcio por XRF. Este analisis complementé la informacion
obtenida por EDS. Es importante mencionar que en la grafica se puede observar la
presencia de fierro, este elemento fue utilizado como estandar interno para hacer la

semi-cuantificacion, pero no esta presente en la HAp.
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Los resultados son muy cercanos a la relacion Ca/P ideal (2.151 en pesoy

1.667 atdmica) y se seguira trabajando para tener una mejor relaciéon Ca/P.

4.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

A continuacion se muestran micrografias donde se puede observar
claramente que la sintesis por el método hidrotermal asistido por microondas con
las condiciones empleadas en este trabajo, da como resultado la formacion de
nanofibras que presentan un perfil transversal hexagonal, con dimensiones de
diametro variables que van desde unos 200 nanometros hasta unos 8 micrometros
(Figura 4.6).

20kV X750  20um 0002 HAp-5

Figura 4.6 Micrografia de SEM a la sintesis de HAp.

También es posible observar por el extremo final de la nanofibra hexagonal
gue esta posee una apotema de 0.9 um. (Figura 4.7). Es importante destacar que

se obtuvieron exclusivamente nanofibras y no nanoplacas o nanopatrticulas lo cual
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es deseable para los propositos del presente trabajo. También en la mencionada
figura, se encuentra un recuadro en la parte inferior derecha, en donde se pueden

observar un par de nanofibras mostrando su seccion trasversal hexagonal.

20kVv X8,000 2um 0004 HAp-1

Figura 4.7 Micrografia de SEM de las nanofibras de HAp que permite observar su diametro
y su extremo final. Ademas, el recuadro de la parte inferior de laimagen muestra su perfil

transversal hexagonal.

4.5 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

A través de HRTEM, se obtuvieron imagenes de las nanofibras de HAp en
las que se puede ver claramente un ordenamiento espacial periédico. Dicho
ordenamiento esta formado por un arreglo de lineas y puntos que corresponden a
la estructura cristalina de la HAp. Este arreglo espacial fue analizado por medio del
software Digital Micrograph® disefiado por Gatan. Se determinaron las distancias
de separacion entre las lineas en la imagen, que corresponden a las distancias
interplanares en la estructura de la HAp. En las Figuras 4.8 y 4.9 se muestran los

resultados de dicho andlisis. Podemos ver en la Figura 4.8 que las lineas que van
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de izquierda a derecha (con cierto angulo de inclinacion) tiene una separacion de
0.235 nm de distancia interplanar, esta distancia esta relacionada a los planos (220)
y las lineas que van de arriba hacia abajo (también con cierta inclinaciéon) tienen un
espaciamiento interplanar de 0.271 nm y corresponden a los planos (300).
Asimismo, por medio del Digital Micrograph, se aplicé una transformada rapida de
Fourier (FFT) a la region de la imagen contenida en el rectangulo blanco, la cual
produjo el patron de puntos mostrado en el recuadro de la parte superior derecha
de la figura. Este patron muestra un arreglo ordenado de puntos con simetria dos
que esté relacionado con la estructura cristalina de la HAp. Los puntos mas intensos
corresponden a los (300), lo cual es evidencia de su abundancia en la estructura
cristalina, y el resto de menor intensidad estan relacionados con los (220), lo anterior
de acuerdo a las distancias interplanares registradas en el PDF 86-1199 para los
planos cristalinos mencionados, recordando que, el patrén de puntos es una
proyeccién en un plano del espacio de Fourier de la estructura cristalina de la HAp,
y por ello, una distancia grande en la estructura cristalina correspondera a una

distancia pequefia en el espacio de Fourier y viceversa.

También, por medio del Digital se aplic6 una mascara que bloqueé a los
puntos mas intensos del patron, y con los restantes, se formé la imagen pequefia
gque aparece en la parte inferior derecha de la figura 4.8; por lo tanto, dicha imagen
solo presenta el arreglo de lineas correspondiente a los planos (220).

En cuanto a la Figura 4.9, se puede observar un espaciamiento entre las
lineas que van de arriba hacia abajo que es de 0.81 nm y que corresponde a los
(100) y las lineas en la direccion de izquierda a derecha tienen un espaciamiento de
0.35 nm, las cuales se relacionan con los (002). Nuevamente, se aplicé una FFT a
la region de la imagen contenida dentro del recuadro blanco y se obtuvo el patron
de puntos que se muestra en el recuadro superior derecho de la figura. El patrén de
puntos estd muy bien definido, ordenado y simétrico, presentando una simetria dos,
lo anterior permite determinar claramente que la nanofibra de HAp tiene una alta
calidad cristalina. Los puntos del patron fueron indexados utilizando el PDF 86-1199
y se identificaron como se muestra en la figura. Tal como se hizo a la imagen de la

figura 4.8, a la imagen de la figura 4.9 se le aplic6 una mascara para bloguear
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aquellos puntos correspondientes a la contribucion de los planos (002) a la FFT, y
con los puntos restantes se construyo la imagen que aparece en el recuadro inferior
derecho de la figura; por ello, esta ultima imagen solo esta formada por los planos
(100).

Los planos cristalinos mas abundantes que fueron encontrados tanto en las
imagenes anteriores de HRTEM como en sus correspondientes FFT’s, también
fueron registrados por medio de la difraccion de rayos X, lo cual confirma que la
estructura cristalina de las nanofibras tiene una orientacion cristalia preferencial en

la direccion [300].

. Q.271 nm ;

2 s

v
0.235nm
l‘

Figura 4.8 Micrografia de HRTEM de una nanofibra de HAp en donde se muestra el
ordenamiento cristalino. El recuadro superior derecho es una FFT de laregién de laimagen
izquierda dentro del recuadro y laimagen inferior derecha, es el resultado de la aplicacion

de una mascara.
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Figura 4.9 Micrografia de HRTEM de una nanofibra de HAp mostrando su ordenamiento
cristalino. En el recuadro superior se presenta la FFT y debajo, laimagen generada

Unicamente con los planos (100).

4.6 Adsorciony desorcion de nitrégeno.

Los poros dependiendo su tamafio se pueden clasificar en: microporos
(tamafio <2 nm), ultramicroporos (tamafio <0.7 nm), mesoporos (2 nm <tamafio<50

nm), macroporos (tamafio >50 nm) (Sing, K.W. 1991).

La adsorcion de nitrogeno a la temperatura de hervido (77 K) representa la
técnica mas utilizada para determinar el area de superficie del catalizador y para
caracterizar su textura porosa. El punto de partida es la determinacion de la isoterma
de adsorcion, es decir el volumen de nitrégeno adsorbido en contra de su presion

relativa.

La forma isoterma depende de la textura porosa del sdélido. Segun la
clasificacion de la [IUPAC seis tipos se pueden distinguir, en la siguiente isoterma se
puede observar que presenta un sélido mesoporoso porque a presiones relativas
bajas el proceso no difiere de lo que ocurre en los solidos macroporosos y a

presiones relativas altas la adsorcibn en mesoporos conduce a la formacion de
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varias capas hasta que, la condensacion se lleva a cabo, dando un fuerte aumento

del volumen de adsorcion (Leofanti, G., et. al. 1998).

La isoterma (figura 4.10) tiene una parte reversible a bajas presiones
relativas y un ciclo de histéresis a altas presiones relativas que corresponde a un
ciclo de histéresis tipo H3. Este tipo de ciclo de histéresis es caracteristico para
agregados de particulas y aglomerado de particulas en forma de laminas generando
poros con forma de incision (Rouquerol, F., et. al. 1999). EIl alargamiento del ciclo
de histéresis implica la presencia de poros de tamafio y forma no uniformes (Sing,
K., et. al., 1985).
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Figura 4.10 Isoterma del gel casting modificado.

Por otro lado en la Figura 4.10 se puede observar como la muestra presenta
microporosidad (menor de 2 nm), mesoporosidad (2-50 nm) y macroporosidad
(mayor a 50 nm); es importante mencionar que la micro y la macro porosidad se

pueden observar pero no se pueden analizar correctamente ya que el equipo esta
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disefiado para medir mesoporosidad, es necesario hacer otro tipo de porosimetria
para poder estudiar adecuadamente la micro y macro porosidad.

Distribucion de tamano de poro

cclg

0 a0 100 150 200 250 300 350 400

nm

Figura 4.11 Distribucién de tamafo de poro.

4.7 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria se llevOo a cabo para saber la temperatura de
desnaturalizacion de la fase organica ya que en la prueba de porosimetria (BET) se
realizé una desgasificacion a 80°C, el resultado de la prueba de calorimetria (figura
4.12) nos indica que la temperatura en la que se empieza a desnaturalizar la fase
organica es a los 83.62°C es importante cuidar que la temperatura no rebase esta
temperatura cuando se use la fase organica para que no se pierdan sus

propiedades.
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Figura 4.12 Calorimetria diferencial de barrido

4.8 Pruebas Mecanicas

350

Las propiedades mecanicas de un implante éseo deberian ser semejantes

a las propiedades de los huesos receptores y asi transferir adecuadamente la carga.

Estas propiedades varian dependiendo del tipo de hueso. El esfuerzo maximo a la

compresion varia entre 100 y 200 MPa para el hueso compacto y entre 2 y 20 MPa

para el hueso trabecular. (Fu, Q., et. al. 2011).

Cuando se comprime un material celular, la curva esfuerzo-deformacion

presenta tres regiones (figura 4.13). A pequeias deformaciones, la espuma se

deforma de manera elastica lineal; después hay una meseta casi constante con la

deformacion, donde a muy pequefios esfuerzos hay grandes deformaciones, y

finalmente hay una region de densificacion cuando las celdas han colapsado y se

aglomeran juntas (Ashby, M.F. y Hunkin. 2006).
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Figura 4.13 Curva esfuerzo-deformacion a compresiéon para una espuma polimérica. (Ashby,
M.F.y Hunkin. 2006).
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Figura 4.14 Esquema del comportamiento del material compuesto HAp-grenetina
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En el esquema de la figura 4.14 se representan las etapas ocurridas
durante el ensayo de compresion del material compuesto obtenido; estos materiales

presentan las regiones descritas previamente de un material celular (figura 4.13).

En la zona A del esquema de la figura 4.14 las celdas del material soportan
el esfuerzo aplicado sufriendo una deformacion elastica, al llegar a la zona B cuando
se presenta un cambio en la pendiente de la grafica, éstas sufren una deformacion
plastica. El punto C es el esfuerzo maximo que soporta el material celular y posterior
a este punto las celdas que constituyen el material comienzan a sufrir una
deformacion permanente. El colapso de las células se presenta en la region D

ocasionando una densificacion en el material.

En la figura 4.15 se observan los comportamientos promedio de las piezas
moldeadas de HAp con las 3 concentraciones diferentes de grenetina que se
afadieron. Es posible observar un incremento en dichos esfuerzos maximos en

relacion al aumento de colageno como fase organica.
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Figura 4.15 Grafica de esfuerzo-deformacion.
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Los valores de esfuerzo méximo para las diferentes concentraciones de
grenetina fueron 4.17, 4.82 y 13.14 MPa respectivamente, estos esfuerzos

corresponden a los requeridos por el hueso trabecular que son de entre 2y 20 MPa.

Tabla 4-1 Tabla Comparativa de Esfuerzos Maximos

6.3 1.58 5.7 4.17
8 2.9 6 4.82

10.8 8.5 6.6 13.14

14.9 13.5

19.5 14

Con el fin de proporcionar un panorama mas amplio de los valores
obtenidos en la Tabla 4-1 se compara los valores de esfuerzo maximo obtenido en
el proceso de gel casting con polvos de HAp y grenetina como fase organica
(Izquierda) (Alonso, S. 2013) con los valores de esfuerzo maximo obtenidos en el

presente trabajo (Derecha).

Se puede observar un significativo aumento en el esfuerzo maximo al usar
HAp sintética en lugar de HAp en polvo, al comparar los esfuerzos maximos de
concentraciones de fase organica similar podemos ver un aumento de 3 veces el
valor obtenido con la HAp en polvo, también se puede observar como con la mitad
de la fase orgénica utilizada por el otro método se alcanzan valores similares de
esfuerzo maximo, se espera que de la misma manera que en el trabajo de gel
casting por polvos el valor del esfuerzo maximo siga aumentando conforme se

agregue fase organica.
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se sintetizaron nanofibras por el método hidrotermal
asistido por microondas que demostrd ser muy eficiente en tiempo y energia y con
el cual se ha logrado obtener hasta ahora la orientacion cristalina de las nanofibras

en la direccion [300].

Ademas se obtuvo una relacion Ca/P similar a la que presenta el hueso
humano lo cual es deseado porque se ha demostrado que facilita la
biocompatibilidad.

También se obtuvo micro y macro porosidad a través del proceso de
gelcasting modificado; la micro y macro porosidad se debe analizar por otros
meétodos de porosimetria que sean los adecuados para cuantizar el tamafio de micro
y macro poro, posteriormente, se le afiadié una fase organica con el objetivo de

sinergizar las propiedades mecénicas de las piezas ceramicas.

El esfuerzo maximo a la compresioén obtenido fue de 13.14 MPa a baja
concentracion de fase organica, este esfuerzo corresponde a los requeridos por el
hueso trabecular que son de entre 2 y 20 MPa. Se espera que con el uso de mayor
cantidad de fase organica siga aumentando el esfuerzo maximo hasta el esfuerzo

requerido por el hueso compacto.

Con los resultados obtenidos, es posible concluir que las nanofibras de HAp
orientadas en “A” afectan favorablemente las propiedades mecanicas y que el
material compuesto obtenido tiene propiedades fisicoquimicas, estructurales,
morfolégicas y mecéanicas similares a las del tejido 6seo natural con lo que es

posible considerar el empleo de este tipo de material como reemplazo éseo.
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7. ANEXO

7.1 Calentamiento por microondas

A diferencia del calentamiento convencional, el calentamiento por
microondas calienta directamente el volumen de liquido, mientras que el entorno
(recipientes) solo se calienta debido a la mezcla de reaccién en caliente que
producen. El calentamiento con microondas (ondas electromagnéticas con una

frecuencia de 2,45 GHz) se basa en dos mecanismos:

Reorientacion bipolar: Las moléculas con una estructura dipolar (por
ejemplo, el agua) oscilan en un campo de microondas fluctuante. Esta oscilacion
genera un movimiento molecular que da como resultado la friccion y, por lo tanto, el

calor.

Conduccion idnica: Las moléculas con una estructura iénica (por ejemplo,
las sales) se alinean en el campo electromagnético. Esta alineacién también genera
un movimiento molecular que da como resultado la friccion y, por lo tanto, el calor.
(Kremsner, J.M. y Stadler, A., 2013)

7.2 Preparacion de los viales

Para la preparacion de los viales es necesario mantenerlo en forma vertical
y agregar la cantidad necesaria al vial (Figura 7.1) sin pasar el limite de volumen
permitido en el vial. Una vez llenados se abren las tapas de los viales (Figura 7.2)
cuidadosamente con el dispositivo para el sellado (Figura 7.3) y se abre el tornillo
de ventilacion, después se coloca la tapa sellando el vial a presion, finalmente se

cierra el tornillo de ventilacién y se coloca en el rotor.
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Figura 7.1 Vial de cuarzo

Figura 7.2 Tapa del vial

Figura 7.3 Dispositivo para el sellado del vial
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7.3 Funcionamiento del difractometro

El fenébmeno de difraccion es debido a la relacion entre las fases de todas
las ondas reflejadas por cada celda unidad del cristal, las diferencias de camino
optico entre los rayos que han atravesado distintos puntos del cristal, que a su vez
producen un cambio en la amplitud de la onda resultante. Cuando las ondas estan
completamente desfasadas se anulan entre si. Por el contrario, cuando las ondas
estan en fase, la amplitud de la onda final es la suma de las amplitudes para cada
onda. Puesto que un cristal estd compuesto de miles de celdas unidad, la
interferencia constructiva entre todas ellas llega a resultar en un haz lo

suficientemente intenso para ser medido con un detector de rayos X.

La condicion para que las ondas estén en fase es que la diferencia de sus
caminos Opticos sea cero o un multiplo entero n de la longitud de onda. En un cristal,
la diferencia en el camino Optico entre atomos situados en posiciones equivalentes
en distintas celdas unidad es 2d sin® donde d es la distancia entre los planos
imaginarios que unen los puntos equivalentes de la red cristalina. Es decir, para que
se observe interferencia constructiva de rayos X a un angulo de observacion 20, se
debe cumplir la expresion conocida como Ley de Bragg (Figura 7.4): nA= 2d sin6.
Donde n es un numero entero, A es la longitud de onda de los rayos-X, d es la
distancia entre los planos de la red cristalina y 6 es el angulo entre los rayos
incidentes y los planos de dispersion. (Union Internacional de Cristalografia, 2012).

TP
SN
‘\\/

Interferencia Interferencia
constructiva destructiva

Figura 7.4 Ley de Bragg
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7.4 Principios del andlisis por EDS

a) El detector genera un pulso de carga proporcional a la energia del rayo X.

b) Este pulso se convierte en voltaje.

c) La senal se amplifica a través de un transistor (FET), se aisla de otros pulsos,
se vuelve a amplificar y se identifica electronicamente como proveniente de
un rayo X con una energia especifica

d) La sefial digitalizada se almacena en un canal asignado a esa energia en el

analizador multicanal.

pul=o

e Carga

haz de e=

analizador
de pulsos. multicamal

muesiny

Figura 7.5 Diagrama de analisis por EDS

El espectrometro entonces realiza dos funciones: Detecta los rayos X y los

separa (dispersa) en un espectro segln su energia.

7.5 Principio fisico de la fluorescencia de rayos X

Al exponer un material a rayos X de longitudes de onda cortas o a rayos
gama, pueden ionizarse los atomos que constituyen el material. La ionizacién
consiste en eyeccion de uno o mas electrones desde el atomo. Puede ocurrir si a

éste se le expone a radiacion cuya energia exceda la del potencial de ionizacion.

Tanto los rayos X como los rayos gama pueden ser suficientemente
energéticos para desprender electrones fuertemente ligados en los orbitales
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internos del &tomo. Tal remocion electronica deja en condicion inestable a la
estructura electronica del &tomo, y los electrones de orbitales mas elevados «caen»
hacia el orbital mas bajo, que luego ocupan los huecos de los electrones internos

desprendidos.

En esta caida, o transicién, se genera energia mediante emisién de un
foton. El valor de la energia de este corpusculo es igual a la diferencia de energia
entre los dos orbitales involucrados. Por lo tanto el material emite radiacion cuya
energia es caracteristica de los atomos componentes del material. ElI término
fluorescencia se usa para denominar el fenbmeno por el cual la absorcién de
radiacion de una energia especifica genera reemisién de radiacion de una energia

diferente, generalmente menor.

7.6 Funcionamiento del microscopio electronico de transmisién

El microscopio electrénico de transmision es un instrumento que utiliza
como fuente de iluminacion un haz de electrones que son generados por un
filamento de tungsteno cuando este por efecto termoidnico se pone incandescente.
Estos electrones son acelerados y dirigidos hacia la muestra mediante lentes

electromagnéticas en condiciones de alto vacio.

Existen diferentes modos de formacion de la imagen en un microscopio de
transmision: si la imagen se forma a partir del haz transmitido, que no ha sufrido
dispersién, entonces la imagen del objeto es oscura sobre un fondo brillante. Si, por
el contrario, se utilizan los electrones dispersados en este caso la imagen aparece
brillante sobre un fondo oscuro. Por ello estas dos técnicas se denominan formacion
de imagen en campo claro y en campo oscuro respectivamente, la primera es la

mas utilizada.

Por otra parte con este microscopio se puede obtener un diagrama de
difracciéon de la muestra, lo que nos aporta una valiosa informacién sobre la
estructura cristalina de la misma. Esto es posible si hacemos incidir el haz de

electrones sobre un cristal con un angulo capaz de satisfacer la ley de Bragg para
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una determinada distancia entre planos atdmicos dnk. Ya que la longitud de onda
de los electrones es muy pequefia ese angulo también lo es por lo que el haz debe
incidir practicamente paralelo a los planos reticulares. El diagrama de difraccion esta
formado por los puntos de corte de los haces difractados y transmitido con el plano
de la pantalla. Representa, por tanto, la seccién de la red reciproca del cristal en el
plano normal al haz de electrones. La posibilidad de combinar la difraccion de
electrones con los distintos modos de formacién de la imagen hace del microscopio
de transmisién una de la mejores herramientas en el estudio de la red cristalina y

sus defectos.

De arriba a abajo, el TEM (Figura 7.6) consiste en una fuente de emision,
que puede ser un filamento de tungsteno o bien una fuente de hexaboruro de
lantano (LaBs). Conectando dicho cafidn a una fuente de alto voltaje (~120kV para
muchas aplicaciones) comenzara a emitir electrones hacia el vacio. Esta extraccion
de electrones suele reforzarse con la ayuda de un cilindro Wehnelt. Una vez
extraidos, las lentes de la parte superior del TEM manipulan los haces de electrones

permitiendo su focalizacion al tamafio deseado y su localizacién sobre la muestra.

La manipulacion de los electrones se consigue mediante la combinacion de
dos efectos fisicos. La interaccion de los electrones con un campo magnético hace
gue estos se muevan de acuerdo a la formula vectorial F= (g.v) x B (siendo vy B, el
vector velocidad del electro, B el vector campo magnético y "x" el producto vectorial).
Este efecto permite que los electrones emitidos puedan ser manipulados por medio
de electroimanes. Esta técnica permite la formacion de una lente magnética de

distancia focal variable, dependiendo de la distribucion del flujo magnético.

Las lentes del TEM permiten realizar la convergencia de los haces y el
control del angulo de la misma. Dicho control se ejerce modificando la cantidad de
corriente que fluye a través de las lentes cuadrupolares y hexapolares y permite
modificar los aumentos del TEM.
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Tipicamente un TEM contiene tres conjuntos de lentes con muchas
posibles variantes en la configuracion de las lentes. Los conjuntos se denominan
respectivamente lentes condensadoras, lentes de objetivo y lentes de proyeccion.
Las lentes condensadoras se encargan de la formacion inicial del haz tras la emision
de los electrones. Las lentes de objetivo focalizan el haz sobre la muestra y
finalmente las lentes de proyeccidn se encargan de expandir el haz reflejado hacia
la pantalla de fésforo u otro dispositivo de visualizacién tal como pelicula. Los
aumentos del TEM vienen dados por la razon de las distancias entre la muestra y el

plano imagen del objetivo.

i ente de difraccion
Diafragma de
difraccion

Figura 7.6 Esquema de un microscopio electronico de transmision

Para conseguir el flujo ininterrumpido de electrones, el TEM debe operar a
bajas presiones, tipicamente en el orden de 10 a 10® kPa. La necesidad de esto
se debe a dos razones: primero, permitir una diferencia de voltaje entre el catodo y
tierra sin que se produzca un arco voltaico. Segundo, reducir la frecuencia de las

colisiones de los electrones con los atomos del aire a niveles despreciables.
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