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Contenido IX

Resumen

En este trabajo se presenta la obtencién y caracterizacion de hidroxiapatita natural a
partir de muestras de la region cortical de hueso tipo fémur bovino, las cuales fueron
calcinadas a 600°C, 800°C y 1000°C. A partir de la caracterizacién realizada mediante
espectroscopia Raman se puede observar que después del proceso de calcinacion
desaparecen las bandas ubicadas en 1443, 1677y 2935 cm™, las cuales estan asociadas
al colageno presente en el hueso, y se genera una intensa banda ubicada en 963 cm™ la
cual esta asociada a la hidroxiapatita. Los patrones de difraccion de rayos X evidencian
los planos caracteristicos de la hidroxiapatita (211), (112) y (310), asimismo, al aumentar
la temperatura de calcinacién el grado de cristalinidad de las muestras aumenta,
adicionalmente el andlisis EDS indica la presencia de elementos como fosforo, calcio,
oxigeno, carbén y magnesio.

Ademads se incorporé ZnO a la matriz de HA obtenida a 1000 °C y se estudié la actividad
antimicrobiana de las muestras sobre Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 vy

Staphylococcus aureus ATCC2 5923, mediante el método de difusién en disco.

Palabras claves: Hidroxiapatita, ZnO, Actividad Antimicrobiana, Raman, DRX.
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Abstract

In this paper it was evaluated the obtention and characterization of pure hydroxyapatite, it
from cortical region of the bone calcined at temperatures of 600°C, 800°C and 1000°C.
From the characterization realized by Raman spectroscopy it was observed that the
bands in 1443, 1677 and 2935 cm-1 disappear, these bands are associated with collagen
present in the bone, and finally, an intense band that is placed in 950 cm-1 is associated
with hydroxyapatite. Diffraction X-rays patterns show the characteristic planes of
hydroxyapatite (211), (112) and (310), furthermore, if the calcination temperature
increase, the degree of crystallinity of the samples increases,
additionally EDX analysis indicates the presence of elements such as phosphorus,

calcium, oxygen, carbon and magnesium.

Furthermore, ZnO was incorporated into the HA matrix obtained at 1000°C and the
antimicrobial activities of the samples were investigated against Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 and Staphylococcus aureus ATCC2 5923 strains using the disc

diffusion method.

Keywords: Hydroxyapatite, ZnO, Antimicrobial activities, Raman, XRD.
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OBJETIVOS DE LA TESIS

OBJETIVO GENERAL

e Obtener y caracterizar hidroxiapatita natural con nanoparticulas de ZnO con

potenciales aplicaciones biomédicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener hidroxiapatita mediante tratamiento térmico.

o Realizar la caracterizacién estructural de la region cortical y trabecular en muestras
de hueso tipo fémur vacuno y de la hidroxiapatita natural mediante Difraccion de
Rayos X.

o Determinar la concentracion relativa de minerales y 6xidos en la region cortical y
trabecular de las muestras y de la hidroxiapatita natural mediante Espectroscopia de
Absorcién Atémica y Espectroscopia Raman.

e Obtener hidroxiapatita natural con nanoparticulas de ZnO

e Analizar estructural y quimicamente la hidroxiapatita con nanoparticulas de ZnO,
mediante Difraccion de Rayos X, Microscopia Electronica de Barrido vy

Espectroscopia Raman.



INTRODUCCION

La Hidroxiapatita es un biomaterial ampliamente estudiado y empleado en la
regeneracion 0sea, debido a sus propiedades de biocompatibilidad y osteoconductividad.
Una de las desventajas de éste biomaterial es que no inhibe la formacion de bacterias,

presentando una baja actividad antimicrobiana.

Actualmente una de las mayores complicaciones en implantes éseos son las infecciones
causadas por microorganismos, ya que puede traer consecuencias econdémicas para el
paciente y para las instituciones de salud, ya que se debe intervenir el paciente con
terapia antibiética, que en muchos casos no es efectiva y puede implicar como Ultima

instancia el retiro del implante (Garza et al., 2013).

Debido a lo anterior varias investigaciones se han enfocado en la incorporacion de
elementos a la estructura de la Hidroxiapatita para mejorar sus propiedades

antimicrobianas, mecanicas y propiedades de bioactividad.

El Oxido de Zinc (ZnO) es un material promisorio en diversas aplicaciones ya que tiene
propiedades semiconductores, presenta actividad antibacteriana y es un promotor de
crecimiento (Chao Wang et al., 2012; Jones et al., 2008), ademés es considerado como

un material seguro para los humanos y animales (Y. Liu et al., 2009; Reddy et al., 2007).

Por esta razon en este trabajo se presenta la obtencion y caracterizar hidroxiapatita

natural con nanoparticulas de ZnO.

En este documento se muestran conceptos generales sobre el tejido 6seo y
biomateriales, haciendo énfasis en la Hidroxiapatita y los métodos mas utilizados para su

sintesis.



Asimismo se presenta una corta revision sobre las técnicas de caracterizacion
empleadas como Difraccion de Rayos X (DRX), Espectroscopia Raman, Espectroscopia
de Dispersion de Energia (EDS), Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR) y Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Ademas se describen los procedimientos empleados para la obtencion de Hidroxiapatita,
la incorporacion de ZnO a la estructura de la Hidroxiapatita obtenida a 1000°C y la
Evaluacién de la Actividad Antimicrobiana de Hidroxiapatita dopada con ZnO frente a

microorganismos como Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

Finalmente los productos obtenidos son analizamos usando las diferentes técnicas de

caracterizacion, evaluando sus propiedades estructurales, vibraciones y morfologicas.



Capitulo 1: Marco Teérico

1.1. HUESO

Es un tejido conectivo, principal constituyente del esqueleto, sirve de soporte a las partes
blandas y protege 6rganos vitales. Ademas, aloja la médula ésea, encargada de producir
células sanguineas mediante el proceso de la hematopoyesis, y proporciona apoyo a los
musculos esqueléticos. Es altamente vascular, con excelente capacidad de auto
reparacion, pudiendo alterar sus propiedades y configuracion cuando se expone a una
lesion. Fisiolégicamente, actia como depdsito de calcio, fosfato y otros iones, que son
importantes para la contraccibn muscular y para la actividad nerviosa, entre otras
funciones, almacenandolos o liberandolos de manera controlada para mantener

constante su concentracion en los liquidos organicos.

Todos los huesos estan compuestos de dos tipos de tejido 6seo: el esponjoso o
trabecular y el compacto o cortical (ver imagen 1-1, imagen 1-2). Quimicamente son
iguales pero se diferencian en su densidad volumétrica, pues la masa de tejido 0seo

esponjoso ocupa un mayor volumen que la misma masa del tejido 6seo compacto.

El tejido cortical se encuentra en la corteza del hueso. Esta constituido aproximadamente
por un 22% de materia organica y un 78% de materia inorganica , ademas posee una
estructura densa vy presenta un rango de porosidad entre el 5 y el 10% (Buckwalter et
al., 1996).

El tejido trabecular se encuentra en los extremos de los huesos largos, en la parte
denominada epifisis. Se compone de placas delgadas, o trabéculas, en una estructura de
malla amplia; los intersticios entre las trabéculas son llenados con médula roja y su

porosidad varia entre el 50 y el 90% (Buckwalter et al., 1996).
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Tejido 6seo trabecular

> Tejido 6seo cortical

Imagen 1-1. Hueso tipo fémur bovino

En los huesos largos, las extremidades o epifisis estan formadas por hueso trabecular
con una delgada capa superficial compacta y la diafisis (parte cilindrica) esta casi
totalmente formada por tejido 6seo compacto, con pequefias cantidades de hueso
esponjoso en su parte mas interna, que delimita el conducto medular; entre éste tipo de
huesos se encuentran el fémur, la tibia, el himero, los metacarpianos, los metatarsianos

y las falanges.

Tejido 6seo trabecular

Tejido 6seo cortical

Imagen 1-2. Hueso de humano tipo fémur
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1.1.1 Composicion

El conocimiento de la composicibn de huesos ha permitido explorar las relaciones
existentes entre las caracteristicas quimicas y estructurales 6seas con las propiedades
mecanicas, térmicas, eléctricas y enfermedades presentes en la estructura Osea.
Diferentes investigaciones han reportado que la composicibn de los huesos esta
sometida a cambios de acuerdo al lugar, enfermedades, edad e ingesta de alimentos.

El hueso tiene componentes inorganicos, que representan el 65% de su peso seco
aproximadamente, y el 35% de componentes organicos. La fase organica esta
constituida principalmente por Colageno Tipo |, y la inorganica por hidroxiapatita, ademas
el hueso presenta en menor cantidad lipidos, proteinas y trazas de elementos como
Magnesio, Sodio y Potasio, entre otros.

La componente organica le da forma al hueso y contribuye a la capacidad de resistir a la
traccion, mientras que la componente inorganica o mineral contribuye a la resistencia a la
compresion. Los huesos desmineralizados son flexibles y resistentes a la traccion,
durante el proceso de maduracion 6sea se genera un incremento de la mineralizacién en
el proceso de maduracidon 6sea, haciendo al hueso mas rigido, quebradizo y menos

elastico. En la tabla 1-1, se presenta el % de los elementos que componen el hueso.

Tabla 1-1. Composicion Quimica del Hueso (Orlovskii et al., 2002)

Elemento %
Calcio 34,8
Fosforo 15,2
Sodio 0,9
Magnesio 0,72
Potasio 0,03
Carbonatos 7,4
Flaor 0,03
Cloro 0,13

Otros Elementos 0,04
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1.1.2 Propiedades Mecéanicas

Se ha registrado que tanto la arquitectura como la composicién del hueso influyen en las
caracteristicas mecdanicas de este material, tales como la alta elasticidad debido al
colageno, y la dureza debida a los cristales de hidroxiapatita.

El estudio de las propiedades mecanicas del hueso permite predecir las fuerzas que el
hueso es capaz de resistir, las posibles consecuencias de las enfermedades, entender el
efecto de envejecimiento y otras caracteristicas. Se han estudiado las propiedades
mecénicas de los tejidos 6seos corticales y trabeculares ampliamente, la mayoria de los
estudios concuerdan al afirmar que ambos tipos de tejido contienen la misma
composicion de la matriz y estructura, pero el hueso cortical tiene una porosidad mucho
menor que el hueso trabecular (Buckwalter et al., 1996a). La porosidad se define como
el volumen de vacio por unidad de volumen de hueso, y representa la parte proporcional
del hueso ocupado por médula 6sea o material no-mineralizado que se encarga de la
irrigacion del hueso. La geometria y orientacion de las trabéculas contribuyen en el
comportamiento anisotrépico estructural que es evidente tanto en el hueso trabecular,
como en el hueso compacto. Los poros del hueso trabecular interconectados de forma
irregular proporcionan una densidad aparente y unas propiedades mecanicas del hueso
inconstantes. El modulo de elasticidad y la resistencia a la fractura del hueso cortical
pueden ser diez veces mayores que aquel de un volumen similar de hueso trabecular. El
hueso esponjoso tiene aproximadamente veinte veces mas superficie por unidad de
volumen que el cortical, por lo cual se cree que debido a esta diferencia, el hueso
esponjoso presenta habitualmente una mayor actividad metabdlica y una mayor
velocidad de remodelacién, respondiendo mas rapidamente a las cargas mecanicas que
el hueso cortical. La caracteristica porosa del hueso esponjoso tiene una funcion
importante en la absorcion de fuerzas en las articulaciones, el reemplazo de la epifisis y
del cartilago que la recubre por una protesis, unida al hueso por medio de un cemento de
polimetiimetacrilato, elimina la propiedad de absorcion de impactos lo cual aumenta

drasticamente las fuerzas transmitidas por la articulacion.

Se reporta una relacién entre la densidad aparente del hueso y las propiedades
mecanicas; las propiedades del hueso trabecular son similares al hueso compacto
cuando se observan en forma microscopica (Cowin et al., 2003). La resistencia maxima a

tension se ha considerado como la propiedad mecanica mas importante de esta
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estructura, por consiguiente, la mayoria de las pruebas hechas para estudiar las
propiedades mecanicas de los huesos han sido a tension con probetas orientadas a lo

largo del eje axial de los huesos.

Tabla 1-2. Propiedades Mecanicas Tejido Oseo (Hench et al., 1993)

Tejido Oseo Cortical  Tejido Oseo Trabecular

Fuerza de Compresion (MPa) 100-230 2-12
Resistencia a la Traccion (MPa) 50-150 10-20
Médulo de Young (GPa) 7-30 0,05-0,5

1.1.3 Funciones del Hueso

Desde el punto de vista fisioldgico, las funciones béasicas de los huesos y esqueleto son:

= Proveer un cuadro rigido de soporte para los musculos y tejidos blandos.

» Formar varias cavidades que protegen los d&rganos internos de posibles
traumatismos. Por ejemplo, el craneo protege el cerebro frente a los golpes, y la caja
toracica, formada por costillas y esternon protege los pulmones y el corazon.

= Almacenar minerales, especialmente calcio y fésforo, necesarios para la contraccién
muscular y otras funciones. Cuando son necesarios, el hueso libera dichos minerales
en la sangre.

= Producir células sanguineas: dentro de cavidades situadas en ciertos huesos, un
tejido conectivo denominado médula 6sea roja produce las células sanguineas rojas
0 hematies mediante el proceso denominado hematopoyesis.

» Almacenar grasas de reserva: la médula amarilla consiste principalmente en
adipocitos con unos pocos hematies dispersos. Es una importante reserva de energia

guimica.
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1.2. BIOMATERIALES

Los Biomateriales son los materiales o sustancias empleadas para ser implantadas
dentro de un sistema vivo, son utilizados para el soporte o sustitucién de tejidos que

hayan sufrido traumas, degeneracion o enfermedades.

Los requisitos necesarios para definir el éxito en una aplicacién de un biomaterial se
deben a la respuesta biol6gica, resistencia adecuada y al comportamiento mecanico.
Generalmente el fracaso de estas implantaciones se debe a la infeccion, ya que estos
materiales ejercen una atraccién sobre lo microorganismos, ademas pueden generar

rechazos inmunolégicos y transmision de enfermedades virales.
Se dividen en:

e Biomateriales Metalico son generalmente usados en la osteosintesis y las
artroplastias (De funcién temporal), son materiales de alta resistencia transversal
y de tensién, utilizados para ortopedia e implantes dentales

e Biomateriales Ceramicos son materiales que se caracterizan por poseer una
buena biocompatibilidad, su aplicacién es de uso ortopédico, revestimiento de
metales, valvulas cardiacas u odontologia, asi mismo, presentan similitud con las
propiedades fisicas del hueso, ademas de ser resistentes a la corrosion.

e Biomateriales Poliméricos son usados en aplicaciones ortopédicas, ademas se
pueden construir musculos y tendones artificiales, son implantes elasticos y
resistentes al desgaste, a su vez, los biomateriales poliméricos se subdividen en

reticulares, laminares y compuestas.

1.2.1. Clasificacion de los Biomateriales Ceramicos

Las ceramicas son los materiales mas parecidos al componente mineral del hueso, son
resistentes a la corrosion y de bajo coeficiente de friccion, siendo usadas en aplicaciones
ortopédicas e implantaciones dentales, ejemplo de ellas son la Alimina, Zirconia, Fosfato

Tricalcico, Hidroxiapatita, Carboén pirolitico, Silicatos de Calcio y Vidrios bioactivos.

De acuerdo a la respuesta de los tejidos y la actividad quimica en el organismo los

biomateriales ceramicos se pueden dividir en:
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e Bionertes, con una interaccion minima con el tejido circundante, este material
debe de ser insoluble y no afectar a las células

e Bioactivos, tienen la capacidad de desarrollar una fuerte unién con el tejido 6seo,
interactuando con los tejidos blandos y el hueso, ayudando a la formacién de
hidroxiapatita carbonatada en la superficie.

e Biorreabsorbibles, ademas de ser bioactivos, son reabsorbidos en el organismo

mientras el defecto se corrige

Entre los Biomateriales ceramicos mas estudiados se encuentra los de fosfatos de calcio,
los cuales son de amplio interés para ser utilizados como rellenos o sustitos 6seos,
debido a que poseen casi la misma composicion quimica que el esqueleto de los
vertebrados, son biocompatibles y bioactivos logrando la unién quimica con el hueso e
incorporandose al tejido 6seo, dependiendo de su aplicacién, se utilizan diferentes fases

de compuestos de Fosfato de Calcio como la hidroxiapatita.
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1.3. HIDROXIAPATITA

La Hidroxiapatita Ca;y (PO4)s(OH), es un material que pertenece a las cerdmicas de
fosfato de calcio, ha sido ampliamente utilizada en aplicaciones biomédicas como
tratamientos quirargicos, ortopédicos y odontolégicos (Anita Lett et al., 2016; Ansari et al.,
2011; Rau et al., 2014) para reparar, aumentar o sustituir el tejido éseo dafado, ya que
es un material biocompatible, bioactivo y posee propiedades osteoactivas, es decir,
estimula a la formacion del hueso. Se puede obtener a partir de sintesis quimica
mediante métodos como: precipitacion, hidrolisis y sol-gel (Abidi et al., 2014a; Agrawal et
al.,, 2011; Wang et al., 2015), o extraerla a partir de fuentes naturales como cascara de
huevos, corales y huesos de origen animal (Fadli et al., 2014; Kamalanathan et al., 2014;
Niakan et al., 2015; Venkatesan et al., 2010) . Dependiendo del método de sintesis se
puede obtener Hidroxiapatita con diferentes morfologias, estequiometria y grado de

cristalinidad.

1.3.1. Composicion

La hidroxiapatita (HA) estd compuesta principalmente por calcio y fosforo, aunque
dependiendo del método de obtencién puede presentar trazas de elementos como sodio
y magnesio. Una de las principales caracteristicas de éste biomaterial es la relacién
molar calcio-fosforo ya que entre menor sea la relacion, mayor es la acidez y solubilidad
de las muestras (Sahin, 2006), ademas de ser un factor relacionado con las propiedades
mecanicas del material. La HA en fase pura tiene una relacion molar Ca/P de 1,67, la
cual presenta mayor rigidez comparada con HA que tiene relacibn molar diferente
cuando la relacion es de 1,5 se obtienen muestras con deficiencia de calcio (Ramesh,
2010) y si la relacién molar es mayor a 1,67 la HA contiene grupos carbonatos ademas
de presentar trazas de Mg (Figueiredo et al., 2010). HA con relaciones que varian desde

1,5a 2,0 hansido utilizadas como recubrimientos ceramicos.
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1.3.2. Propiedades Estructurales

La HA en fase pura posee una estructura hexagonal con un grupo espacial P63/m,
ademas con parametros dered a=b =9,45Ay c = 6,88 A, dependiendo del método de
obtencién y la relaciéon Ca/P, éstos parametros pueden variar. La celda unidad esta

formada por calcio, fosfatos e hidroxilos como se puede observar en las figuras 1-1y 1-2.

- ————

3

00
" » a4

a Calo(l)()4)6(0[’l)2
@cCa«p OO0 @oH

-

Figura 1-1. Estructura cristalina HA (Nakano et al., 2002)

La HA presenta dos tipos de cationes de calcio, nombrados como Ca (I) y Ca (ll), los Ca
() estan situados en los bordes de la celda unitaria hexagonal formando un anilloy en el
centro esta ubicado el ion hidroxilo, los Ca (Il) se encuentran formando tridngulos

equilateros con la columna de los iones hidroxilo (ver figura 1-2)
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Figura 1-2. Estructura de la HA vista esquematica (Lu et al., 2011)

La introduccién de pequefias cantidades de algunos iones puede causar modificaciones
estructurales como cambio en los parametros de red y cristalinidad de la HA.

La ubicacion de los iones de hidroxilo pueden ser ocupados por iones cloruro y fluoruro
(Cho, Yoo, Chung, & Rhee, 2014), debido a la similitud de carga y tamafio, asimismo, la
ubicacion de los cationes de calcio pueden ser reemplazados por iones de Magnesio
(Mg?"), Manganeso (Mn%") y Zinc (Zn%).
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1.3.3. Métodos de Obtencion

Diversos son los procesos y fuentes de obtencién de HA, mediante sintesis quimica se
encuentran métodos como hidrotermal, precipitacion y sol-gel, asimismo, fuentes
naturales como cascaras de huevo, corales, escamas y huesos de pescado ademas de
huesos porcinos y bovinos, son ampliamente utilizados.

1.3.3.1. Hidroxiapatita obtenida por Sintesis Quimica

Quimicamente se puede sintetizar HA mediante la reaccién de una fuente de calcio con
una fuente de fosfato, donde se busca obtener HA estequiométrica con una relacion
molar Ca/P = 1,67. La produccion de HA sintética se puede dividir en dos grandes
categorias: Sintesis de quimica humeda y Sintesis de quimica seca

1.3.3.1.1. Sintesis de Quimica Himeda
Es usada principalmente para la sintesis de HA nanoestructurada con una morfologia

definida. Una de las principales ventajas de la sintesis humeda es que el Unico
subproducto formado es agua y es muy baja la probabilidad de contaminacion durante el

proceso. Entre los métodos se encuentra el hidrotérmico, precipitacion y sol-gel.

1.3.3.1.1.1. Hidrotérmico
Es uno de los métodos més comunes para la sintesis de HA, donde se puede obtener HA

estequiométrica

Efectos de pardmetros como temperatura y tiempo, sobre la morfologia y tamafio de
particula han sido estudiados. Cuando la temperatura en el proceso hidrotérmico es
elevada la cristalinidad y el tamafio de cristalito aumenta (Jin et al., 2015), ademas, el
tiempo del proceso no tiene ningun efecto sobre la morfologia y el tamafio de particula
(Earl et al., 2006).

Es un método costoso debido a que se necesitan equipos especializados para elevar la
temperatura y presion durante el proceso, ademas es dificil controlar el tamafio y

morfologia de las particulas (Guang et al., 2015).
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1.3.3.1.1.2. Precipitacion
Es uno de los métodos mas relevantes ya que se puede producir una cantidad

considerable de HA, es un método sencillo y econémico, aunque parametros en el
proceso como pH, tiempo de agitacion y temperatura de reaccion influyen directamente
en la calidad de la HA obtenida donde puede variar el tamafio de particula, morfologia y
cristalinidad (Garcia et al., 2006). Usualmente se utilizan como precursores hidréxido de
calcio (Ca(OH),) y acido fosférico (H;P0,),y para el ajuste del pH de la reaccion se
utiliza amonio (Abidi et al., 2014b; Saeril et al., 2003), el control del pH es fundamental
para la sintesis de HA estequiométrica ya que un pH por debajo de 9 puede dar origen a

HA con deficiencia de calcio (Agrawal et al., 2011).
Reaccion de Ca(OH),y H;PO0, para la obtencién de HA (Sequeda et al., 2012)
10Ca(OH), + 6H3P0, = Cayo(P04)s(OH), + 18H,0 1)

El tamafio, la forma y el area superficial de la HA obtenida a partir de la reaccién anterior
estan fuertemente relacionadas con la velocidad de adicion del acido y la temperatura de

reaccion (Ferraz et al., 2004).

| Solucion de Hidroxido de Calcio | | Solucién Acido Fosférico |
I |

Mezcla |----=,~ Agitacion
| 11,0 < pH< 12,0

| Enveiecimiento |_ Temperatura ambiente
] “="*  80<pH<39,0
| t=72h
| Filtracion |
| T=110 °C
———=3
| Secado | t=3h

800 "C<T <1400 °C
4h < t< gh

HA
Cristalina

Figura 1-3. Proceso Precipitacion obtencion HA  (Guzman et al., 2005)
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1.3.3.1.1.3. Sol-Gel
Método ampliamente utilizado ya que se puede producir nano y micro particulas de HA,

asimismo, permite la preparacion de revestimientos de HA sobre sustratos metalicos (Liu
et al.,, 2002), ademés, se puede controlar el tamafio de poro (Owens et al., 2016)
parametro relacionado con la bioactividad del biomaterial. Sin embargo los materiales
utilizados en este método son costosos, se obtiene HA con una baja homogeneidad
(Sopyan et al., 2008) y es un proceso que requiere de un estricto control ya que se ve
afectado por factores como la velocidad de gelatinacién y tiempo de envejecimiento el
cual esta directamente relacionado con la formacién de cristales y aglomeracién de
particulas (Chai et al., 1998), donde se reportan tiempos de minimo 24 horas para la
formacion de HA (Beganskien et al., 2006)

Diversos son los materiales utilizados como precursores de calcio y fosforo entre los
mas usados se encuentra el Nitrato de Calcio y el Oxido de Fosforo, la HA obtenida
generalmente esta acompafa de una fase de CaO, el cual se elimina a partir de
tratamientos térmicos ya que la existencia de esta fase disminuye las propiedades

biocompatibles del material (Hsieh et al., 2001)

Nitrato de Calcio +Agua Acido Fosférico + Agua

Sol

Envejecimiento

Calentamiento
aproximadamente 60 °C

Sol-Gel

Calcinacion a 500 °C

Polvo HA

Figura 1-4. Proceso Sol-Gel obtencion HA  (Rodrigues et al., 2012)
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1.3.3.1.2. Sintesis de Quimica Seca
Generalmente se utiliza para la produccion en masa de HA, donde se obtienen particulas

de tamafio grande y sin una forma definida, la principal ventaja es que no se requiere un
control riguroso de los parametros durante el proceso de obtencién. En esta categoria se
pueden encontrar técnicas como: reaccién en estado sélido y métodos quimicos-

mecanicos.

1.3.3.1.2.1. Reaccién en Estado Solido

Es un método sencillo para la sintesis de HA, consiste en mezclar los precursores de
calcio y fosforo mediante el uso de un mortero, seguido la mezcla se lleva a tratamiento
térmico a altas temperaturas, obteniendo HA con un grado alto de cristalinidad.

Entre los materiales utilizados como precursores se encuentran: Nitrato de Calcio

(Ca(NOs3),, Fosfato Diamonico ((NH,),HPO,), Carbonato de Calcio (CaC03) y Fosfato
Dicalcico (CaHPO,) (Arkin et al., 2015; Guo et al., 2013).

Mediante éste método se obtiene HA estequiométrica, estable y cristalina (Arkin et al.,
2015), donde la temperatura de calcinacibn es un pardmetro importante ya que
dependiendo de ésta el tamafio y morfologia de las particulas pueden variar (Guo et al.,
2013).

00 &

~

Ca PO, v
Reactivos —!
;]il
e, N
¢ * —r  Lavado -—— .E./J»L-",,
. Foal W

Horno Producs HAs

£

CaP previamente
preparada

Figura 1-5. Reaccion en estado s6lido obtencion HA (Sadat-Shojai et al., 2013)
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1.3.3.1.2.2. Método Quimico - Mecanico
En el método quimico — mecanico los precursores de calcio y fosforo son pulverizados

generalmente en un molino de bolas. Para el proceso de sintesis de HA se puede realizar
molienda himeda o seca (Adzila et al., 2011; lwasaki, 2013; Shu et al., 2005). En la
molienda humeda se han empleado solventes como agua destilada, etanol y acetona
(lwasaki, 2013; Rhee, 2002; Yeong et al., 2001) y la molienda seca se realiza sin agregar
ningun tipo de solvente. Cuando la sintesis se realiza sin la agregacion de agua la

reaccién de los precursores es mas rapida (El Briak-BenAbdeslam et al., 2008).

Otros parametros como velocidad de rotacion y tiempo de molienda, pueden afectar el
resultado, obteniendo HA con diferentes morfologias, estequiometria y nivel de
cristalinidad (Adzila et al., 2011).

La velocidad de rotacién esta relacionada con la cristalinidad de la muestra, cuando se
incrementa la velocidad se sintetiza HA con mayor cristalinidad, asimismo, la alta
velocidad reduce el tamafio de particula (Adzila et al., 2011).

Ademas, cuando el tiempo de molienda aumenta el tamafio de particula disminuye
(Nasiri-Tabrizi et al., 2013)(Mandal et al., 2014)

- [« Medios de molienda
Ve * Duracién de la molienda
[ -

. * Radio de las esferas
, \'leu-. dad de rotacion
° + 0 -~ 3 e
’ “ ) J~ -
Molino de bolas C oAy
Ca PO,
Reactivos Producto HAp

Figura 1-6. Método Quimico — Mecénico obtencion HA (Sadat-Shojai et al., 2013)
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1.3.3.2. Hidroxiapatita a partir de Fuentes Naturales

HA obtenida a partir de fuentes naturales ha adquirido gran interés debido a que los
procesos de sintesis son de bajo costo, a comparacion de la HA sintetizada
guimicamente donde parametros como temperatura, pH y pureza de los reactivos
iniciales son fundamentales y deben ser constantemente controlados para obtener HA
estequiométrica de alta calidad (Akram et al., 2014; Liu et al., 2002), elevando los costos
y tiempo requerido en su sintesis.

A partir de fuentes naturales se extrae HA no estequiométrica similar a la que se
encuentra en la fase inorganica de los huesos ya que presenta trazas de elementos
como K, Na, Mg y F, haciendo que la HA sea mas compatible con el hueso humano
(Ramesh et al., 2016), ademas de ser fundamentales en el proceso de metabolismo 6seo
(Yoganand et al., 2011).

Diversos son los recursos naturales usados para extraer HA entre los mas utilizados se
encuentran las cascaras de huevos, corales y huesos de origen animal, donde en la
mayoria de los casos se obtiene HA a partir de tratamiento térmico a altas temperaturas,
evitando el uso de sustancias quimicas (Khoo et al., 2015; Venkatesan et al., 2010).

En la actualidad se comercializa HA extraida a partir de corales y huesos de origen
animal, las cuales son usadas como sustitutos 6seos. En la Tabla 1-3 se pueden
observar algunas de las marcas comercializadas de HA y la fuente natural de donde fue

extraida.

Tabla 1-3. HA de origen animal Comercializada (Boskey, 2013)

Producto Fuente Natural
Bio-Oss Hueso Bovino
Endobon Hueso Bovino
Interpore 200 Coral
NuOSS Hueso Bovino Region Cortical
Pro-Osteon Coral
Truebone Hueso Bovino
Cerabone Hueso Bovino

Apatos Hueso Porcino
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1.3.3.2.1. Cascaras de Huevos
La cascara de huevo estd compuesta por carbonato de calcio (CaC03), fosfato de calcio

y materia organica (Rivera et al., 1999), debido a esto es utilizada en la sintesis de HA
ya que al ser calcinada a altas temperaturas se obtiene Ca0, empleado como precursor
de calcio en la sintesis (Kamalanathan et al., 2014), al cual se le adiciona una solucién de
fosfato de calcio (Ca;(P0,),) donde las cantidades utilizadas no son perjudiciales para
el medio ambiente (Rivera et al., 1999) y obtener HA de alta calidad. Entre los métodos
utilizados para la sintesis se encuentra el de precipitacion, hidrotérmico y reaccién en
estado soélido (Goloshchapov et al., 2013; Ramesh et al., 2016; Wu et al., 2013).

Reaccion de Ca3(P0,),, Ca0 y H,0 para la obtencion de HA (Rivera et al., 1999)
3CQ(PO4)2 + CaO + H20 - Calo(PO4)6(0H)2 (2)

HA sintetizada a partir de cascaras de huevos presenta una mejor osteoconductividad,

comparada con la obtenida de otras fuentes ( Krishna et al., 2007)

Trituracion mecanica cascaras de huevo

Tratamiento térmico. | > |~ 20°C
t=2h
Obtencion y Tamizado de
CaCo,
Tratamiento térmico | > tT_:;?DuC

Obtencion de Ca0 y Ca0,

Adicion de Ca5(P0,),y H,0

Polvo HA

Figura 1-7. Proceso obtencion HA a partir de cascara de huevo (Arboleda et al., 2016)
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1.3.3.2.2. Corales
El esqueleto de los corales estd compuesto principalmente por CaC 05, material utilizado

como precursor de Ca en la obtencién de HA.

El método mas utilizado para la sintesis es el hidrotérmico, donde se calcina el esqueleto
del coral para obtener CaC0; y se le adiciona una solucién de Fosfato Diaménico
((NH,),HPO,), obteniendo HA sin impurezas (Nandi et al., 2015; Sivakumar et al., 1996).

Reaccion de CaC0O;y (NH,),HPO, para la obtencion de HA (Nandi et al., 2015b)
10CaC05 + 6(NH,),HPO, + 2H,0 — Cayo(P0,)¢(0OH), + 6(NH,),C05 + 4H,C05 (3)

HA obtenida a partir de corales ha sido utilizada como injertos de hueso, debido a que es

un material poroso y permite la infiltracion de vasos sanguineos (Heness et al., 2004).

Coral

Secadoy Limpieza

T=9800°C

Calcinacion .
t=2h

Obtencion de CaC04

Adicionde (NH,) HPO .y H,0

Molienda en mortero

Calentamientoy aplicacion de presion

Polvo HA

Figura 1-8. Proceso obtencién HA a partir de esqueleto de coral (Sivakumar et al., 1996)
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1.3.3.2.3. Huesos de Origen Animal

Huesos de pescado, porcinos y bovinos han sido ampliamente utilizados en la extraccion
de HA por ser materiales faciles de conseguir y econémicos (Goto et al., 2014; Niakan et
al., 2015; Salamanca et al., 2015), ademas se obtiene HA de alta calidad. Entre los
métodos mas utilizados se encuentra el de calcinacion donde dependiendo de la
temperatura se puede obtener hidroxiapatita carbonatada 6 hidroxiapatita con trazas de
oxido de calcio (Ca0) (Goto et al.,, 2014; Sobczak-Kupiec et al., 2012), ademas, al
aumentar la temperatura de calcinacién la cristalinidad de la HA aumenta, obteniendo
cristalitos con mayor tamafio (Ooi et al., 2007) y la estructura de la HA se vuelve menos
porosa (Figueiredo et al., 2010).

Temperaturas mayores a 700°C producen la formacion de Ca0O, cuando la relacién
Ca/P > 1,67 (Figueiredo et al., 2010; Sobczak-Kupiec et al., 2012); si la relacion Ca/P <
1,67 se obtiene HA con deficiencia de calcio provocando la formacién de fosfato tricalcico
Beta (B — TCP; Ca3(P04)2) (Sobczak-Kupiec et al., 2012)

La eliminacion de los compuestos organicos presentes en los huesos se da a
temperaturas de calcinacion alrededor de 600°C vy temperaturas aproximadas a 800°C

permiten obtener muestras libres de proteinas (Kamalanathan et al., 2014).

1.3.3.2.3.1. Hueso de Pescado

Huesos de pescado de diferentes especies han sido empleados para la extraccion de
HA, entre los que se encuentran peces espadas, atin y bacalao (Chattanathan, 2009;
Piccirillo et al., 2013; Venkatesan et al., 2010). La calcinacion de huesos de pescado
generalmente da origen a la formacion de hidroxiapatita Carbonatada (Goto et al., 2014).
HA obtenida de huesos de pescado ademas de ser estudiada como posible material para
ser usado en defectos 6seos, ha sido empleada en la remocién de algunos metales como
uranio, plomo y cadmio de agua subterrdnea contaminada (Chattanathan, 2009; Wright
et al., 2003).
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1.3.3.2.3.2. Hueso Porcino

El uso de sustitos 6seos provenientes de porcino en tratamientos de implantes dentales
han sido considerados debido a la similitud de los genomas humanos y porcinos.
Obteniendo injertos de porcino que exhiben biocompatibilidad, bioabsorcién vy
caracteristicas de osteoconductividad, permitiendo una reparaciéon O6sea normal

(Salamanca et al., 2015)

1.3.3.2.3.3. Hueso Bovino

Diferentes clases de hueso bovino han sido utilizados para extraer HA como tibia,
humero y fémur (Bahrololoom et al., 2009; Gamelas et al., 2015). Los huesos bovinos se
han empleado ya que la parte inorganica esta compuesta principalmente por HA (93%) y
por fosfato tricalcico Beta (7%) (Kusrini et al., 2012).

Se puede obtener HA a partir de tratamiento térmico o mediante el uso de Hidroxido de
Sodio (NaOH) (Khoo et al., 2015; Mondal et al., 2012).Especialmente el tratamiento
térmico es ampliamente usado debido que la calcinacibn de hueso permite evitar
transmision de enfermedades (Assaad, 2009).

La HA obtenida es biocompatible y bioactiva, pero una desventaja son las bajas

propiedades mecanicas que posee, limitando su uso como biomaterial.
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Figura 1-9. Extraccion de HA a partir de Fuentes Naturales (Sadat-Shojai et al., 2013)



Capitulo 2: Técnicas de Caracterizacion

En este capitulo se describen los conceptos basicos relacionados con cada una de las
técnicas de caracterizacion empleadas para el estudio de la HA obtenida a partir de

hueso fémur bovino y la HA dopada con ZnO

2.1. Difraccion de Rayos X (DRX)

Al hacer incidir un haz de longitud de onda (1) determinada sobre un material se produce
una interaccion entre la radiacion y los atomos del cristal, actuando como un centro de
dispersion.
La Ley de Bragg establece la condicibn necesaria para que ocurra la difraccion, se
puede expresar mediante la ecuaciéon

nA = 2dsenf 4)
Donde n es un numero entero que representa el orden de difraccion y d la distancia

interplanar del cristal.

Figura 2-1. Esquema de la interaccién de los rayos X y la estructura cristalina del
material (Universidad Nacional de la Plata, 2012)
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Los requisitos para que se produzca la difraccidbn son que el espacio entre las capas
atOmicas sea aproximadamente igual a la longitud de onda de la radiacion y que los

centros de dispersion estén distribuidos de una manera regular.

Cada estructura cristalina tiene una relacién caracteristica de la distancia interplanar con
los parametros de red y los indices de Miller. Para una estructura Hexagonal la relacion

viene dada por la expresion

L% 2 2y L2
dikz_3a2(h +hk+k)+czl (5)
Donde a y ¢ son los parametros de red de la estructura, h, k y | indices de Miller

caracteristicos de cada plano cristalogréfico.

De los patrones de difracciébn se pueden obtener diversas caracteristicas del material
como parametros de red de la estructura mediante el método de Cohen y tamafio de
cristalito haciendo uso de la ecuacion de Scherer.

A partir de la ley de Bragg y la relaciéon de las distancias interplanares para una

estructura hexagonal se pueden determinar los pardmetros de red donde:

12
sen0 =
4dhkl
A2
sen?f = Z(B_ (h? + hk + k?) + —lz)

AZ
sen? ( ) (h? + hk + k?) + <4_C2> (D)

Reescribiendo la ecuacion se tiene
sen?0y, = aA +yB (6)

Donde
a = h? + nk + k? y =12

_AZ _AZ

3a? 4c2
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Multiplicando la expresion (6) por a y y, se tiene un sistema de ecuaciones
Yasen?0p, =AY a’? +BY ay (7)

YysenOpy =AY ay + BYy? (8)

Al resolver el sistema de ecuaciones se pueden determinar los valores de Ay B, para
encontrar los parametros dered ay c.
El tamafio de cristalito se puede encontrar a partir de los patrones de difraccion y

haciendo uso de la de la ecuacién de Scherer

KA
t(hkl) = ———  (9)
BCOSQ(hkl)

Donde t(hkl) es el tamafio promedio de cristalito, A es la longitud de onda de los rayos x
empleados, B es el ancho medio del pico con mayor intensidad, 6 es el angulo de

difraccion y K es una constante que depende del material y tamafo del cristalito.

2.2. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Es una técnica utilizada para el estudio de la morfologia de los materiales. Consiste en la
interaccion de un haz de electrones producido por un filamento caliente generalmente de
tungsteno y una determinada area del material a estudiar, generando diferentes sefiales
como la de electrones secundarios y retrodispersados, los cuales se diferencian por su

energia.

Los electrones secundarios son generados por interacciones inelasticas, tienen una
energia inferior a 50 eV y son utilizados para la formacion de la imagen. Mientras que
los electrones retrodispersados se dan por dispersiones elasticas, responden a la
composicion elemental de la muestra, generando un contraste por nimero atomico

(zonas con niumero atdmico menor se veran mas oscuras).
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Figura 2-2. a) Imagen con electrones secundarios b) Imagen con electrones
retrodispersados

El resultado mediante MEB sera una imagen digital que dependiendo del equipo se
puede lograr una resolucién de hasta 5 nm.

Para el andlisis las muestras deben de ser conductoras, cuando éstas no lo son se les
hace un recubrimiento con algin material conductor como el oro. En algunos casos y
dependiendo del equipo las muestras deben estar libres de humedad, por lo que en

ocasiones es necesario realizarles un proceso de deshidratacion.

2.3. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de
Fourier (FTIR)

Es una técnica usada para la identificacion de los grupos funcionales de las moléculas
gue componen el material, se basa en la excitacion de los modos de vibracién y rotacion
de los enlaces atomico cuando son irradiados con un haz de luz infrarroja, estudiando la
absorcion o transmision de la energia radiante originada por la interaccién de la

radiaciéon y el material a caracterizar.

La absorcion de la radiaciébn infrarroja por un analito se puede relacionar
cuantitativamente con la concentracion de la sustancia, siguiendo la ley de Lambert-Beer

la cual se puede expresar de la siguiente manera:

A =logie72 = eMIBIL (10)
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Donde A es la absorbancia (magnitud adimensional), I, e Ir son las intensidades de
radiacion incidente y transmitida respectivamente, [B] es la concentraciébn molar del

analito, €(1) es el coeficiente de absorcion molar y L es el espesor de la sustancia.

Entre las ventajas de la técnica es que permite analizar casi todo tipo de muestra
independiente de su estado y forma como liquidos, peliculas delgadas, fibras y polvos, y
dependiendo del equipo no es necesario realizar ninguna preparacion de la muestra,

ademas se requiere un tiempo corto para la adquisicién del espectro.

2.4. Espectroscopia Raman

Es una técnica fotdnica que permite obtener informaciéon de la composicién quimica del
material a analizar. Se basa en el estudio de la radiacion dispersada por el material al

hacer incidir sobre éste un haz de luz monocromatico.

Cuando la luz atraviesa una molécula o material se generan diversos efectos los cuales
pueden ser estudiados a partir de los cambios generados por la luz. Un cambio que
puede ser apreciable es el del momento dipolar eléctrico de la materia, el cual esta
relacionado con el campo eléctrico de la luz incidente. La relacién del momento dipolar y

el campo electromagnético se puede escribir como
P=qaFE (11)
Expresando el campo eléctrico de la luz como:
E = Eycos(w;t) (12)

Donde P es el momento dipolar, E es el campo eléctrico de la onda incidente y «a es la

polarizabilidad.

La dispersion Raman se da cuando una molécula tiende a distorsionarse de diferente
forma en todas las posiciones de la nube electrénica, es decir tienen una polarizabilidad

cambiante, cumpliéndose

da
d_q =0 (13)

Donde g es la posicion de la molécula.
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El comportamiento de la polarizabilidad se puede analizar utilizando Series de Taylor

expresandola como:

da 1 (d?a

@ = (@0)g=ot (E)qzo 1t z(d—qz)q:O @ +5 (), @ =0 a9

Escribiendo g de la forma:
q = qocos(wpt) (15)
Donde q, es la amplitud maxima y w,, es la frecuencia de vibracién de la molécula.

Tomando los dos primeros términos de la polarizabilidad se obtiene la expresion

P = (ag)q=oEcos(w;t) + (2—3)(1:0 qoEo cos(w;) cos(wpm,) (16)

Haciendo uso de la identidad trigonométrica cosfcosd = %(cos(@ + 8) + cos(6 — 9))
Reescribiendo la ecuacion (16) se tiene

d
P = (ag)q=oEcos(w;t) + %(d—Z) . qoEo(cos(w; + wy,) + cos(w; — wy)) (A7)
q:

Donde el primer término hace referencia a la dispersién Rayleigh, teniendo la misma
frecuencia de la radiacion incidente, el segundo término representa la dispersion Anti-
Stokes, con frecuencia mayor a la incidente, cediendo energia a la luz dispersada y el
ultimo termino esta relacionado con la dispersién Stokes, con frecuencia menor que el de
la luz incidente, éstos dos ultimos términos corresponden a la Dispersion Raman, de

modo que para cada material se presenta una dispersion caracteristica.



Capitulo 5: Conclusiones

= HA no estequiométrica fue obtenida a partir de hueso bovino utilizando un método

amigable con el medio ambiente, sencillo y de bajo costo.

= Se estudio el tipo de apatita presente en el hueso bovino, para la region cortical
se obtiene apatita carbonata, mientras que para la regidn trabecular la apatita

tiene deficiencia de calcio.

= A partir de la técnica Raman se puede observar que tanto la regién cortical como
la trabecular del hueso, presentan una fase organica compuesta principalmente

por colageno y una inorganica la cual esta constituida por apatita.

= Se realizé tratamiento térmico a la region cortical del hueso para extraer HA,
mediante la técnica FTIR se observa que 800°C fue la temperatura adecuada

para la eliminacién de los compuestos organicos.

= Mediante el andlisis EDS se observa que las muestras obtenidas estan
compuestas principalmente por calcio, fosforo y oxigeno, ademas de contener en

menor cantidad trazas de magnesio.

= Al aumentar la temperatura de calcinacién de hueso se produce HA mas pura,
disminuyendo la presencia de carbonatos en la red, ademas el tamafio del

cristalito aumenta generando mejor cristalinidad en la muestras.

= Mediante la técnica de espectroscopia Raman se puede evidenciar que al
aumentar la temperatura de calcinacion aparecen bandas asociadas a los cuatro
modos vibracionales del ion fosfato, teniendo una relacién con la cristalinidad de

la muestra.



HA obtenida a 1000°C fue dopada con ZnO variando el porcentaje, mediante el
analisis EDS se puede observar que las muestras estan compuestas en mayor
cantidad por calcio, fosforo, oxigeno y zinc. Ademas la relacion molar Ca/P es

menor a 1,67 evidenciando la obtencién de HA con deficiencia de calcio.

Al aumentar la cantidad ZnO incorporado en la estructura de la HA el tamafio de

cristalito disminuye, sin embargo la muestras obtenidas siguen siendo cristalinas.

Se evalud la actividad antimicrobiana in vitro mediante el método de difusion en

disco, frente a Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

La incorporacion de ZnO a la estructura de la HA mejora las propiedades
antimicrobianas frente a microorganismos como Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa. Generando halos de inhibiciébn, cuando se expone

este material frete a los microorganismos.

HA extraida a 1000°C no presenta actividad antimicrobiana cuando se enfrenta a
Staphylococcus aureus, mientras que para Pseudomonas aeruginosa se generan

halos de inhibicion con un didmetro promedio de 23,5 mm.

El mayor porcentaje de inhibicion frente a Staphylococcus aureus se obtuvo con
la HA dopada con 5% de ZnO, mientras que para Pseudomonas aeruginosa el

mayor porcentaje de inhibicion lo presento la HA dopada con 10% de ZnO.
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