UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA

=0

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LOS MATERIALES

\\r ™
U

TESIS

DESARROLLO DE UN COMPOSITO A PARTIR DE
HAp:Gd Y GO PARA SU POTENCIAL APLICACION
BIOMEDICA

Para obtener el grado de

Maestra en Ciencias de los Materiales

PRESENTA

[.M. Yaneli Reséndiz Trejo

Directora

Dra. Maria Isabel Reyes Valderrama

Codirector

Dr. Ventura Rodriguez Lugo

Comité tutorial
Dr. Demetrio Mendoza Anaya
Dr. Efrain Rubio Rosas

Mineral de la Reforma, Hgo., México, junio 2023



s
¥ m UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
=, ..»/ %y Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria
hoo! ol Engirserng ard Bazic Scrences

roe

Mineral de la Reforma, Hgo., a 31 de mayo de 2023

Numero de control: ICBI-D/575/2023
Asunto: Autorizacion de impresion.

MTRA. OJUKY ROCIO ISLAS MALDONADO
DIRECTORA DE ADMINISTRACION ESCOLAR DE LA UAEH

El Comité Tutorial de la tesis titulada “Desarrollo de un compdsito a partir de HAp:Gd y GO para
su potencial aplicacién biomédica” realizado por el sustentante Yaneli Reséndiz Trejo con
numero de cuenta 287151 perteneciente al programa de la Maestria en Cienclas de los
Matm:lnlu, una vez que ha revisado, analizado y evaluado el documenlo recepcional de acuerdo a
lo esllplulado en el Articulo 110 del Reglamento de Estudios de Posgrado, tiene a bien extender la
presente:

AUTORIZACION DE IMPRESION

Por lo que el sustentante debera cumplir los requisitos del Reglamento de Estudios de Posgrado y
con lo establecido en el proceso de grado vigente.

Atentamente
“Amor, Orden y Progreso”
El Comité Tutorial
Dra. Maria Isabel Reyes Valderrama Dr. Ventura Rodriguez Lugo
Directora de tesis Codirector

Dr. Deme ndoza Anaya
ftular

Qg Conocimiento

Zettra Pachuca-Tulancingo km 4.5 Colenia
Carboneras, Mineral do la Reforma, Hidalgo,

——— México. C.P. 42184

. Sam— ys, - Teléfono: 77171720 00 ext. 2231 Fax 2109
N ey 'F_‘:" m[' Fomne) : i} L direccion_icbi@uash.edu.mx
. | 3
. '



El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Materiales Avanzados del Area
Académica de Ciencias de la Tierra y Materiales (AACTyM), perteneciente a la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH), bajo la direccién de la Dra. Maria Isabel Reyes
Valderrama y el Dr. Ventura Rodriguez Lugo. De igual forma se realiz6 con el apoyo del Dr.
Demetrio Mendoza Anaya del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) y del Dr.
Efrain Rubio Rosas de la Benemérita Universidad de Puebla (BUAP), asi mismo con el apoyo
econdmico del Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia (CONAHCYyT) con el
namero de beca 2021-000018-02NACF-04072 dentro del programa 002622- Maestria en

Ciencia de los Materiales.



Y poderoso es Dios para hacer que abunde en vosotros toda gracia, a fin de que, teniendo
siempre en todas las cosas todo lo suficiente, abundéis para toda buena obra.

2 Corintios 9:8



Dedicatoria

A Dios, por labrar mi camino dia a dia.

A mis padres, por nunca perder la fe, sus oraciones y amor incondicional.
A mis hermanos/as, por su ejemplo de trabajo arduo y superacion.

A mis sobrinos, por ser mi fuente de amor y energia.



Agradecimientos

Agradezco primeramente al creador por darme la oportunidad de supérame personal e
intelectualmente y nunca soltarme de su mano.

Agradezco a mi familia iniciando por mis padres, la Sra. Elena Trejo y el Sr. Pedro Reséndiz
por siempre inculcar en mi la lucha por mis objetivos, por brindarme su amor, apoyo y
comprension incondicional, por sus oraciones y siempre levantarme cuando caigo. A mis
hermanos Salatiel, Héctor y Cesar por su valioso apoyo durante la licenciatura y animarme
siempre a estudiar una maestria. A mi cuflada Rubi por tu apoyo, comprensién y carifio. A mi
Tia Leonilay a mi Tio Rogelio por compartir conmigo las bendiciones que Dios les ha dado y
apoyarme incondicionalmente. A mis hermanas Dalet y Luciashley por su gran amor, por su
amistad sincera y sus palabras de animo. A mi hermano Rogelio por compartir tu alegria y
carifio conmigo. A mis Tias Yeri, Luci, Ade y Conchis, por sus oraciones, apoyo y carifio.
Agradezco a mis comparfieros y amigos por su carifio, su apoyo desinteresado en esta etapa
académica, por sus ensefianzas, por las aventuras y toda la experiencia compartida.
Agradezco a mis catedraticos, directores y comité evaluador por aportarme sus conocimientos,
experiencia y siempre aportar mejoras a mi trabajo. A mi directora la Dra. Maria Isabel Reyes
Valderrama por creer en mi y darme la oportunidad de ser su alumna, por compartir conmigo
su experiencia y conocimiento al apoyarme académicamente, por su apoyo personal, por
celebrar conmigo los triunfos y apoyarme en los fracasos, por tener las palabras correctas para
corregir mis errores, y por abrirme las puertas de su amistad. A mi codirector el Dr. Ventura
Rodriguez Lugo, por ser la voz de mi conciencia académica, por los retos y aprendizajes que
me lleva al limite con la finalidad de dar lo mejor de mi. Al Dr. Demetrio Mendoza Anaya, por
todo el tiempo dedica do en cada una de las caracterizaciones y los conocimientos que aportan
gran valor a la investigacion. Asi también, al Dr. Efrain Rubio Rosas por el tiempo y apoyo a

este proyecto.



Asimismo, quiero agradecer al Dr. Raul Rosales Ibafiez, lider del Laboratorio de Ingenieria de
Tejidos e Investigacion Traslacional de la FES Iztacala UNAM, y a su equipo de trabajo el Dr.
Jesus Jiovanni Rodriguez Martinez y la Dra. Arely M. Gonzalez Gonzalez, por abrirme las
puertas de su laboratorio y compartir conocimientos que aportaron a esta investigacion.

Finalmente agradezco a mi alma mater, la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo,
institucion que me formo profesionalmente como Licenciada en Ingenieria de Materiales en el
Area Académica de Ciencias de la Tierra y Materiales perteneciente al Instituto de Ciencias
Basicas e Ingenieria, y ahora me permite formarme como Maestra en Ciencias de los
Materiales dentro del Cuerpo Académico de Materiales Avanzados, con el apoyo financiero de

Consejo Nacional de Humanidades Ciencia y Tecnologia



Resumen Pagina | i

Resumen
En este trabajo se desarrollé el sistema compdésito formado por hidroxiapatita dopada con

gadolinio (HAp:Gd) como matriz, y 6xido de grafeno (GO) como reforzante. La sintesis de la
HAp:Gd se realizé empleando el método hidrotermal variando el porcentaje de dopante (0.1,
0.5, 1, 15 2, 25 y 3 %). Las muestras fueron caracterizadas por DRX donde fueron
identificadas la fase hexagonal y la fase monoclinica; a partir del 1.5 % hasta 3% de Gd se
observa la formacion de la fase de fosfato de gadolinio hidratado (GdPO4e1.5H,0). En FTIR
se observan las bandas de los grupos P0;~, OH" y enlaces O-P-O caracteristicos de la HAp.
Mediante MEB se observa la formacién de aglomerados con formas anhedrales y a partir del
andlisis elemental localizado, se calcul6 la relacion Ca/P que va desde 1.73 hasta 1.90. Se
evalug la viabilidad de cada una de las muestras de HAp:Gd, donde la muestra con 3% de Gd
tuvo una mejor respuesta de viabilidad a 3 y a 10 dias. La sintesis del GO se realiz6 mediante
el método quimico de Hummers modificado, estas muestras fueron caracterizadas mediante
DRX presentando un pico caracteristico a 10.42° en 20 correspondiente al plano (001). En
FTIR se observan bandas correspondientes a grupos C-O, C=C y C-O-C. Las micrografias
obtenidas en MEB muestran aglomerados formados por laminas de GO con espesores
aproximados de 80-100 nm e identificando hojas obtenidas por exfoliacion con un tamafio
promedio entre 8 hasta 10 pm.

Lo que permitié la obtencién del sistema HAp:Gd/GO, mediante un proceso de dispersién de
polvos en acetona; con una relacion HAp:Gd/GO de 1%, 2%, 3%, 4% y 5% para el GO,
manteniendo fijo el porcentaje de elemento dopante en la HAp al 1%. El sistema se caracteriz6
por DRX en donde se observan los picos correspondientes a la HAp, y debido al bajo
porcentaje de GO en la matriz no se observa el pico que lo caracteriza. Mediante FTIR se
obtuvieron las bandas caracteristicas de la HAp:Gd y GO. Mientras que en MEB se observa la
formacion de aglomerados anhedrales compuestos por la HAp:Gd y algunas capas de GO.
Estos resultados demuestran que fue posible establecer una metodologia para desarrollar y
obtener un sistema compuesto a partir de Hap, Gd como dopante y GO reforzante con posibles

aplicaciones como biomaterial.
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Abstract

In this work, the composite material of gadolinium-doped hydroxyapatite (HAp:Gd) as the
matrix and graphene oxide (GO) as the reinforcement was developed. The synthesis of HAp:Gd
was carried out using the hydrothermal method, varying the dopant percentage (0.1, 0.5, 1,
1.5, 2, 2.5, and 3%). The samples were characterized by X-ray diffraction (DRX), where the
hexagonal and monoclinic phases were identified. From 1.5% to 3% Gd, the formation of
hydrated gadolinium phosphate phase (GdPO4e1.5H20) was also. In FTIR, bands
corresponding to PO3}~, OH"-, and characteristic O-P-O bonds of HAp were observed.
Scanning electron microscopy (MEB) revealed the formation of agglomerates with anhedral
shapes, and from localized elemental analysis, the Ca/P ratio was calculated, ranging from
1.73 to 1.90. The viability of each HAp:Gd sample was evaluated, with the 3% Gd sample
showing the best viability response at 3 and 10 days. The synthesis of GO was performed using
the modified Hummers' chemical method, and these samples were characterized by DRX,
presenting a characteristic peak at 10.42° in 26 corresponding to the (001) plane. FTIR showed
bands corresponding to C-O, C=C, and C-O-C groups. The MEB micrographs showed
agglomerates formed by GO layers with thicknesses of 80-100 nm, and identified flakes
obtained by exfoliation with an average size ranging from 8 to 10 um.

This allowed obtaining the HAp:Gd/GO system through a powder dispersion process in
acetone, with a HAp:Gd/GO ratio of 1%, 2%, 3%, 4%, and 5% for GO while keeping the dopant
element percentage in HAp fixed at 1%. The system was characterized by DRX, where peaks
corresponding to HAp were observed, and due to the low percentage of GO in the matrix, the
characteristic peak of GO was not observed. FTIR provided characteristic bands of HAp:Gd
and GO. SEM results shows the formation of anhedral agglomerates composed of HAp:Gd and
some layers of GO.

These results demonstrate that it was possible to establish a methodology to develop and
obtain a composite system based on HAp, Gd as a dopant, and GO as a reinforcement with

potential applications as a biomaterial.
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Introduccion
La unién de diferentes disciplinas permite un amplio abanico de nuevos desarrollos

tecnologicos en el area de los materiales. La ciencia de los materiales se destaca por
investigar, sintetizar y desarrollar nuevos materiales; mientras que la caracterizacion permite
conocer las propiedades especificas que determinan el comportamiento para cada material,
es asi como estos cumplen su aplicacion solucionando un problema en especifico [1]. Por otra
parte, la nanotecnologia logra acoplarse perfectamente a la ciencia de los materiales, ya que
permite el control de las propiedades a una escala nanométrica; considerada en un rango de
1 a 100 nm y su respectiva aplicacion [2].

Un campo beneficiado notoriamente por la Ciencia de los materiales y la Nanotecnologia, ha
sido la medicina; con la aportacion de nuevos biomateriales sustituyendo érganos y funciones
que presentan defectos y/o enfermedades [3].

Los biomateriales se han convertido en un tema de investigacion y desarrollo tan activo para
los cientificos e ingenieros de materiales de todo el mundo que cada afio aparece una nueva
revista especializada sobre el tema. En 1974 “The 6th Annual International Biomaterials
Symposium” definié a un biomaterial como: una sustancia sistémica y farmacolégicamente
inerte, diseflada para ser implantada o incorporada en un ser vivo [4]. Pero en el afio 1986,
“The European Society for Biomaterials Consensus Conference” amplia la definicion
estableciendo que un biomaterial es: una sustancia o material usado solo o en la fabricacion
de un aparato médico disefiado para interactuar con los tejidos humanos en el monitoreo de
funciones corporales o para tratar alguna condicién patol6gica del cuerpo [5,6].

El tema de los biomateriales esta evolucionando rapidamente debido a diferentes aspectos
relacionados con la ciencia y la tecnologia, por ejemplo, cuando surgen preguntas especificas,

la necesidad de compartir conocimientos lo convierte en un campo multidisciplinario [7].
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La clasificaciéon tradicional de los biomateriales viene dada principalmente por: metales,
ceramicas, polimeros y compésitos [8]. Las ceramicas generalmente tienen alta
biocompatibilidad, baja toxicidad, alta resistencia a la corrosion, alta resistencia a la
compresion, alto punto de fusidn, alta dureza, fragilidad, baja conductividad eléctrica y
conductividad térmica debido a enlaces idnicos o covalentes, bajo modulo y baja reactividad;
estas propiedades lo hacen ideal para implantes y los primeros informes datan de finales del
siglo XIX [9].

Las enfermedades 6seas siguen siendo un desafio clinico importante en personas mayores
de 50 afios [10]. En México se estima que una de cada 12 mujeres y uno de cada 20 hombres
mayores a 50 afios sufren fracturas debido a la disminucién de la densidad ésea, causada por
la pérdida del tejido 6seo normal lo que provoca fracturas en los huesos [11]. Aunque los
huesos tienen la capacidad de curarse y regenerarse, algunos defectos 6seos segmentarios
no pueden curarse por si solos, como defectos 6seos graves y lesiones causadas por la edad
o ciertas enfermedades cronico-degenerativas [12]. La investigacién de los nuevos sistemas
se centra en sus propiedades como biocompatibilidad, bioactividad y respuesta a la integracién
en el entorno fisioldgico, con el objetivo de reducir el nUmero de intervenciones quirdrgicas
[13].

La hidroxiapatita (HAp) es el principal exponente de los biomateriales ceramicos,
especialmente por el hecho de que sus propiedades de mayor interés son la baja toxicidad y
la promocidn de la formacién de tejido 6seo nuevo. Siendo el principal constituyentes de los
huesos y dientes que les da su dureza caracteristica, y junto con el colageno, los huesos
asumen cierta elasticidad [14]. El estudio de sistemas compdsitos formados con HAp para
aplicacion en sustitutos 6seos, estd en aumento debido a que esta ceramica bioactiva tiene
una excelente interaccion con los tejidos, al utilizar la HAp en recubrimientos, cementos o

andamios, se ha logrado incrementar la actividad regenerativa en los tejidos 6seos [15]. El
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poder desarrollar nanocompoésitos permite cubrir caracteristicas especificas al combinar y
controlar diferentes propiedades, gracias a su escala nanométrica aumentando
favorablemente las cualidades necesarias para cada aplicacion [16]. La adiciébn de materiales
como el 6xido de grafeno (GO) permiten la incorporacién de propiedades importantes como la
resistencia mecanica y propiedades antibacterianas [17]. Por otra parte, el estudio de la HAp
dopada con iones metdlicos y algunas tierras raras ha suscitado interés debido a su
considerable desarrollo como sustitutos 6seos, biomarcadores y agentes terapéuticos [18].
Esto abre una brecha importante en el estudio fisicoquimico del sistema HAp:Gd/GO, lo que
genera la necesidad de investigar las caracteristicas que permita que este sistema sea
utilizado como un sustituto 6seo con mayor interaccién entre material-sistema.

El uso de HAp obtenida por el método hidrotermal se ha proyectado al desarrollo de terapias
dirigidas contra el cancer [19]. Asimismo, dentro de la estructura de la HAp, se han utilizado
dopantes metdlicos y algunas tierras raras, modificando las posiciones atomicas, promoviendo
una mejor respuesta en sus propiedades épticas, eléctricas y mecéanicas[20,21]. Al conjuntar
a la HAp con otros materiales, por ejemplo, el GO que tiene una fuerte absorcién en la region
de infrarrojo cercano, puede convertir la luz en calor y aumentar la temperatura en zonas
especificas del cuerpo humano, permitiendo que la combinacién entre la HAp y el GO resulta
ser altamente prometedora contra de células cancerosas, liberando el farmaco en zonas donde
el pH es &cido [22].

Por lo consiguiente en esta investigacion se establece como objetivo general: Estudiar el
sistema compuesto por HAp:Gd/GO, para conocer las propiedades fisicoquimicas que puedan
favorecer su potencial aplicacion como biomaterial. Con los siguientes propdsitos: Definir los
parametros ideales para la obtencion del sistema conformado por HAp:Gd/GO; Desarrollar el
sistema HAp:Gd/GO, a partir de los porcentajes 6ptimos mediante dispersion de polvos en

acetona; y Caracterizar el sistema por las técnicas de FT-IR, DRX, MEB-EDS y asi como la
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evaluacion de la citotoxicidad, para conocer sus propiedades fisicoquimicas que favorezcan
su potencial aplicacion como biomaterial.

En el capitulo 1 se abordan aspectos relacionados con el desarrollo de sistemas conformados
por HAp:Gd/GO, estableciendo las correlaciones de caracteristicas y propiedades en
especifico. Asi como, informacion respecto a los métodos sintesis de los materiales que
constituyen el compdsito y sus potenciales aplicaciones.

En el capitulo 2 se desarrolla la metodologia para la obtencién del material compuesto
constituido por el sistema HAp:Gd/GO mediante dispersion de polvos, indicando los
materiales, condiciones para conformarlo, incluyendo la metodologia de las técnicas de
caracterizacién realizadas que permiten conocer las propiedades fisicoquimicas del sistema.
En el capitulo 3 se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica del
sistema conformado por HAp:Gd/GO mediante el andlisis e interpretacion de estos.

Finalmente, en el capitulo 4 se presenta la discusion y conclusiones de la investigacion.
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1.1 Antecedentes

El desarrollo del hombre y los materiales ha evolucionado a la par en el trascurso de la historia,
con ellos el avance tecnolégico que se va generando y continua hasta nuestros tiempos. La
transformacion de nuevos materiales enfocados a mejorar la calidad de vida humana ha tenido
un desarrollo cientifico-técnico en las dos Ultimas décadas de este siglo; gracias a los avances
en la comprension fisicoquimica de los cuatro principales grupos de materiales estructurales:
ceramicos, metalicos, polimeros y compésitos [23].

La contribucién de los nuevos materiales en el area biomédica ha permitido el uso de
materiales compdsitos en aplicaciones tales como protesis, revestimientos, implantes,
reconstrucciones, lubricantes, suturas, equipo médico, sustitucion de tejidos, entre otros [24].
Actualmente, los biomateriales se han desarrollado en cuatro generaciones; la primera
generacion, se refiere a materiales conocidos por ser inertes; simplemente se limité a los
materiales disponibles en el entorno natural humano para la reparacion simple de érganos
[25]. La segunda generacion son materiales bioactivos y biodegradables; esta generacion
obtuvo todos los beneficios de la Revolucion Industrial [26]. En la tercera generacion se
encuentran los biomateriales funcionales que estimulan a las células a producir respuestas
especiales a través de biomoléculas; comenzando con el nacimiento de los polimeros como
nuevos materiales prometedores, aumentando el conocimiento de los cientificos a partir de
resultados obtenidos de sus investigaciones sobre los materiales y como se pueden
transformar o fabricar en extraordinarios sistemas vivos [27], y finalmente la cuarta generacion
de materiales funcionales e inteligentes; que no solo remplazan la parte afectada si no que
imitan su funcién [28] lo que ha permitido el avance vanguardista de nuevos materiales que
antes se consideraban ficcion.

El uso de bioceramicos compositos con aplicaciones médicas conforman un campo de

investigacion y desarrollo para la fabricacién y/o fijacion de componentes biomédicos, este tipo
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de compositos fueron desarrollados en la década de los 70, al detectar fallos en piezas
metalicas por oxidacidén o corrosion [29].

Actualmente existen cerdmicas bioactivas que permiten un enlace quimico directo con los
tejidos, particularmente con los huesos. Los caracteriza la reactividad superficial, aunque
suelen ser poco solubles en el medio biolégico. Estas son empleadas principalmente en
implantes del sistema éseo [30]. El exponente méas estudiado de las ceramicas bioactivas esta
dado por la HAp, cuya férmula quimica es Caio(PO.)s(OH)2, componente fundamental de los
huesos vivos (Figura 1.1), ya que el hueso natural es un material compdsito que contiene
aproximadamente 64% de HAp; que le proveen dureza, 20% de fibras colagenas; que le
proveen flexibilidad, 10% de agua y 6 % de minerales, tales como magnesio, sodio y aluminio

[31].

Agua
10%

Componente Organico

Minerales
6%

Hidroxiapatita

Componente inorganico
64%

Figura 1.1 El hueso como sistema compdsito.
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El estudio de la HAp en las Ultimas tres décadas se ha centrado principalmente en mejorar sus
propiedades mecénicas y fisicas, al unirse con otros materiales que favorezcan al disefio y
formacion de materiales reactivos con los tejidos biolégicos [32].

Estas propiedades, que los bioceramicos han logrado a través de principios de construccién
especificos seleccionados por la evolucién, s6lo pueden reproducirse parcialmente en
materiales hechos por el hombre mediante el enfoque biomimético, modificando parametros;
tales como el método de sintesis, pH, precursores, temperatura y tiempo de reaccion [33].
Como ya se mencion6 el cambio de pH es uno de los pardmetros importantes en la sintesis
de nanoparticulas de HAp, S. Lopez-Ortiz et al. (2020), realizaron un estudio del efecto del pH
sobre la microestructura y la morfologia, la sintesis se realizé por el método hidrotermal
ajustando el pH a 10, 9.8, 9.6 y 7, dando como respuesta en la disminucion de pH de 9.6 a 7
un aumento en la formacién de la fase monoclinica y una disminucion de la fase hexagonal,
de la misma manera el tamafio de los cristalitos disminuy6 de 46.69 nm a 19.56 nm, este Ultimo
cambio se atribuye a la modificacién de iones H* y OH" en la variacion del pH favoreciendo asi
su aplicaciébn como biomaterial [34].

A pesar de que la HAp esta muy estudiada para aplicaciones en medicina regenerativa, es de
gran interés por su dopaje con diferentes &tomos metalicos o tierras raras en los sitios de gran
afinidad (Ca?*) ganando popularidad como un enfoque quimico para otorgar nuevas
propiedades. La valencia y el tamafio de radio son las caracteristicas principales para la
elecciéon de un elemento dopante, aunque existen iones que generan interés al ser aplicados
en composiciones altamente flexibles [35]. Hay una serie de propiedades biomédicas
asociadas con la adicién de cada uno de estos iones a la HAp, las cuales se muestran en la

Tabla 1.1.
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Tabla 1.1 Elementos dopantes en la HAp para la mejora de propiedades biomédicas.

Elemento dopante Propiedad favorecida Referencias
Plata (Ag) y Zinc (Zn). Actividad antibacteriana [36-37]
Estroncio (Sr), Magnesio Osteogénesis, angiogénesis, osteoconduccion y [38-41]
(Mg), Silicio (Si) y Zinc (Zn). osteointegracion

Estroncio (Sr) Inhibicién de la reabsorcién 6sea [42]
Flaor (F) Resiliencia al ataque acido [43]
Estroncio (Sr) Respuesta mecanica [44]
Hierro (Fe) Magnetismo [45]
Europio (Eu) Luminiscencia biocompatible [46]
Sodio (Na) Osteoconduccion [47]
Cobre (Cu), Cobalto (Co) y Osteogénesis [48-50]
Manganeso (Mn).

Titanio (Ti) Osteointegracién [51]
Itrio (Y) Bioactividad y respuesta mecanica [48,49]
Titanio (Ti) Actividad fotocatalitica [54]
Cobre (Cu), Cobalto (Co) y Actividad antimicrobiana [55-57]
Cerio (Ce).

Selenio (Se) y Cobalto (Co). Actividad anticancerigena [54-55]
Gadolinio (Gd) Magnetismo [60]
Itrio (Y) Conductividad eléctrica [61]
Terbio (Tbh) Luminiscencia [62]

N. L. Ignjatovi¢ et al. (2019), co-doparon la estructura de la HAp con tierras raras (Gd*,
Yb3/Tm3*, Eu®*) por el método hidrotermal, aprovechando la flexibilidad de la estructura de la
apatita, para lograr una sinergia entre sus propiedades magnéticas y propiedades opticas y
permitir su aplicacibon en medicina preventiva, en diagnésticos basados en imagenes
multimodales. Los parametros refinados de la celda unitaria reflejaron una disminucién en el
volumen de la celda unitaria como resultado de la sustitucion parcial de iones Ca?* por iones
de tierras raras. Las pruebas de viabilidad celular de polvos de HAp:Gd/Yb/Tm y HAp:Gd/Eu
en cultivos de células madre de pulpa dental humana indicaron su buena biocompatibilidad
[63].

Asi también, A. Zarinfar, M. Shafaei, y F. Ziaie (2015), desarrollaron la sintesis y
caracterizacion de la hidroxiapatita dopada con gadolinio por el método de hidrolisis, para
evaluar sus propiedades termoluminiscentes. Obtuvieron resultados exitosos en la estructura

de la HAp al obtener tamarios de cristalitos promedio entre 30 y 100 nm. Las muestras fueron
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objeto de irradiacion con rayos gamma de Co para comparar la termoluminiscencia (TL) de la
hidroxiapatita dopada con gadolinio contra la hidroxiapatita pura. Los resultados muestran que
la respuesta TL mas intensa se observé en la muestra HAp:Gd(10%). Estas caracteristicas,
junto con la propiedad de equivalente 6seo de HAp, lo convierten en un buen candidato para
mediciones de dosis altas de radiacion en diferentes aplicaciones [64].

A pesar de su notable biocompatibilidad, osteoconductividad y similitud de composicién con el
hueso, el uso de HAp en aplicaciones ortopédicas sigue siendo limitado debido a sus
propiedades mecanicas (baja resistencia a la fractura y a la flexién) y propiedades
antimicrobianas. Estos grandes desafios han dado lugar al desarrollo de nuevos materiales
compositos basados en HAp a través de diferentes rutas de fabricacién [65]. En la Tabla 1.2
se muestra una comparacion entre los diferentes nanocompuestos de HAp segun las
actividades antibacterianas, en donde de acuerdo con los resultados los compuestos que
contienen GO muestran una mayor actividad antimicrobiana.

Tabla 1.2 Comparacién de compuestos de HAp y su respuesta antibacteriana.

Zona de inhibicién de Zona de inhibicién de

Composicion E. Coli (mm) S. Aureus (mm) Referencias
Ag-HAp 18+0,5 17+0,5 [66]
HAp/PCL/gentamicina ~4.2 - [67]
HAp/Ag 19 21 [68]
CTS/PVA/IR/HAP/Au 17 18 [69]
HAp/GO/CdSe 20.4 21.4 [70]
HAp/GO/Ag/celulosa - 25 [71]
HAp/Cs/PVA/Au 13 15 [69]
Sulfato de gentamicina 32,9+0,1 31+0,4 [72]
/HAp/vidrio de fosfato

ZnO/HAp 11+0,3 16 £0,3 [73]
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1.2 Marco teérico
A continuacion, se definen los conceptos basicos que llevaron al desarrollo de este estudio, se
mencionan las caracteristicas de los materiales estudiados, sus métodos de sintesis y sus

caracterizaciones fisicoquimicas.

1.2.1 Laciencia de los materiales

La ciencia de los materiales se ha convertido en un campo importante y activo en la sociedad
contemporanea, ya que los materiales han evolucionado del uso directo de recursos naturales
a materiales sintéticos de alta ingenieria, cuyas propiedades pueden controlarse,
convirtiéndose en una prioridad para diversas necesidades. Es un campo multidisciplinario que
relne aspectos de la ciencia y la tecnologia, enfatizando la relacion entre estructura y
propiedades (Figura 1.2), acelerando asi el desarrollo de nuevos materiales con aplicaciones

inimaginables.

DESEMPEND

-
%
>
%

CARACTERTZACION

PROCESAMIENTO

PROPIEDADES

Figura 1.2 Tetraedro de la ciencia de materiales, que refleja las diferentes disciplinas de esta

ciencia: Estructura, procesamiento, desempefio y propiedades.

Desde un punto de vista funcional, entendemos que un material es todo lo que el ser humano
necesita para construir cosas. Esta definicion incluye basicamente a los sélidos, pero también
a los liquidos, e incluso a los gases, para casos mas especificos. Practicamente cualquier

materia prima utilizada por una industria puede incluirse en esta clasificacion, pero la palabra
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material se emplea en un sentido estricto, considerando aquellos materiales cuyas
propiedades no reflejan estrictamente los elementos que lo componen [74].

La clasificacibn mas comun de los materiales desde el punto de vista se divide en cuatro

grandes grupos: metales, ceramicos, polimeros y compasitos (Figura 1.3).

Compésitos

*Se componen de mas de un tipo de material.
*Estan disefiados para tener mejores
propiedades o combinaciones de
propiedades concretas.

*También estan disefiados teniendo en
cuenta objetivos tipicos de la ingenieria de
materiales.

Figura 1.3 Clasificacion general de materiales y sus propiedades.

Por otra parte, se torna dificil clasificar nuevos materiales dentro de los cuatro grupos
principales, ya que sus componentes y propiedades son especificas para una aplicacion. Por
ejemplo, materiales biocompatibles que, si bien pueden clasificarse clasicamente dentro de

los materiales compuestos, no dejan de tener propiedades novedosas.
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1.2.2 Materiales compdsitos

En ciencia de materiales reciben el nhombre de material compésito aquellos materiales
formados por la unién de dos o mas materiales que permiten conseguir la combinacién de
propiedades que no es posible tener en los materiales originales. Estos materiales estan
constituidos por dos componentes [75]. EI componente principal es conocido como matriz y el
material o materiales mezclados con la matriz es conocido como reforzante. Por ejemplo, en

una mezcla de arcilla con paja, la arcilla es la matriz y la paja el reforzante (Figura 1.4).

Os

pL COMp

&

?:‘R\z: ARc /i (4

Figura 1.4 Ejemplo de material compésito formado por arcilla y paja.

Actualmente, el campo de los materiales compdsitos ha crecido para incluir maltiples tipos y
expandirse a otros campos como los materiales moleculares y supramoleculares y estructuras
extendidas. Ademas, una tendencia muy importante es el creciente interés por los materiales
compaositos funcionales, que amplia ain mas el campo. En consecuencia, la investigacion en
materiales funcionales se ha expandido rapidamente, en el que las propiedades mecanicas
son secundarias, pero ciertamente no sin importancia, y el énfasis est4 en las propiedades
guimicas, la actividad biologica, las propiedades magnéticas, electronicas, Opticas u otras

propiedades fisicas, o combinaciones de las mismas [76].
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1.2.2.1 Clasificacion
A partir de los componentes del material compdsito se da su clasificacion, segun la

composicion de la matriz o la forma del agente reforzante, como se observa en la Figura 1.5.

.
* .
.

REFUERZO

Figura 1.5 Clasificacion de los materiales compdsitos segin sus componentes.

Los compositos conservan, al menos parcialmente, las propiedades de sus sistemas
constituyentes y se diseflan para que presenten la combinacion de propiedades mas
favorables o mejoradas.

Para comprender a profundidad qué son los materiales compuestos y por qué su desarrollo ha
aportado nuevas caracteristicas en los materiales, debemos conocer como se relacionan la
matriz y el agente reforzante. Como consecuencia, la naturaleza de la interfaz o la naturaleza
de los enlaces e interacciones intercambiados por los componentes matriz-refuerzo se ha
utilizado para categorizar estos materiales en tres clases principales diferentes segun IUPAC

[77], como se muestra en la Figura 1.6.
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Clase ll

. ® . En estos materiales las

® dos fases estan ligadas

a través de fuertes

Son compuestos enlaces quimicos. Clase Il
organicos e inorganicos

| Son  biocompositos

que dan la cohesion a Q “ .
roducidos por
la estructura en p. : _—
: : ' \/( biomineralizacion
conjunto mediante una -

union fisica. ‘ 6 natural.

Figura 1.6 Clasificacion de los materiales compdsitos segun la interaccion que ocurre en la

interfaz matriz-refuerzo.

La Clase I, que corresponde a todos los sistemas que no presentan interacciones covalentes
o covalentes idnicas entre componentes matriz-refuerzo. En tales materiales, los componentes
intercambian solo interacciones débiles, como enlaces de hidrogeno, fuerzas de van der Waals
y -1 0 fuerzas electrostaticas. Por el contrario, los materiales de Clase Il, mejor conocidos
como materiales hibridos, tienen al menos algunos de los componentes organicos e
inorganicos unidos por enlaces quimicos fuertes (covalentes, covalentes idnicos o enlaces
acido-base de Lewis). Las estrategias quimicas para construir redes hibridas de tipo Il
dependen de la estabilidad relativa de los enlaces quimicos que conectan los diversos
componentes. Por Ultimo, en la Clase Ill se encuentran los biocompdsitos producidos por la
biomineralizacion natural [78]. Dichas caracteristicas de los enlaces se muestran en la Tabla

1.3, siendo los enlaces secundarios los de menor resistencia (kJsmol?).

Tabla 1.3 Diferentes interacciones quimicas y su respectiva fuerza.

Tipo de interaccion Resistencia Alcance Caracter
kJ*mol?
Fuerza de van der Waals ca. 50 Corto No selectivo, No direccional
Puente de hidrégeno 5-65 Corto Selectivo, Direccional
Enlace coordinado 50-200 Corto Direccional
Enlace i6nico 50-2500 Largo No selectivo
Enlace covalente 350 Corto Predominantemente irreversible

a. Dependiendo del solvente y la solucion de iones; los datos son para medios organicos.
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Como se muestra en la Tabla 1.4, también es posible comprender la relacion entre las

diferentes probabilidades de composicion y estructura en los materiales compadsitos.

Tabla 1.4 Diferentes probabilidades de composicién y estructura de materiales compdésitos.
Tipo Caracteristicas

Matriz cristalino « amorfo organico < inorganico
Bloques de construccion moléculas — macromoléculas < particulas < fibras
Interacciones entre componentes fuerte < débil

Por ultimo, una clasificacion distinta de los materiales segun sus propiedades y aplicaciones,
especialmente dentro de las amplias categorias de materiales estructurales y funcionales,
ayudard a poner en perspectiva la gama de materiales compdésitos sin comprometer la
importancia de las propiedades mecanicas, aportando perspectiva en la funcionalidad.
Ejemplos de ello son aplicaciones especificas como almacenamiento de energia y conversion
de energia solar, electroanalisis, aplicaciones magnéticas o microelectrénicas, materiales

biocompatibles y bioactivos aplicados a la medicina, entre otros [79].

1.2.3 Biomateriales
A lo largo de los afios, el término "biomaterial" ha tenido varias interpretaciones segun el
contexto de su aplicacion clinica [80].
Tradicionalmente, los biomateriales se han distinguido como materiales bésicos para
distinguirlos de los medicamentos utilizados para tratar, mejorar, reemplazar o apoyar 6érganos,
tejidos o fluidos corporales. Por otra parte, definir a un biomaterial requiere que el material sea
"suficientemente funcional" que mejore o apoye el tejido vivo mientras realiza una funcién
determinada [81]. Los biomateriales incluyen:

i. Sustitucion parcial o reemplazo total de tejidos y 6rganos.

. Mejora de las funciones de los tejidos, la estética o la biomecénica.

iii. Facilitar la integracion tisular, proporcionar resistencia a la traccion, acelerar la

cicatrizacion o el diagndstico de dafio o enfermedad tisular.
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La biocompatibilidad de un biomaterial se refiere a la habilidad de éste para cumplir
satisfactoriamente una aplicacion definida, con una respuesta apropiada del organismo con el
que interactia. Un material no es biocompatible si este resulta toxico y/o causa la muerte del
tejido con el que interactia [5]. Los biomateriales pueden ser considerados inertes si no
generan una reaccion adversa y permanecen estables al tener un contacto con el tejido por un
periodo indefinido; se puede considerar bioactivo cuando existen interacciones especificas con
el tejido; el biomaterial se vuelve bioabsorbible si este logra disolverse dentro del cuerpo a
través de una actividad celular y el espacio vacante y finalmente puede ser biodegradable si
el material falla gradualmente debido a una actividad biolégica o bioquimica especifica. Dando
paso a la historia de los materiales a lo largo de cuatro generaciones[21,24], que se muestran

en la Figura 1.7.

DESARROLLO DE LOS BIOMATERIALES

SEGUNDA CUARTA
GENERACION GENERACION
@
oy
PRIMERA
GENERACION GENERACION ;
BIOINERTES BIOACTIVOS Y BIOMIMETICOS
Metales Estimulan reparacion por
Aleaciones Hidroxiapatita BIOABSORBIBLES probi:esos fisiologicos:
Ceramicas inertes Biovidrios Fosfatos tricalcico B anocompositos
Biocompatibles hl;g{gpig{gg Compuestos

biodegradables

Figura 1.7 Desarrollo de los biomateriales.

1.2.3.1 Clasificacion

Los biomateriales estan en estrecho contacto con el tejido vivo y pueden reemplazar partes de
los sistemas vivos para mejorar, reparar o restaurar las funciones corporales. Estos materiales
pueden derivarse de: fuentes naturales, fuentes sintéticas, fuentes semisintéticas o hibridos

[82]. Tradicionalmente, los biomateriales son similares a los materiales comunes en funcion
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de su composicién quimica, como metales, ceramicas, polimeros o compuestos; la Tabla 1.5
muestra esta clasificaciéon [8], aunque simple, nos ayuda a determinar el papel de los
biomateriales, pero no facilita la seleccién de materiales de acuerdo a sus funciones [83].

Tabla 1.5 Clasificacion tradicional y aplicacion de biomateriales.

Clasificacién Aplicacion
Metales y aleaciones: Dispositivos de fijacibn de fracturas, alambres,

Acero inoxidable, plata, oro, titanio y sus esqueletos, endoprotesis vascular, placas, instrumentos

aleaciones, cobalto-cromo y  sus quirGrgicos, componentes o reemplazos totales de

aleaciones y niquel-titanio. articulaciones, implantes o aplicacion dental,
encapsulacion de marcapasos, valvulas cardiacas,
dispositivos antibacterianos.

Ceradmicos: Componentes de implantes o dispositivos de artroplastia
Fosfatos de calcio, vidrios bioactivos, de articulacion total, aplicacion dental, implantes
alimina, porcelana, zirconio y carbones. ortopédicos, recubrimientos superficiales para aumentar
la durezay reducir el desgaste, valvulas cardiacas.
Polimeros: Artroplastia total de cadera y rodilla, dispositivos de

Polietileno, -propileno, -éster, -uretanos, sutura, protesis para soportar la vasculatura,
PET, poliamidas, PTFE, siliconas, dispositivos que facilitan el reemplazo de tejido blando,

hidrogeles. componentes 0 sistemas de administracion de
farmacos, dispositivos de interconexion de sangre,
restauraciones dentales, lentes, dispositivos
oftalmolégicos.

Compésitos: Restauraciones dentales y cementos.

Relleno de bisfenol A-glicidil-cuarzo/silice,
relleno de vidrio de cloruro de polivinilo,
entre otros.

Las clasificaciones basadas en componentes también limitan el alcance y conducen a
caracterizaciones erréneas de las propiedades funcionales de estas amplias y crecientes
gamas de biomateriales [84]. En el caso de una nueva clase de biomateriales con
caracteristicas porosas o algunos biomateriales en donde el rendimiento depende de las
estructuras, no pueden encajar en una clasificacion tradicional.

Los biomateriales también pueden clasificarse de acuerdo con la biocompatibilidad que
presenten, esta caracteristica se vuelve importante ya que difiere de un material a otro,
dependiendo de sus tipos y usos. Esta biocompatibilidad se caracteriza en funcion de sus

clases asociadas como se muestra en la Tabla 1.6.
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Tabla 1.6 Clasificacion de acuerdo con la evaluacion de biocompatibilidad.

Clasificacion
de dispositivo

Requisito de

Definicion biocompatibilidad

Categoria

Clase | Dispositivos de Son materiales que estan en contacto Bajo
superficie superficial, por ejemplo, vendajes, apésitos
para guemaduras, catéter, entre otros.
Clase Il Dispositivos Son materiales que ocasionalmente estan Medio
extremadament en contacto directo con el tejido como las
e comunicados unidades de didlisis; ventiladores, etc. La
mayoria de los dispositivos médicos entran
en esta categoria.
Clase Il Dispositivos Estos materiales estan en contacto Alto
implantados permanente con tejidos como andamios
6seos o implantes de cadera.

Otra clasificacion puede estar representada por la unién del tejido huésped a un biomaterial al
estar directamente relacionada con la interfaz funcional que existe entre el biomaterial y el
tejido. En realidad, ningun biomaterial puede considerarse completamente inerte cuando entra
en contacto con un tejido biolégico [85]. Esto significa que, independientemente de su
clasificacion, todos los biomateriales introducen una determinada respuesta del tejido huésped
en contacto directo [86]. Con base en este principio, los tipos de interaccion entre biomaterial
y tejido se pueden clasificar en cuatro grupos, tal como se muestran en la Tabla 1.7.
Tabla 1. 7 Clasificacion de biomateriales basada en la respuesta funcional del tejido.
Clasificacion Tipo de fijacion del tejido Biomateriales utilizados
Casi inerte Uniéon morfoldgica al tejido huésped La mayoria de los biomateriales que no
(enclavamiento mecéanico) estan biofuncionalizados, incluidos en Tiy

Co-Cr, ademas materiales como el
Polietileno, la Zirconia y la Alimina.

Poro abierto Adhesion biolégica al Implantes porosos, implantes mecanicos
huésped/tejido (crecimiento interno recubiertos de hidroxiapatita
de tejido en poros) biofuncionalizados

Bioactivo Unién interfacial con tejido huésped Hidroxiapatita, cerdmicas y vidrios
(Fijacion bioactiva) bioactivos.

Reabsorbible Biomaterial remplazado por tejido Fosfatos  dicalcicos y  tricalcicos.

huésped (interaccion reabsorbible)  Hialuronato, fibrina, colageno, quitosano,
acido polilactico.

Finalmente, la Figura 1.8 muestra una amplia clasificacibn en la que pueden coexistir
biomateriales tradicionales y emergentes. Permitiendo que la seleccion y el desarrollo se guien

por sus requisitos funcionales. Por ejemplo, los andamios para la regeneracion 6sea requieren
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de suficientes propiedades mecénicas ademas de ser biocompatibles, considerando una

estructura porosa que pueda acelerar el proceso de biomineralizacion [87].

J11!
JI

41

q1

Figura 1.8 Clasificacion de las funcionalidades de los biomateriales [87].

1.2.4 Bioceramicos

Los biomateriales bioceramicos estan elaborados de elementos metalicos y no metalicos
unidos por enlaces covalentes y/o i6nicos [88]. Los 6xidos; como el 6xido de aluminio (Al2O3),
el 6xido de magnesio (MgO) y el dioxido de silicio (SiOz), contienen componentes metalicos y
no metalicos, mientras que las sales i6nicas pueden formar agregados policristalinos (como
ZnS, CsCl y NaCl). Otros ejemplos comunes de materiales ceramicos son las estructuras de
diamante y carbono, que a menudo estan unidas covalentemente. Los fuertes enlaces
covalentes e i6nicos entre los elementos ceramicos los hacen duros, quebradizos y rigidos;

por lo tanto, los planos atdmico/iénico de la ceramica no se deslizan entre si con facilidad [89].
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Los avances en ciencia y tecnologia permiten el uso de cerdmicas y compuestos como

dispositivos médicos que mejoran o restauran partes especificas del cuerpo. Esto incluye la

creacion de tendones artificiales, injertos 6seos y reemplazos de cadera, todos los cuales se

desarrollan como dispositivos médicos como se muestran en la Figura 1.9.

. HUESO
- CRANEAL

RAIZ DEL DIENTE

ARTICULACION
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ARTICULACION
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-
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FIBULA Y TIBIA ‘
| / Ny
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Figura 1.9 Implantes y dispositivos de aplicacion ortopédica para el cuerpo humano.
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Para ser clasificados como bioceramicos, los materiales deben poseer ciertas caracteristicas
que los hagan no alérgicos, no inflamatorios y biodegradables. Ademas, deben ser
bifuncionales, biocompatibles y no téxicos[90]. Debido a que la transmision efectiva de la
fuerza mecanica requiere condiciones de carga apropiadas, estos dispositivos deben ser
capaces de soportar fuerzas de torsion, cizallamiento y compresion elevadas.
Se pueden utilizar tres tipos de cerdmicas para fabricar implantes [91]:
i. Ceramicas reabsorbibles o biodegradables (no inertes), como el fosfato de calcio y el
aluminato de calcio.
ii. Ceramicas de superficie reactiva o bioactivas (semiinertes), como las vitroceramicas e
hidroxiapatitas.
iii. Ceramicas no absorbibles (relativamente inertes), como alimina, zirconia 'y carbén.

Los materiales cerdmicos que pueden ser utilizados como biomaterial estdn dados por cinco

grupos principales; en la Tabla 1.8 se describe a grandes rasgos cada uno de estos

bioceramicos [31].

Tabla 1.8 Bioceramicos: propiedades y sus aplicaciones.

Bioceramico

Allimina:

La alimina es la ceramica
bioinerte mas utilizada desde
hace méas de 35 afos. No
genera reaccién con el medio a
ser implantado

Propiedades

Bioinertes

Buen coeficiente de
friccion

Alta resistencia al
desgaste
Resistencia a la
compresion y dureza
Estabilidad quimica

Aplicaciones

Cabeza femoral en
remplazo de cadera,
Placas de desgaste en
reemplazo de rodilla,
Separadores y
extensiones de
vertebras y

Protesis dentales.

Zirconia:

Se trata de un metal en forma
cristalina, que se obtiene del
mineral circon en el que se
encuentra en forma de silicato
y ha sido usada desde hace
mas de 15 afios. No genera
reaccién con el medio a ser
implantado.

Bioinertes

Densidad media

Alta resistencia a la
compresion

Buena resistencia a la
flexion

Tenacidad media a la
fractura

Utilizado para sustituir a
las aleaciones y
porcelanas
anteriormente utilizados
en la ortodoncia como
en las prétesis dentales,
Aparatos ortoddncicos 'y
Aros de metal para
brackets.
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Biovidrios: e Bioactivos, bioinertes e Cirugias de remplazo
Vidrios  bioactivos que a y bioabsorbibles a de oido medio,
composiciones definidas se ciertas e Cirugia vertebral,
enlazan quimicamente con los composiciones. e Mantenimiento de
tejidos, modificando la e Alta reactividad crestas 6seas y
superficie por medio de una « Resistencia a e Defectos dentales.
pelicula biolégicamente activa. importantes esfuerzos

mecanicos
Hidroxiapatita: e Bioactivos e Cementos 6seos
Es el exponente mas ¢ Implantes temporales
importante dentro de los e Recubrimiento de
bioceramicos, al ser el implantes

componente fundamental de
los huesos formados por 64%
de HAp; que le proveen dureza,
20% de fibras colagenas; que
le proveen flexibilidad, 10% de
agua y 6 % de minerales, tales
como Magnesio, Sodio vy

Aluminio.

Fosfatos célcicos: e Bioactivos e En tratamientos de
Se trata de los iones minerales ¢ Bjoabsorbibles descalcificacion como:
abundantes en el organismo y Osteoporosis e
la mayor parte esta formando Hipocalcemia cronica.

parte del esqueleto. Pueden
ser absorbidas gradualmente
en el organismo.

Debido a su excelente bioactividad y biocompatibilidad, asi como a su resistencia a la

corrosion, las biocerdmicas han demostrado ser excelentes materiales alternativos para
aplicaciones de carga. Por otro lado, los compuestos ceramicos ofrecen mas oportunidades
para monitorear y controlar sus propiedades mecdanicas y bioldgicas que los metales,
polimeros y ceramicas.

1.2.5 Hidroxiapatita (HAp)

La hidroxiapatita (HAp) es un cristal biolégico de la familia de las apatitas, compuesto por
atomos de calcio, fésforo, oxigeno e hidrégeno, segun la siguiente formula Caio(PO4)s(OH)2,
gue se encuentra en el principal componente inorganico del hueso, asi como la dentina y el
esmalte, otorgdndoles su caracteristica dureza [92]. Los principales constituyentes quimicos

de la hidroxiapatita sintética son el calcio y el fosfato. Sin embargo, la HAp natural contiene
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cantidades muy pequefias de sodio, cloruro, carbonato y magnesio, que juegan un papel
importante en la funcién de remodelacién ésea [93]. Por lo tanto, no se considera una apatita

pura.

1.2.5.1 Caracteristicas y propiedades de la HAp

El estudio de la HAp se ha realizado desde hace varias décadas; Aaron y Posner (1958)
propusieron su estructura cristalina a partir del andlisis de un monocristal [94].

Con la finalidad de diferenciar los componentes estructurales de la HAp se reescribe la férmula
convenientemente, para distinguir los diferentes componentes  estructurales:
Ca(l)2Ca(l)3(P0O4)sOH [90,91]. Se observa para los atomos de calcio la siguiente notacion:
Ca(l) y Ca(ll), indicando calcios de tipo | y tipo Il respectivamente, debido a que estos atomos
estan rodeados por un numero distinto de oxigenos en su estructura, como se ilustra en la
Figura 1.10 (a). Los grupos fosfatos estan rodeados por 4 oxigenos, formando un tetraedro
representativo del grupo fosfato, como se ilustra en la Figura 1.10 (b). Finalmente, el grupo

OH- posee una carga con simetria casi esférica, como se ilustra en la Figura 1.10 (c).

Férmula quimica :Caio(PO4)s(OH). Férmula reescrita: Ca(l).Ca(ll)3(PO4);0OH
(a) Atomos de calcio (b) Grupos Fosfato

Calcio Tipo 1 Calcio Tipo 2

Atomo de fosforo rodeado de 4 atomos de oxigeno
formando el arreglo en tetraedro del grupo fosfato.
(c) Grupos OH-

Atomo de calcio tipo 1 | El atomo de calcio tipo 2
rodeado de 9 4tomos de | estd rodeado de 7
oxigeno cuya figura | aniones representando
geomeétrica es la | distorsiones de una
distorsion de un prisma | bipiramide pentagonal
triangular triapuntado. ideal.

Figura 1.10 Grupos presentes en la estructura de la HAp.
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La HAp es un polimorfo, es decir cristaliza en dos fases: monoclinica y hexagonal [96], las
principales caracteristicas de estas fases se resumen en la Tabla 1.9 [97].

Tabla 1.9 Cuadro comparativo de las diferentes fases cristalinas que presenta la HAp.
Hexagonal Monoclinica

Cas(P0O4)sOH

Cas(PO4)sOH

Estructura

0 06

Grupo espacial P63/m P21/b
Parametros de a=p=9.432 A y=6.881 A a=9.421 A B=2 A y=6.881 A
red Tiene angulos ay B iguales a 90°y Tiene angulos a y y iguales a 90° y 3 no
y igual a 120°. es igual a 90°.
Caracteristicas Estructura estequiométrica. Estructura NO estequiométrica.
generales Mayor estabilidad. Menor estabilidad.
Los grupos OH- estan ordenados. Los grupos OH- estan desordenados.

El carécter ionico de la HAp la hace una ceramica dura, refractaria, con punto de fusion mayor
gue 1500 °C. Ademas, este caracter ionico le proporciona la capacidad de la sustitucion parcial
o completa de iones de la red por otros de tamafio similar (PO,* por HPO.*' Ca?" por K* o
Mg?*, OH" por F-, CI, Br) [98]; y le proporciona su propiedad de insolubilidad; con una relacion
ideal Ca/P de 10:6 (1.6667). La HAp puede ser obtenida de forma sintética, consiguiendo
importantes caracteristicas de biocompatibilidad, estabilidad quimica, osteoconductividad y su
propiedad mas importante bioactividad, que es la capacidad de interactuar quimicamente con
los tejidos del organismo; lo que permite su utilizacion en remplazo de partes pequefias de
hueso, relleno de cavidades en odontologia, recubrimiento de superficies de metales para
implantes, refuerzo en materiales compuestos y como liberador de medicamentos, entre otros

[99].
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La HAp de origen natural no puede ser utilizada en todas las restauraciones 6seas, ni en todas

las edades, ya que altera la cinética de respuesta fisiol6gica en diferentes sujetos. Para

determinadas aplicaciones es necesario sintetizar hidroxiapatita con diferentes caracteristicas

para ajustar su capacidad de reabsorcion o bioactividad [29]. No obstante, HAp también esta

presente en exoesqueletos como los de la estrella de mar Mellita sp, corales marinos, huesos

de vertebrados, esmalte y dentina de dientes, especies bovinas y porcinas de manera natural

[100]. En la Tabla 1.10 se describen los principales métodos de sintesis [101].

Tabla 1.10 Cuadro comparativo de los métodos de obtencion de HAp.

Método de . Caracteristicas
- . Descripcion
sintesis
Estado sélido  Este método se caracteriza por no utilizar disolventes. Tiene la ventaja
de simplicidad y bajo costo, ademas, es un método de produccién en
masa para la sintesis de biomateriales. Como desventaja, se tiene que
» los polvos obtenidos presentan una alta heterogeneidad en su fase de  Se obtienen particulas de
8 composicién y muestran estructuras irregulares. 100 hasta 500 ym, con bajo
% Mecano Se utilizan polvos los cuales se introducen en un molino de bolas de  control morfolégico variable
quimico manera estequiométrica. Es un método de fabricaciéon de materiales [102].
con estructuras bien definidas. Algunas variables que se deben tomar
en cuenta son; agentes quimicos, temperatura, tiempo de molienda,
radio de las esferas de molienda y la velocidad de rotacién.
© Combustion El objetivo de este método es la produccion veloz de polvos de HAp
2 con alta pureza y en un solo paso (combustion). EI método de Se obtienen particulas en
s combustion posee ventajas de simplicidad y excelente homogeneidad d g 53.75
8_ guimica, ademas, como resultado se obtienen aglomerados con En rango desde 5s-/5 pm
€ particulas muy finas. asta 80-120 pm, con buen
) P - - - control  morfolégico en
+ Sinterizacion  Consiste en la mezcla de reactivos (Ca y P) a partir de polvos, los forma de varillas [103]
© - ; .
= cuales se compactan y finalmente se someten a tratamientos de alta
< temperatura.
Sol-gel El proceso de preparacion es la mezcla de precursores enuna spluuon Se obtienen particulas en
acuosa o en fase organica, posteriormente, un envejecimiento a
. e N un rango desde 30-100 nm,
temperatura ambiente, una solidificacion y una sinterizacion para buen control morfolégico en
\‘;glr%t;zaa.lr los residuos organicos, resultando un gel de hidroxiapatita forma globular [104].
Hidrotermal El método hidrotermal es una de las técnicas mas comunes, se Se obtienen nanoparticulas
identifica por la activacion de diversos reactivos quimicos (fosfatos y desde 15 hasta 100 nm,
calcio) a presion y temperatura elevadas (comUnmente a la buen control morfolégico
007 temperatura de ebullicién del agua). Este método se puede llevar a bajo el control del pH se
S cabo de forma convencional (implica mayor tiempo de sintesis), o pueden obtener
“E" asistido por microondas (disminuye el tiempo de sintesis). nanovarillas (pH 7,
S nanoesferas (pH 9),
T nanohojuelas  (pH  10),
nanovarillas/nanohojuelas
(pH 11) [105].
Precipitacion  Esta técnica se basa en el hecho de que a temperatura ambiente y a  Se obtienen nanoparticulas
quimica un pH de 4.2, la HAp. La reaccién de precipitacion usualmente es desde 44-60 nm hasta
llevada a cabo en valores de pH arriba de 4.2 y temperaturas que van 230 y 490 nm, buen control
desde temperatura ambiente hasta temperaturas cercanas del punto  morfolégico obteniendo
de ebullicion del agua. principalmente nanovarillas
[106].
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1.2.5.3 Aplicaciones como biomaterial

Los estudios han demostrado que HAp es un excelente biomaterial; la estequiometria y la
asociacion con ciertos elementos caracteristicos de la bioapatita son relevantes para el
desarrollo de biomateriales utilizados en odontologia y ortopedia [107]. El fosfato de calcio, el
carbonato y otros materiales similares han sido probados para su uso en odontologia. Ademas,
la hidroxiapatita bovina, porcina y humana ha funcionado como material restaurador en
muchos otros campos. En particular, este ultimo ha sido probado en oftalmologia y ortopedia.
Actualmente, es dificil determinar los mejores métodos para la reparacion de tejidos debido a
la falta de datos concretos. Sin embargo, se necesita investigacion adicional para determinar
qué mecanismos funcionan mejor con otros elementos. También es importante determinar
como funcionan los tejidos en un orden predecible [108], y qué avances en la regeneracion de
tejidos se pueden lograr a través de biomateriales. Esto se debe a que se necesitan disefios

adecuados para estos materiales que sean utiles [109].

1.2.5.4 Dopajes

Las apatitas reemplazadas se producen generalmente por sintesis; en el caso de las HAp, en
su produccién se utilizan diferentes rutas de sintesis como sol-gel [105,106], irradiacién con
microondas [107,108], de precipitacion [114] y el método hidrotermal[115]. La facilidad para
realizar intercambios idnicos en la estructura HAp se puede atribuir a la existencia de una capa
de hidrato metaestable en la superficie de los nanocristales cuyos enlaces iénicos son débiles.
Teniendo en cuenta las caracteristicas que presenta el HAp como buen material huésped, la
introduccién de iones lantanidos trivalentes (Ln®"), debido a sus propiedades 6pticas y gran
aplicabilidad, ha despertado el interés de varios grupos de investigacion [18]. Como es esta
investigacion que evalla 5 diferentes porcentajes de dopaje y el efecto que este tiene en el

material compasito.
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1.2.6 Oxido de grafeno (GO)

La formacién de 6xido de grafeno (GO) fue descrita por primera vez por Brodie (1855) en
Annales de Chimie en Francia [116]. Aproximadamente, cuarenta afios después,
Staudenmaier mejoré el proceso de obtencién de éxido de grafito [117]. Actualmente, el
método base para la obtencién de 6xido de grafito es el método W. S. Hummers y R. E.
Offerman [118] propuesto en el afio de 1985. El 6xido de grafito es el precursor inmediato del
Oxido de grafeno. Se puede separar en sus distancias interplanares mediante un proceso de
exfoliaciéon a base de agua o algun solvente organico como se muestra en la Figura 1.11. La
distancia entre capas de Oxido de grafito variara de 6 a 12 A, dependiendo de la humedad

[119].

Grafito

=2z o
E i Oxidacion
222 552> (Método Hummers modificado)
e 4 >

Exfoliacion

Figura 1.11 Oxidacion-exfoliacion de grafito a 6xido de grafeno.
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Ademas, se utiliza como punto de partida para sintetizar otros materiales de grafeno
modificados quimicamente. Este material también puede actuar como catalizador. Es 6 veces
mejor que el dioxido de titanio para descomponer el didxido de carbono e inducir reacciones
activadas por oxigeno [120]. En contraste con el grafeno, que estd completamente compuesto
por enlaces sp?, el 6xido de grafeno contiene enlaces sp® hibridados con carbono unidos
covalentemente a grupos que contienen oxigeno. Asi, los enlaces en el 6xido de grafeno son
una mezcla de enlaces 1 sp? y o sp®, donde este (ltimo actlia como una barrera de transporte
de carga [121]. Por lo tanto, al controlar en la sintesis la proporcion de enlaces sp®/sp?, el GO
se puede utilizar como material aislante, conductor o semimetalico [122].

En esencia, el 6xido de grafeno es un aislante eléctrico porque el desorden estructural causado
por los enlaces sp® C-O que interrumpen la red conductora de enlaces m [123]. La
conductividad se puede recuperar restaurando la red de enlaces 11, siendo una de las
reacciones mas importantes la reduccion. El producto de esta reaccién se llama 6xido de
grafeno reducido [124]. Aunque el grafeno puede confundirse con el 6xido de grafeno reducido,
las diferencias estructurales pueden ser evidentes y los defectos introducidos por la oxidacion
conducen a la ruptura de la red de enlaces de carbono en el 6xido de grafeno reducido [125].
1.2.6.1 Métodos de obtencion

El principal método quimico utilizado para la obtencion de 6xido de grafeno es el método
Hummers, el cual tiene la caracteristica de poseer funcionalidades ricas en oxigeno, lo que
permite que las interacciones de van der Waals (aumentando de 3 a 12 A) se debiliten y
faciliten la interaccién de moléculas de agua (u otros disolventes) entre las laminas obtenidas.
Se han hecho algunas modificaciones para acortar los tiempos de produccion principalmente.
En la Tabla 1.11 se describen los tres principales métodos de obtencion del GO a grandes

rasgos [126].
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Tabla 1.11 Principales métodos de obtencion de GO.
Tiempo de

Método Oxidantes Solventes S Ventajas Desventajas
oxidacion
Muy estable,
poco
. Acido ] contaminante,
Brodie nitrico 3-4 dias 2.06 poca Lento
Clorato de distancia
potasio entre capas.
Acido
Staudenmaier nitrico 4 dias 2.6
Acido
sulfarico
Nitrato de ) Rapida Muy
sodio Acido reaccion, contaminante
Hummers .. 2 horas 2.25
Permanganato sulfdrico pocos y alta
de potasio efectos. degradacion.

1.2.6.2 Aplicaciones como biomaterial
Las principales aplicaciones en biomedicina se resumen en la Tabla 1.12, con una breve
descripcion de su investigacion [126].

Tabla 1.12 Aplicaciones biomédicas del 6xido de grafeno.
Oxido de grafeno La terapia dirigida es un método avanzado, introducido recientemente, en el que se
en el tratamiento aplican farmacos (o profarmacos) especificos para el cancer. GO se usa en varios
del cancer y las enfoques para el tratamiento del cancer, incluida la terapia fototérmica y

infecciones fotodinAmica y como un vehiculo de tamafio nanométrico para mejorar la

bacterianas permeabilidad de la membrana celular de los farmacos y lograr su acumulacion en
los tumores debido al efecto de permeabilidad y retencién mejorada (EPR) [122-
123].

Oxido de grafeno En la terapia fototérmica (PTT), las células que causan enfermedades, incluidas las

para Terapia células cancerosas en los tumores y las bacterias en las heridas, se cargan con un

Fototermal reactivo que absorbe la luz del infrarrojo cercano (NIR). El GO de una sola capa es

adecuado para PTT, ya que, ademas de su excelente solubilidad en agua,
permeabilidad de membrana y estabilidad, este material absorbe luz en el rango
NIR[129]. Se ha informado que la capacidad de absorcién NIR de GO se puede
mejorar mediante la optimizacion de su tamafio [130].

Oxido de grafeno En el GO, cada 4tomo esta expuesto a la superficie. Por tanto, su area superficial

como portador de es muy grande. En consecuencia, uno puede cargar densamente GO con carga,

farmacos para farmacos, fragmentos dirigidos a la superficie celular, acidos nucleicos y
proteinas. Aunque GO es soluble en agua, puede agregarse en presencia de sales
y componentes del suero. Por lo tanto, este material a menudo se modifica
quimicamente para mejorar su biodisponibilidad, lo que incluye modificaciones no
covalentes (interacciones electrostaticas o 1-1T) o covalentes [131].

Oxido de grafeno El 6xido de grafeno se ha utilizado en una variedad de ensayos electroquimicos y

para Aplicaciones Opticos para la deteccion de biomoléculas y xenobi6ticos [126]. Un ejemplo es en la

bioanaliticas deteccion de acidos nucleicos mediante el uso de enfoques basados en
fluorescencia, lo que se debe principalmente a los intereses de investigacion
actuales y se continlan desarrollando.
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1.2.7 Pruebas de ensayo de citotoxicidad mediante Alamar blue™ (AB)

En los estudios de citotoxicidad in vitro, se emplean varias técnicas de tincion celular para
medir el nimero de células viables después del tratamiento. Sin embargo, la mayoria de estos
métodos se denominan de punto final, ya que destruyen células. Esto dificulta el seguimiento
del comportamiento celular después de la exposicion al trauma. Un ensayo in vitro ideal para
evaluar la proliferacion celular y la citotoxicidad debe poseer varias caracteristicas clave. Debe
ser sencillo, rapido, eficaz, asequible, replicable, sensible, seguro y no interferir con la
sustancia que se investiga. Ademas, debe medir exclusivamente la poblacion de células
viables [132].

Existen diferentes métodos para realizar ensayos de citotoxicidad in vitro. Los bioensayos
utilizando AB™ se han utilizado durante los ultimos 50 afios para evaluar la viabilidad celular
y la citotoxicidad en una variedad de sistemas biolégicos y ambientales, asi como en diferentes
tipos de células, incluidas bacterias, levaduras, hongos, protozoos y células cultivadas de
mamiferos y peces [133]. EIl AB™ es un importante indicador redox para evaluar la funcién
metabdlica y la salud celular. Tiene varias ventajas sobre otros indicadores metabdlicos y otros
ensayos de citotoxicidad, por ejemplo, este colorante es poco téxico para las células, y permite
la continuidad de estudios en las mismas células, economizando tiempo y dinero, ademas es
sensible y altamente reproducible. Sin embargo, como con cualquier ensayo biol6gico, se debe
determinar la idoneidad de cada aplicacion y modelo celular [134].

El método AB™ que tiene como componente principal la resofurina; que es excretada al medio
permitiendo el continuo monitoreo de la proliferacion y/o la citotoxicidad de sustancias sobre
células humanas, animales, bacterias e incluso hongos. Es posible obtener una medida de
absorbancia a una longitud de onda de 570 nm y/o fluorescencia en 530 nm (para excitacion)

y 590 nm (para emision), ya que este colorante tiene propiedades tanto cromoforas como
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2.1 Metodologia experimental para la sintesis de hidroxiapatita dopada con gadolinio
La hidroxiapatita dopada con gadolinio fue sintetizada por el método hidrotermal [21],
ajustando al elemento dopante estudiado y a las composiciones propuestas. Se utilizaron
como precursores fosfato de amonio di basico ((NH.):HPO, al 98%) marca Meyer, hidroxido
de calcio (Ca(OH). al 98%) marca Sigma Aldrich y cloruro de gadolinio Il (GdClz*6H,0 al 98%)
marca Sigma Aldrich. Para el ajuste de pH se utilizé una solucion preparada de &cido nitrico
(HNO:s), de la marca Meyer.

Primero se determinaron las condiciones para el dopaje (Figura 2.1), tomando en cuenta
caracteristicas importantes como la electronegatividad, radio idnico y la energia de ionizacion.
Para la sustitucion del gadolinio (Gd) en la posicion del Ca*? (ll) localizado en la estructura de
la hidroxiapatita segun la férmula desarrollada que se muestra a continuacion:

Ca(l).Ca(ll)s(PO4)s0H .

CONDICIONES DE DOPAJE Dopaje GdCls Peso

. p (%) 8
FORMULA QUIMICA REESCRITA
\ | 0.1 | o012 |
Ca(|)2C3(| |)3(PO4)3OH | 05 0.059 l
| 1.0 0.118 |
Electronegatividad: 1
Radio idnico : 231 pm | 1.5 | 0.177 l
Energia de ionizacion: 6.113 eV | | 0235 I
2.0 .
Electronegatividad: 1.2 | 2.5 | 0.294 l
(G Radio idnico: 237 pm
Energia de ionizacion: 6.150 eV | 3.0 | 0.353 I

Figura 2.1 Condiciones de sustitucion atomica.

Una vez calculados los porcentajes de elementos dopantes, en un vaso de 250mL se prepar6
una solucion de hidréxido de calcio 0.15 M disuelto en 30 mL de agua desionizada (DI) con
una agitacion constante (350 rpm). Por otra parte, en un vaso de 100 mL se preparé una
solucion de cloruro de gadolinio en 10 mL de DI en un vaso de 100 mL con una agitacion

constante (350rpm) por 10 minutos, de acuerdo con el porcentaje correspondiente de dopante
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(Figura 2.2 a). A la par en otro vaso de 100 mL se prepar6 una solucién de fosfato de amonio
0.09 M disuelto en 30 mL de DI con una agitacién constante (350rpm) por 10 minutos.
Posteriormente, se agrego a la solucion de hidréxido de calcio por goteo los 10 mL de solucion
del elemento dopaje y se mezclé durante 10 min con agitacion constante (350 rpm) (Figura 2.2
b), después se adiciond la solucion de 30 mL de fosfato de amonio dibasico por 10 min con
agitacion constante (350 rpm) (Figura 2.2 ¢). Se midio el pH, y se ajustd con 75 mL de acido
nitrico 2 M para obtener un pH de 7 (Figura 2.2 d).

Teniendo las condiciones requeridas se colocé la mezcla obtenida dentro de una autoclave, y
la formacién de la HAp:Gd se obtuvo a 200°C durante 24 horas (Figura 2.2 €). Posteriormente
al tiempo indicado se retiré el producto obtenido, se realizaron lavados con agua desionizada
y se filtraron con ayuda de una bomba de vacio (Figura 2.2 f), al tener los polvos limpios, se
llevé a una estufa de secado a 70°C durante 24 horas (Figura 2.2 g) para eliminar el residuo
de humedad. Después fueron procesados mediante molienda manual dentro de un mortero de
porcelana (Figura 2.2 h).Finalmente se les dio un tratamiento térmico a los polvos obtenidos
de HAp:Gd a 500°C por 4 horas para eliminar los subproductos generados en el proceso de

sintesis (Figura 2.2 h), favoreciendo la formacion de la fase monoclinica, previo a su

caracterizacion.

a) b) c)

Ca(OH
= (OH)2 GAdCl36H,0 (NHa)HPO4

' [e €
=

NHz)2HPO4

||-§

' Ca(OH)2
GdCl3e6Hz

&
i
©

Ca(OH)2
GdClz*6H20 : = - C = ©

(omo | [omo] [omo]

ﬁ ||u;93
©

Figura 2.2 Sintesis de HAp:Gd por el método hidrotermal.
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2.2 Metodologia experimental para la sintesis de 6xido de grafeno por el método de
Hummers modificado

Los precursores utilizados en la sintesis de 6xido de grafeno, fue Grafito (C) al 99% de pureza
y fue suministrado por Sigma Aldrich Chemistry, el cual se adquirié con un tamafio de particula
de 45 um, por otra parte, el permanganato de potasio (KMnO4), nitrato de sodio (NaNOs3), &cido
sulfarico (H2S0O.4), &cido clorhidrico y perdxido de hidrégeno, todos ellos con una pureza del
99% y suministrados por la marca Sigma Aldrich y Meyer.

El método utilizado para la oxidacion del grafito parte del método de Hummers modificado
[101], consisti6 en lo siguiente: en un cristalizador previamente enfriado con un bafio de hielo
a 0°C se colocdé un vaso de precipitado de 500 mL y se agregd 46 mL de HzSOs.,
posteriormente, se afladieron 2 g de grafito y 1 g de NaNOs y se mezclaron con agitacion
continua (350 rpm) durante 10 minutos (Figura 2.3 a), después de este tiempo el bafio de hielo
se retira quedando una solucién con una temperatura de 10 a 15 °C; durante este tiempo el
control de la temperatura es importante para poder llevar a cabo una reaccion completa
utilizando un termémetro para el monitoreo. A continuacion, se agregdé lentamente 6 g de
KMnOs4, produciendo una reaccidon exotérmica; que se observa con el aumento de la
temperatura de la solucion de 10 hasta 40 °C, una vez agregados los 6 g de KMnO4 (Figura
2.3 b). La reaccion se mantiene en agitacion constante durante 60 minutos aproximadamente
a (450 rpm). Posteriormente alcanzada la temperatura de 40 °C aproximadamente se
disminuye la velocidad de agitacion (350 rpm) y se agrega 80 mL de DI provocando un subito
aumento en la temperatura, aproximadamente a 105 °C, y un desprendimiento de vapor
morado. Seguido a esto, se prepard una solucion al 14% de peroxido de hidrégeno (H20; 29-
32%) en un vaso de precipitado, misma que se afiadié cuidadosamente a la solucion principal,
provocando un burbujeo intenso y un cambio de coloracion a un tono marrén (Figura 2.3 c), es

aqui en donde se detiene la agitacion, dejando reposar la solucion. Después de 30 minutos, la
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temperatura descendié aproximadamente a 60 °C. En este punto se llevaron a cabo lavados
con la finalidad de eliminar acidos del proceso de sintesis, el primer lavado fue realizado con
una solucién de acido clorhidrico (HCI) al 14% (Figura 2.3 d), después se realizaron 6 lavados
con acetona con ayuda de una bomba de vacio (Figura 2.3 e). Los polvos se reservaron para

Su posterior caracterizacion.

Grafito
e)

Acetona

Figura 2.3 Sintesis de GO por el método de Hummers modificado.

2.3 Metodologia experimental para el desarrollo del sistema formado por HAp:Gd/GO

Para el desarrollo del sistema compdésito por HAp:Gd/GO se realizdé un andlisis previo de los
resultados obtenidos por DRX de la sintesis de HAp:Gd con diferentes porcentajes de dopante,
tomando en cuenta el limite en la aparicion de fases secundarias en cada una de las muestras;
siendo la muestra de 1% de gadolinio el porcentaje mas alto que no mostré la presencia de
fases secundarias. Lo que da pie a establecer a la muestra HAp:Gd al 1% como la matriz y el

reforzante al GO, con las composiciones que se muestran en la Figura 2.4.

marriz  HAP:Gd rerorzante (30

Peso(y) HAp:Gd GO  Peso(g)
« Porcentaje de dopante (Gd) 099 99% 1% 0.01
098 98% 2% 0.02
(Gd® al 1% 097 97% 3% 0.03

097 96% 4% 004
MLMM 095 95% 5% 0.05

L)

Intersity (au)

H
H
H

:32@(2%} (‘ . -
« Hummers modificado

D @ © 0
Degrees 28)

+ Método hidrotermal

Figura 2.4 Composicion para el desarrollo de sistema composito HAp:Gd/GO.
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Establecidos los pardmetros de composicién para el sistema HAp:Gd/GO, se procedi6 al
desarrollo del compésito. Primero, en viales de 10 mL se colocé el porcentaje en peso de GO
para cada una de las condiciones establecidas que van desde el 1% en peso hasta el 5% para
el caso del reforzante, se adicionaron 2 mL de acetona y se llevaron al bafio ultrasénico a una
frecuencia de 40 KHz; a temperatura de 15°C, por 10 minutos divididos en dos ciclos de 5
minutos para evitar el calentamiento de la solucién (Figura 2.5 a). A continuacién, se agregé
el porcentaje en peso de HAp:Gd (1%) para cada una de las condiciones establecidas que van
desde el 99% en peso hasta el 95% para el caso de la matriz (Figura 2.4), se adicionaron 3
mL més de acetona y nuevamente se llevé al bafio ultrasénico a una frecuencia de 40 KHz; el
cual se volvié a llenar con DI a temperatura de 15°C, por 10 minutos divididos en dos ciclos de
5 minutos (Figura 2.5 b). Una vez dispersados los polvos se dejaron los viales en reposo por
30 minutos para poder retirar el sobrante de acetona. Posteriormente se metieron a la estufa
a 60°C para evaporar el restante de acetona (Figura 2.5 ¢). Finalmente se obtuvieron las cinco

muestras que fueron caracterizadas y evaluadas (Figura 2.5 d).

a) b) c) d)

GO +2mL de acetona GO +HAp:Gd +3 mL de acetona HAp:Gd/GO HAp:Gd/GO

1% ( 2% |( 3% |( 4% |( 5% e | [apca | [1mo-ca | [aorca | [ Haprca cpi||cp2|[cp3|[cpa||crs cpi||cp2|[cp3|[cpal||cPs
Go|| Go|| Go|| Go || Go

o P Muestra HAp:Gd | GO
Bafio ultrasénico:

10 min divididos en dos ciclos de 5 min CP1 99 % 1%

Bafio ultrasénico:
10 min divididos en dos ciclos de 5 min

cP2 98% 2%
CP3 97% 3%

Secado a

60°C CcP5 95% 5%

por3h

Figura 2.5 Desarrollo de sistema compésito de HAp:Gd/GO.
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2.4 Metodologia experimental para la prueba de ensayo de citotoxicidad mediante
Alamar blue™ (AB™).

A continuacion, se describe la metodologia utilizada para el ensayo de citotoxicidad mediante
adicion de colorante AB™, las ventajas de aplicacion de este método son su baja toxicidad
para las células, lo que permite la continuidad de estudios en las mismas, economizando
tiempo y dinero, ademas es sensible y altamente reproducible.

2.4.1 Descripciéon del método

Para este ensayo se utilizé un cultivo células troncales extraidas de la pulpa dental (DPSC)
mejor conocidas como células mesenquimales indiferenciadas; estas células tienen la

capacidad de autorrenovarse y generar uno o mas tipos de células especializadas (Figura 2.6).

Formacion de
tendon

Formacion de
hueso

//.‘-’-» -
o i -
R —
NP2
O\ b

Formacion de

cartilago Formacion de

piel

Figura 2.6 Células troncales capaces de generar uno 0 mas tipos de células especializadas.
Primero, se llevo a cabo la preparacion del medio de cultivo biolégico, las células fueron
lavadas y retiradas de la caja de cultivo de 25 cm?®(Figura 2. 7 a), con 3 mL de PBS 1X (solucion
salina equilibrada utilizada para el lavado de células, (Figura 2. 7 b) y 3 mL de TrypLE Express;
para retirar las células de la pared (Figura 2. 7 c), asi también, se agregan 3 mL de medio de
cultivo DMEM High Glucose al 10% con suero fetal bobino y antibiético; previamente preparado

(Figura 2. 7 d), todo dentro de un tubo para centrifugaron. Posteriormente, se centrifugan a

' m m° | Instibuto de
Ciencias Basicas
= e Ingenieria



Capitulo Il. Metodologia experimental Pagina | 39

200 G por 5 min para obtener una separacion de las células formando un botén al fondo del
tubo, se retira la solucién sobrante, para afiadir 1 mL de DMEM High Glucose al 10% y se

disuelve nuevamente las células en el medio.

a) b) c) d)

Figura 2. 7 Preparacién del medio de cultivo celular.

El conteo de células se realizé en una camara de Neubauer; instrumento utilizado en medicina
y biologia para realizar el recuento de células en un medio liquido (Figura 2.8 a), inicialmente
con el uso de una micropipeta se colocaron 10 yL de las células en (Figura 2.8 b), después las
células fueron observadas bajo un microscopio 6ptico, mientras que con un contador de células
de 8 teclas se llevo el registro del nimero de células localizadas en los cuatro cuadrantes
extremos (L1 a L4 como se observa en la Figura 2.8 c), el conteo se realiz6 de forma ordenada

en cada cuadrante (Figura 2.8 d).

a) c) d)

IMPROVED
NEUBAUER
0.1 mm deep
BRIGHTLINE ‘

i

—

-

-

A

MADE IN USA

Figura 2.8 Manejo y funcionamiento de la camara de Neubauer.
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Por medio de la ecuaciéon 2.1 se calculd el nUmero de células contenidas en un microlitro, el

conteo realizado determiné que en 7.1 uL se encontraban 5000 células aproximadamente.

sk de celulas«10000
4

.......... 2.1

#celulas por ulL =

Para el sembrado de células se utilizaron placas de 96 pocillos agregando a cada pozo 7.1 pL,
después fueron llevadas a incubacién a 37+1 °C, y 5% CO, durante 48 horas, dando paso a
gue las células se adapten al medio. Pasadas las 48 horas, se realiz6 la dilucion de las
muestras en polvo previamente tratadas, estas fueron diluidas 1mg/mL en DMEM High
Glucose al 10%, colocando células de control y las muestras diluidas para su evaluacion a 3,
7 y 10 dias, el estudio para cada caso se realizé por quintuplicado para tener una muestra
significativa (Figura 2.9). Esta placa es nuevamente llevada a incubacién a 37+1 °C, y 5% CO;

durante el periodo de evaluacion.

90000 OOOOO _ |

Dia3

0000000000

(X T 1 1 T
YT TTYT Y e

LX X X X ITE

Dia 10

. Células de control . Materiales a evaluar

Figura 2.9 Placa de 96 pocillos para cultivo celular.

La viabilidad celular se determiné utilizando el ensayo metabdlico celular colorimétrico AB™
(Sigma-Aldrich). A los 3, 7 y 10 dias se retiré el medio, posteriormente se afiadieron 90 pL de
medio frescoy 10 uL de AB™, se incubaron las células durante 4 h en las mismas condiciones

mencionadas. La viabilidad celular se leyé a 540 nm con un lector de microplacas marca Biotek
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EIx808, Winooski, VT, EE. UU. Se realizaron cinco repeticiones para cada condicion
experimental. Las muestras se evaluaron utilizando un lector de microplacas. En donde el
activo de la resazurina se convierte en resorufina fluorescente indicando un color rosado una

mayor concentracion de células vivas y un color azul un menor nimero de células vivas.

Resazurina © Resorufina

Encimas mitocondriales

5
(e} /Z
o
5
e} /Z
o

—

0000000
OO0000O
000000,
9000000
0000000
000000
O000000
OOO000O
OOO000O
0000000
OO00000
0l0/0/000e)
0000000
£ 10000000

|

Alta
Concentracion de células

Figura 2. 10 Indicador de encimas mitocondriales mediante AB™,

2.5 Caracterizacion fisicoquimica del sistema HAp:Gd/GO
La caracterizacion de las muestras analizadas en esta investigacion, fueron realizadas

mediante las siguientes técnicas.

2.5.1 Difraccién de rayos X (DRX)

La técnica de DRX es utilizada para la caracterizacién estructural, obteniendo informacién
sobre las fases presentes, su orden estructural o grado de cristalinidad, y el tamafio medio de
los cristalitos. Para resultados de DRX se utilizé un equipo de la marca Bruker modelo D8

Discover con una radiacion Cu Ka a 1.54 A.
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2.5.2 Microscopia Electrénica de Barrido (MEB-EDS).

Esta técnica permite producir imagenes que corresponden a la superficie de una muestra
utilizando las interacciones electrén-materia en conjunto con la espectroscopia permiten la
caracterizacion quimica/analitica elemental de materiales. Para la obtencion de resultados
MEB-EDS se utiliz6 un equipo de la marca JEOL modelo JSM-5900LV. Permitiendo observar
la morfologia de GO e hidroxiapatita; asi como el analisis quimico elemental semicuantitativo.
2.5.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier es una técnica que permite
caracterizar la estructura molecular y el enlace quimico de la muestra en estudio. El equipo
utilizado para el andlisis de las muestras fue un PerkinElmer FT-IR Spectrum GX FT-IR
System, por la técnica de reflexion total atenuada (ATR) para confirmar la presencia de las

bandas vibracionales caracteristicas de las muestras.
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3.1 Resultados de hidroxiapatita dopada con gadolinio (HAp:Gd)
A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en DRX, MEB-EDS, FTIR y Viabilidad

celular correspondientes a la HAp dopada a diferentes porcentajes con Gd.

3.1.1 Caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX)

En la Figura 3.1 se presentan los difractogramas correspondiente las muestras de HAp:Gd y
sin dopar a diferentes porcentajes. De abajo hacia arriba, el difractograma a) pertenece a la
muestra de HAp sin dopar, mientras que en los difractogramas b), c), d), e), f), g) y h)
representan a las muestras de HAp:Gd que van desde el 0.1% hasta el 3%. Las lineas
verticales punteadas hacen referencia a los picos caracteristicos de la HAp; los picos
exclusivos de la fase monoclinica se identifican en color rojo, para la fase hexagonal en color
azul y de color negro los picos que comparten ambas fases. Estas fases se identificaron
mediante la tarjeta PDF 00-009-0432 para la fase hexagonal indicando los picos
caracteristicos a 10.82°, 28.12°, 31.77°, 32.19°, 32.90°, 34.04°, 49.46° y 60.45° para 206 que
corresponden a la indexacién (100), (102), (211), (112), (300), (202), (213) y (331)
respectivamente, y la tarjeta PDF 00-064-078 para la fase monoclinica con los picos
caracteristicos a 10.86°, 28.25°, 31.85°, 32.22°, 32.96°, 34.19°, 49.64° y 60.11° para 206 que
corresponden a la indexacion (100), (220), (221), (-142), (300), (042), (-163) y (361). En los
difractogramas e), f), g) y h); que corresponde a las muestras de HAp:Gd desde 1.5% hasta
3% se observa la formacion de una fase asociada con fosfato hidratado de gadolinio ()
identificada con la tarjeta PDF 21-0337. Esta fase se ha sefialado con lineas punteadas en

color verde y con el simbolo ¥, a 14.90°, 20.44° y 30.06° en 26, que corresponden a los planos

(100), (101) y (200); se aprecia gue a medida que aumenta el porcentaje de Gd como dopante

en la Hap, aumenta la presencia de esta fase.
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Figura 3.1 Patrones de difraccion de HAp:Gd comparados con el patron de la HAp sin dopar

para identificando la fase monoclinica y la fase hexagonal.

En la Tabla 3.1, Tabla 3.2 y Tabla 3.3 presentan las fases identificadas en la Figura 3.1
correspondientes a los planos de crecimiento de la HAp en su estructura hexagonal y
monoclinica y la formacién de la fase de GdPO..

Tabla 3.1 Lista de picos caracteristicos para el patrén DRX de la HAp fase hexagonal.

Fase hexagonal

No. 26 hk No. 26 hkl No. 28 hkl No. 280 hkl
1. 1083 (100) | 9. 3290  (300) |17. 4811 (132) |25. 58.08 (501)
2. 1684 (101) |10. 34.07  (202) |18. 50.52 (321) | 26. 6171 (124)
3. 2178 (200) |11. 35485 (301) |19. 51.30 (410) | 27. 63.03 (502)
4. 22587 (111) [12. 39.219 (212) | 20. 5211 (303) |28. 65.06 (511)
5. 25.88 (002) | 13. 39.830 (130) |21. 53.22 (004) | 29. 66.45 (143)
6. 2813 (102) | 14. 42.024 (131) |22. 54.48 (104)

7. 2894 (210) | 15. 45340 (203) | 23. 5590 (322

8. 31.92 (211) |16. 46.72  (222) |24. 57.16 (313)
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Tabla 3.2 Lista de picos caracteristicos para el patron DRX de la HAp fase monoclinica.

Fase monoclinica

No. 28 hk No. 20 hk No. 26 hkl

1. 10.835 (100) 10. 35.462 (301) 19. 57.132 (-463)
2. 16.849 (101) 11. 39.802 (-420) 20. 58.043 (501)
3. 21.768 (200) 12. 45.320 (043) 21. 60.421 (361)
4. 22.859 (-221) 13. 50.488 (341) 22. 60.968 (272)
5. 25.874 (002) 14. 51.270 (180) 23. 64.167 (343)
6. 28.124 (102) 15. 52.082 (402) 24. 65.018 (521)
7. 31.771 (221) 16. 53.200 (004) 25. 66.415 (451)
8. 32.929 (300) 17. 54.465 (104)

9. 34.066 (042) 18. 55.871 (342)

Tabla 3.3 Lista de picos caracteristicos para el patrén DRX de la fase de GdPO4*1.5 H,0.

Fase monoclinica

No. 20 hk No. 28 hk No. 20 hk
1. 14.802 (100) 8. 42.697 (303) 15. 59.515 (213)
2. 20.4 (101) 9. 45.595 (103) 16. 60.634 (104)
3. 25.879 (110) 10. 47.862 (301) 17. 63.252 (312)
4. 29.838 (200) 11. 49.584 (212) 18. 64.881 (114)
5. 32.102 (102) 12. 50.826 (113) 19 72.74 (313)
6. 38.645 (112) 13. 53.178 (203) 20 75.515 (322)
7. 39.967 (210) 14. 54.302 (302) 21 77.177 (105)

3.1.1.1 Determinacién de tamafio de cristalito por la ecuacion de Scherrer modificada
para mediante DRX

La determinacion de tamafio de cristalito se realiz6 mediante la ecuacion 3.1 propuesta por A.
Monshi, et. al. [137], conocida como ecuacion de Scherrer modificada aplicando una técnica

de minimos cuadrados para minimizar las fuentes de errores.

L:_b ........ 31

e

En la ecuacion 3.1 k toma el valor de 0.89 y A para Cuks= 0.15405 nm , el valor de b se

obtiene mediante la interseccion de una regresion lineal de minimos cuadrados graficando

In § contra In (ﬁ) obteniendo un unico valor de tamafio promedio de cristalito (L) a través de

todos los picos disponibles. A continuacion, en la Tabla 3.4 se presentan los resultados

obtenidos para cada muestra de HAp e HAp:Gd a los diferentes porcentajes de elemento
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dopante, en donde se muestra el calculo de FWHM a partir de una regresion Gaussiana
realizada en el programa Origin 2018; sabiendo que cuanto mas estrecho es el pico, mayor es
el tamafio del cristalito, para el calculo de este pardmetro se tomaron en cuenta nueve picos
de mayor intensidad. Podemos observar que tamafos de cristalito para estas muestras van
en un rango de 16.91nm hasta 19.95 nm; siendo el valor de 16.91nm para la muestra de HAp
sin dopar y de 17.92 nm para la muestra de HAp:Gd 1%, siendo este porcentaje el que tiene
un menor tamafo de cristalito entre todas las muestras que presentan dopaje.

Tabla 3.4 Determinacién de tamafio promedio de cristalito mediante la ecuacion de Scherrer

modificada para las muestras de HAp e HAp:Gd.

Datos obtenidos para cada muestra Regresion lineal

HAp =16.91nm 0.0

W? 2 vrommans
1| ©o02 [28925] 0.004 1.140 -5.469 '
2| @11 |[31.802 0.009 0.019 -4.678 -2.0 o  Ln(B)(rad)
3| @12 |32229] 0.006 0.085 5.202 = 5,
4| (300) |32929] 0.010 0.318 -4.651 g _
5| (202 |34088| 0007 1.454 4.981 40 e L'“:a' (Ln(B)
6| (130) |39.841| o0.01L 0.735 4521 5080 {rad)
7| (@22 [46.723| 0.008 1.613 -4.834 e ° e
8| (213) |49.555| o0.008 0.065 -4.881 -6.0
9| (004 |53300| 0005 2.927 5.255 Ln(1/cos8)

HAp:Gd 0.1% =18.47nm -4.4 y =-0.0393x-4.9032
1] 002 | 25925 | 0.004 0.081 -5.445 3
2| @1y | 31802 | o0.000 0.019 -4.679 -4.8 . o L) (rad)
3| @12) | 32198 | 0.006 0.079 5.168 B o .
4| (300) | 32898 | 0010 0.304 -4.608 g
5| (202 34.086 0.007 1.454 -4.903 52 @ o— T Lineal {Ln(B)
6| (130) | 39.841 0.011 0.735 4,553 (rad))
7| @22 | 46.723 0.008 1.613 4.859 54 5
8| (213 | 49555 | 0.008 0.065 4.971 56
9| (004 53.269 0.005 2.677 -5.220 Ln(1/cos8)

HAp:Gd 0.5% =18.21nm -4.4 y = -0.0494x - 4.8842
1| ©o02 [25925] o0.004 0.081 -5.445 °
2| (@11) |31802] 0.009 0.019 4.679 48 . o Ln®)(red)
3| (@12) |32198 0.006 0.079 -5.168 B g, e A
4| @00) |32.898] 0.010 0.304 -4.608 g
5| (202) |[34.086 0.007 1.454 -4.903 52 @ e— T Lineal (Ln(B)
6| (130) |39841] 0011 0.735 4553 (rad))
7| @22 |46.723| o0.008 1.613 -4.859 54 o
8| (13) |49.555| 0.008 0.065 -4.871 5.6
9| (©o04) [53269] o0.005 2.677 5.220 Ln(1/cos6)
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HAp:Gd 1% =17.90nm 0.0 y=-0.0637x-4.8723
1| ©o2 | 25879 0.004 0.071 -5.448
2| @11) | 31764 0.009 0.015 -4.665 2.0
3| W12 | 32215 0.006 0.082 5.186 Z ., ®  Ln(B)(rad)
4| ooy | 32851 0.010 0.283 -4.612 g
5 o2 | 34042 0.007 1.367 -4.971 40 . e Lineal (Ln(B)
6| (130) | 39.728 0.011 0.638 -4.485 %°.° (rad))
7| @22 | 46687 0.008 1.528 -4.822 -5.0 g oo, ®
8| @13 | 49503 0.008 0.074 -4.849 60
9| ©o4 | s3.245 0.005 2515 -5.231 Ln(1/cos8)
HAp:Gd 1.5% =19.95nm 4.6 y =-0.0504x - 4.9805
1| ©o02 [25911| o0.004 0.078 -5.514 48 o
2| @11) [31789] o0.008 0.017 -4.818 50 ° ®  Ln(B)(rad)
3| @12 [32239] o0.006 0.087 -5.190 o LB
4| (300) [32.889 0.009 0.300 -4.708 Ss2e Lineal (Ln(8)
5| (02 |[34.075] o0.007 1.432 -5.035 °
6| (L30) |39.794| 0.009 0.694 4.737 5.4 {rad))
7| @22 |46.725] o0.007 1.618 -4.950 °
8 | (13) [49536] 0.007 0.068 -4.948 -5.6
9| (04 |53273| 0005 2.700 5277 Ln(1/cos6)
-4.4 -
HAp:Gd 2% =18.72 nm o 1 2 V-'U-ZU""M""‘-Q"
PP S R'=0.0257
1| ©0o2 | 25018 0.004 0.079 -5.452 ®
2| @11 | 31800 0.009 0.019 -4.732 -4.8 . ®  Ln(B) (rad)
3| @12) | 32250 0.006 0.090 -5.199 @ 50 | LTI L
4| 300) 32.891 0.010 0.301 -4.635 o
5| (202 34.080 0.007 1.442 -4.944 52 ‘o s Lineal (Ln(B)
6| (130) | 39.787 0.010 0.687 -4.593 (rad))
7| 222 46.733 0.008 1.638 -4.880 -5.4 °
8| @13 | 49545 0.007 0.066 -4.923
9| ©0o04) | 53284 0.005 2.790 -5.239 -5-6 Ln(1/cos8)
HAp:Gd 2.5% =18.42nm -4.4 y = -0.0484x - 4.9007
No.  hk 20 FWHM (B) Ln(1/cos8) Ln(B) (rad) 46 (] —= 1 2 3 R2= 0.0243
1| ©o02 |25919| o0.004 0.079 -5.434
2| @11) |31.810( 0.009 0.020 -4.662 -4.8
3| @12 |[32257] o0.005 0.091 -5.232 = | SRRTTIORRN 0. @ Ln(B)(rad)
4| (300) |32887| 0010 0.299 2611 5 B0 e
5| (02 [34.079] o0.007 1.439 -4.922 52 4 « T Lineal (Ln(B)
6 | (130) [39.781] o0.010 0.682 -4.589 (rad))
7| @22 [46.726] o0.008 1.621 -4.876 5.4
8 | (213) [49.550( 0.007 0.065 -4.908
9| ©o04) [53.283] 0.005 2.783 -5.214 -6 Ln(1/cos0)
HAp:Gd 3% =18.88nm 4.6 . y=-0.9561x4.9255
1] 002 | 25921 0.004 0.080 -5.455 -4.8 =
2| @11 | 31804 0.009 0.019 -4.730 50 o .. o Ln(®)(rad)
3| w12 | 32261 0.005 0.092 -5.205 =0T T
4| 300) | 32.8%0 0.009 0.300 -4.676 5 52 le
5 o2 | 34079 0.007 1.439 -4.975 - e e Lineal (Ln(B)
6 | (130) | 39.796 0.010 0.696 -4.653 {rad))
7| 222 | 46729 | o0.008 1628 4.881 S4 14
8| 213 | 49.549 0.008 0.066 -4.891 se
9| ©0o4) | 53282 0.005 2.769 -5.262 Ln(1/cos8)
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En la Figura 3.2 se observa que los tamafios de cristalito para cada caso planteado en la Tabla
3.4, que van desde 17.9 nm hasta 19.95 nm.
Lcristalito ( n m)

19.95
18.88
18.21 18.42
|iii|

HAp HAp:Gd HAp:Gd HAp:Gd 1% HAp:Gd HAp:Gd 2% HAp:Gd HAp:Gd 3%
0.1% 0.5% 1.5% 2.5%

16.91

Figura 3.2 Distribucién de tamafio promedio de cristalito mediante la ecuacion de Scherrer

modificada para las muestras de HAp e HAp:Gd.

3.1.2 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

A continuacion, en la Figura 3.3 se presentan los resultados obtenidos en FTIR
correspondientes a la HAp dopada y sin dopar. El primer espectro de abajo hacia arriba
pertenece a la muestra de HAp sin dopar sefalizada con la letra a), mientras que de forma
ascendente se presentan las muestras de HAp:Gd que van desde 0.1, 0.5, 1, 1.5,2,25y 3
identificadas con las letras b), c), d), e), f), g) y h) respectivamente. De manera general se
observan los diferentes modos de vibracion del grupo hidroxilo OH" y el radical PO;~
perteneciente al fosfato, asi mismo, modos vibracionales para enlaces O-P-O. Confirmando la
presencia de HAp en cada una de las muestras dopadas y sin dopar en un rango de nimero

de onda de 4000 hasta 400 cm™.
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Figura 3.3 Espectros de FTIR para las muestras de HAp y HAp:Gd.

La Figura 3.4 presenta un acercamiento en la regiéon de 1500 cm™ hasta 400 cm™ en donde se
observan bandas correspondientes a los grupos fosfato e hidroxilos. Para el grupo PO;~ se
localizan bandas de flexion a 474 cm?®y a 630 cm™ y 964 cm™ pertenecientes a bandas de
estiramiento, para enlaces O-P-O2) y P-O2)las bandas de estiramiento simétrico se localizan
en 565 cm™? y 604 cm; todas estas bandas estan identificadas con la linea punteada verde.
Ademas, se identifican bandas vibracionales a 668 cm™ y 3570 cm™ que pertenecen al grupo
hidroxilo (OH"), identificadas con la linea punteada roja. En la Tabla 3.5 se muestra informacién
complementaria de la caracterizacion obtenida en los espectros obtenidos, asi como los

grupos funcionales presentes en las muestras de HAp e HAp:Gd.
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Figura 3.4 Espectros de FTIR para las muestras de HAp y HAp:Gd de 1500 cm™ hasta 400
cm™.

Tabla 3.5 Grupos funcionales presentes en las muestras de HAp y HAp:Gd analizados
mediante FTIR.

Asignacion Regiéon (cm 2) Modo vibracional Simbolo
PO;~ 474 Flexion —

O-P-O 565 Estiramiento simétrico v

O-P-O 604 Estiramiento simétrico A

PO}~ 630 Estiramiento ]

PO}~ 964 Estiramiento °

PO;~ 1093 Estiramiento-asimétrico n

O-H 631y 3570 Vibracion o
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3.1.3 Caracterizaciéon por microscopia electrénica de barrido y analisis de
espectroscopia de rayos X de energia dispersiva

A continuacion, en la Figura 3.5 se muestran las micrografias de las muestras de HAp:Gd. Se
observa de manera general aglomerados con forma anhedral conformados por particulas
redondeadas, con una superficie rugosa con forma esponjada. Realizando un analisis de
distribucion de diametros de aglomerados de las zonas marcadas con el recuadro sombreado
en cada una de las micrografias presentadas. Se obtuvieron distribuciones se obtuvieron
mediante el programa de procesamiento digital ImageJ, para la muestra a) se observa que
predominan didmetros con un tamafio alrededor de 220 nm, para la muestra b) y f) predominan
didmetros alrededor de 123 nm, para la muestra ¢) 31 nm, para la muestra d) diAmetros de
124 nm, la muestra e) diametros de 139 nm y por ultimo la muestra g) diametros de 100nm.
Por otra parte, en la Tabla 3.6 los porcentajes elementales calculados para cada muestra y su
relacion Ca/P, los resultados obtenidos para las muestras a) y g) es Ca/P =1.84, para las
muestras e) y f) la relacién Ca/P =1.85 y para las muestras b) la relacion Ca/P =1.73, para c)
la relacién Ca/P =1.87 y para c) la relacion Ca/P =1.90. La HAp con un rango de 1.67 hasta
1.9 presenta baja resistencia mecanica y una baja reabsorcion, beneficiando a diferentes
aplicaciones relacionadas con los sustitutos 6seos otorgando alta bioactividad [94]

favoreciendo la formaciéon de nuevo tejido 6seo.
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Tabla 3.6 Relacién Ca/P obtenidas de MEB-EDS para muestras de HAp:Gd.
Muestra

Ca/P
a) HAp:Gd 0.1%

% atémico por elemento
(0] 52.58%
P 16.48%
Ca 30.40%

1.84
Gd 0.54%

b) HAp:Gd 0.5%

% atémico por elemento
o 55.34%
P 16.28%
Ca 28.22%

1.73
Gd 0.17%

c) HAp:Gd 1%

% atémico por elemento
(0] 53.70%
P 16.04%
Ca 30.05%

1.87
Gd 0.21%

d) HAp:Gd 1.5%

% atémico por elemento
o 54.09
P 15.69
Ca 29.95

1.90
Gd 0.27

e) HAp:Gd 2%

% atémico por elemento
(¢} 56.29
P 15.14
Ca 28.16

1.85
Gd 0.40

f) HAp:Gd 2.5%

% atémico por elemento
(6] 54.11
P 15.94
Ca 29.52

1.85
Gd 0.42

g) HAp:Gd 3%

% atémico por elemento
(o] 52.58
P 16.48
Ca 30.40

1.84
Gd 0.54
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3.1.4 Ensayo de citotoxicidad mediante Alamar blue™ (AB™)

La viabilidad celular se determiné utilizando el ensayo metabdlico celular colorimétrico Alamar
blue™ basado en la fluorescencia de la resazurina. En la Figura 3.6 se presenta una grafica
comparativa con las lecturas obtenidas a 3, 7 y 10 dias. Los valores son representados en
porcentaje (%) con respecto a las células de control. Después de 3 dias se obtuvieron
porcentajes por encima del 80%, siendo la muestra HAp:Gd 3 la de mejor comportamiento con
un 97% de viabilidad celular y la muestra HAp:Gd 0.5 un 74% la de menor viabilidad celular.
Alos 7 dias, se observa la disminucién drastica en los porcentajes de viabilidad celular siendo
la muestra HAp:Gd 0.5 con 54% el porcentaje mas alto y la muestra HAp:Gd 2.5 con 43% de
viabilidad el porcentaje mas bajo. Finalmente, a 10 dias la muestra de HAp:Gd 3 presento el
porcentaje mas alto de viabilidad celular con un 61%, y la muestra con menor viabilidad celular
fue la HAp:Gd 0.5 con un 40%.

De manera general el comportamiento en las muestras a los tres dias con mayor porcentaje
de viabilidad es considerado normal por ser los primeros dias de sembrado de células en el
material, pero a medida que transcurren los dias se puede apreciar niveles bajos de viabilidad
gue no sobrepasan del 80% lo que se considera un material toxico, ya que de acuerdo a lo
establecido en la norma ISO 10993-5:20009 [138] un material es considerado no téxico cuando

el porcentaje de viabilidad es mayor al 80%.
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100%
90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% I
o . ¥

% De viabilidad celular

3 Dias 7 Dias 10 Dias
H Células de control 100% 100% 100%
EHp GdO.1 82% 49% 48%
B Hp Gd 0.5 74% 54% 40%
WHpGd1 78% 53% 53%
HHpGd1.5 92% 44% 48%
EHpGd2 81% 40% 47%
EHpGd2.5 80% 43% 55%
EHpGd3 97% 47% 61%

Figura 3.6 Porcentaje de viabilidad celular para las muestras de HAp:Gd.

3.2 Resultados de 6xido de grafeno (GO)

A continuacion, se presenta la caracterizacion para el GO mediante las técnicas de DRX, FTIR
y MEB-EDS.

3.2.1 Caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX)

En la Figura 3.7 se muestran los difractogramas del precursor grafito (G) y la muestra obtenida
de oOxido de grafeno (GO). Para el grafito (a) se observa un pico principal a 26° en 26
correspondiente al plano (002), el cual se caracteriza por tener una estructura hexagonal
(JCPDS 96-901-1578). Para la muestra de o6xido de grafeno (b) se presenta el pico
caracteristico a 10.42° en 26 correspondiente al plano (001). El cambio de plano cristalogréafico
confirma la oxidacién de las muestras. Adicionalmente, se muestran picos de menor intensidad

(*) para el GO que podria atribuirse a un proceso de reduccion del 6xido de grafeno (rGO).
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Figura 3.7 Espectros de DRX para a) grafito puro y b) 6xido de grafeno.

3.2.2 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 3.8 se presenta en espectro de FTIR para la muestra de GO en donde se identifica
una banda en la regién de 2800-3400 cm™ que corresponde a OH proveniente de los grupos
hidroxilo, también se observa posteriormente una banda a 2300 cm™ correspondiente a los
enlaces formados por CO,, en la regién de 1700 cm™ se aprecia una banda correspondiente
a C=C y en 1600 una banda correspondiente a C=C de grupos alquino, en 1200 cm? se
observa una banda de vibracion de C-O-C del grupo epoxi y finalmente en la region de 1050

cm? se observa la banda de C-O la cual se atribuye a los grupos carboxilo.

InstiGuto de
Ciencias Basicas
e Ingenieria

LA




Capitulo lll. Resultados Pagina | 58

Transmitancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 3.8 Espectros FTIR de la muestra de GO.

3.2.3 Caracterizaciéon por microscopia electrénica de barrido y analisis de
espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (MEB-EDS)

En la Figura 3.9 se presenta la micrografia del precursor grafito, la imagen a) muestra una
particula con un tamafio promedio entre 35-50 um, mientras que en la imagen b) se observa
gue estas particulas estan formadas por una topografia laminar que es caracteristica del

grafito.

XD, BEB 3 e M1 ZEEKUN X138, Beg 1rm M1

Ll
Figura 3.9 Micrografias de MEB-EDS para la muestra de grafito precursor del GO.
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En la Figura 3.10 se muestran las micrografias del GO. En las imagenes a) y b) se presentan
aglomerados formados por laminas de GO con espesores aproximados de 80-100 nm,
mientras que las imagenes c) y d) de los conjuntos de hojas de GO identificando un tamafio
promedio de hojas entre 8 y 10 um obtenidas por exfoliacion.

De acuerdo con la Tabla 3.7 se muestran los porcentajes elementales obtenido para la muestra
de grafito y de GO, donde los elementos predominantes son carbono y oxigeno, los cuales se
esperaban encontrar debido a la naturaleza de las muestras. Se calcul6 la relacion C/0=2.29,

la literatura reporta que por encima de 1.5 se confirma la obtencién de GO [139].

Figura 3.10 Micrografias de aglomerados de GO.
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Tabla 3.7 Relacion C/O obtenidas de MEB-EDS para muestra de GO y G.

Muestra Zona de analisis Ca/P
a) Grafito (G) \
% atémico por elemento T
C 85.24
O 14.75 ,
| =y
20kU | X1@,888 1nn M 9
b) Oxido de
grafeno (GO)
% atémico por elemento
C 68.32 2.29
O 29.79
S 1.55
Cl 0.20
Mn 0.15

3.3 Resultados del sistema compdésito de hidroxiapatita dopada con gadolinio y
reforzado con 6xido de grafeno (HAp:Gd/GO)

El sistema compdsito fue desarrollado a partir de HAp:Gd al 1% mediante el método
hidrotermal, y GO obtenido mediante el método de Hummers modificado. Se establece como
matriz a la HAp:Gd 1% y como reforzante al GO. Se prepararon 5 muestra con diferentes
proporciones las cuales se muestran en la Tabla 3.8, mismas que fueron caracterizadas por

DRX, FTIR y MEB-EDS.

Tabla 3.8 Relaciéon de sistema compdsito HAp:Gd/GO en porcentaje en peso.
Sistema C1l C2 C3 [ | C5

HAp:Gd 99% 98% 97% 96% 95%
0.99¢9 0.98¢g 0.97g 0.96¢g 0.95¢g

GO 1% 2% 3% 1% 5%
0.01g 0.02g 0.03g 0.04g 0.05¢g

3.3.1 Caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX)
A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en DRX correspondientes al sistema
HAp:Gd/GO denominados C1 (1% GO), C2 (2% GO), C3 (3% GO), C4 (4% GO) y C5 (5%

GO). En la Figura 3.11 se muestran los difractogramas correspondientes a cada muestra del
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sistema HAp:Gd, comparados con los difractogramas de sus componentes HAp:Gd 1% y GO
localizados con las letras a) y b) respectivamente y las muestras C1, C2. C3, C4 y C5 se
sefalizan con las letras c), d), e), f) y g) respectivamente. Las fases monoclinica y hexagonal
siguen apareciendo sin experimentar algun cambio o formacion de alguna fase secundaria y
fueron identificados mediante la tarjeta PDF 00-009-0432; para la fase hexagonal que se
representa con un prisma color azul, y la tarjeta PDF 00-064-078 para la fase monoclinica que
se representa con un cubo color rojo. Se identifican los planos y picos descritos en la Tabla
3.1 para lafase hexagonal y en Tabla 3.2 para la fase monoclinica. El plano (002) caracteristico
para el GO no es perceptible, debido al limite de deteccién del equipo utilizado, esto se deduce
ya que el GO se encuentra a bajas concentraciones en la formacion del compdsito. No se

observa cambio alguno en el difractograma que denote la formacion de una nueva fase.

’ : ::'w: :'r"w""":

—C5
C4
—C3
—C2
—2C1
— HAp:Gd 1%
—GO
@ Monoclina
. Hexagonal

5. {002)

Intensidad (u.a.)

10 20 30 40 50 60 70
26 (grados)

Figura 3.11 Patrones de difraccién del compdsito HAp:Gd/GO comparados con el patron de

la HAp:Gd 1%: y GO.
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3.3.1.1 Determinacion de tamafio de cristalito por la ecuacién de Scherrer modificada
para mediante DRX

Para la determinacion de tamafio de cristalito se retoma la ecuacion de Scherrer modificada
(ecuacion 3.1) presentando los resultados en la Tabla 3.9, para el célculo de FWHM se
tomaron en cuenta nueve picos localizados a 25.9°, 31.8°, 32.2°, 32.9°, 34.1°, 39.8°. 46.7°,
49.5° y 53.3° para 26 correspondientes a los planos (00 2), (211),(112),(300),(20 2), (1

30),(222),(213)y (00 4).

Tabla 3.9 Determinacién de tamafio promedio de cristalito mediante la ecuacion de Scherrer
modificada para el sistema composito HAp:Gd/GO.

Datos obtenidos para cada muestra Regresion lineal
C1 =17.8558 nm S res e e
No.  hkl 20 FWHM (B) Ln(1/cos8)  Ln(B) (rad) e R =0.0232
1 [©02)]25.950 0.005 0.088 5.370 i
-48 »
2 [211)]31.852 0.009 0.024 -4.660 P
3 |(112)]32.297 0.006 0.100 5.153 & .o == ®  Ln(®) (rad)
2 g,
4 [(300)|32.938 0.010 0.323 -4.591 = e = LiGar{A(e)
5 |(202)|34.117 0.008 1.521 -4.884 s2 (rad))
6 |(130)]39.836 0.010 0.731 -4.589 53
7 [(222)]46.767 0.008 1.729 -4.824 a4 ©
8 [(213)]49.574 0.008 0.061 -4.804 = Ln(1/c0s8)
9 |[(004)]53.306 0.006 2.982 5.133
—_ -4.5
C2 =17.9464 nm .
No. hkl 26 FWHM (B) Ln(1/cos8) Ln(B) (rad) L] V=":‘-x°‘2:;;:f759
- - = 0.
1 | 002 |25.959| 0.005 0.088 5.370 a7
-4.8
2 | @11) 31852 0.009 0.024 -4.660 = .
3 | @12 |32.297 0.006 0.100 -5.153 B oo e ®  Ln(B)(rad)
4 | (300) [32.938 0.010 0.323 -4.591 S e Lineal (Ln(B)
5 | 202) [34.117 0.008 1.521 -4.884 -2l © {rad))
6 | (130) [39.836 0.010 0.731 -4.589 53
7 | @22 [46.767 0.008 1.729 -4.824 54 le
8 | (213) [49574 0.008 0.061 -4.804 55
Ln(1/cos8)
9 | (0o04) [53.306 0.006 2.982 -5.133
—_ -4.5
C3 _179428 nm a6 © ®, 2 3 4 y=-0.0423x-4.8759
No. hkl 20 FWHM (B) Ln(1/cos8) Ln(B) (rad) ) L L] R*=0.0251
-a.7
1 | 002 [25.925 0.004 0.081 -5.445 e
-4.. -
2 | @11) [31.802 0.009 0.019 -4.679 D .
3 | @12 [32.198 0.006 0.079 -5.168 E ., e ) ®  Ln(e) {rad)
4 | (300) [32.898 0.010 0.304 -4.608 S . ——— ... Lineal (Ln(8)
5 | (202) [34.086 0.007 1.454 -4.903 52 © (rad))
6 | (130) [39.841 0.011 0.735 -4.553 53
7 | @22 [46.723 0.008 1.613 -4.859 54 ®
8 | (213) |49.555 0.008 0.065 -4.871 55
Ln{1/cos8)
9 | (0o4) [53.269 0.005 2.677 5.220
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C4=17.9913 nm
No. hkl 20 FWHM(B) Ln(1/cosd) Ln(B)(rad) s foot 2 2 F =ro0aeiasse
1 [(002)]25.959] 0.005 0.088 -5.391 -az R*=o0.0278
2 [@11)|31.846] 0.009 0.023 -4.687 S .
3 |(@12)[32.206] 0.006 0.100 -5.136 E::': e — e Ln(®) (rad)
4 [(300)[32.939| 0.010 0.323 -4.620 5 AT
5 |(202)|34.118 0.007 1.524 -4.946 s = (rad))
6 |(130)[39.834] 0.010 0.729 -4.587 53
7 |@22)|46.768] 0.008 1.733 -4.834 -sa e
8 |(@13)|40.575) 0.008 0.061 -4.838 5.5 Ln(1/cos6)
9 |(004)[53312] 0.006 3.050 -5.148
C5=17.9733 nm _::: o ®1 2 3 4 v=-0.0423x-4.3604
No. hkl 20 FWHM (B) Ln(1/cosd) Ln(B) (rad) a7 ® e R#=0.0291
1 (002) [25.975 0.005 0.091 -5.390 48 o -
2 | @11) |31.863] 0.009 0.025 -4.685 P —
3 | 12 |32311] 0.006 0.104 5.124 Z ., e © () (rad)
4 | (300) [32.955] 0.010 0.331 -4.623 Sy . Lineal (Ln(8)
5 | @02 [34.142] o0.007 1.580 -4.939 52 B b (rad))
6 (130) [39.850 0.011 0.744 -4.551 53
7 | 222 [46.783] 0.008 1.773 -4.828 oa e
8 (213) [49.593 0.008 0.058 -4.806 55
9 (004) [53.329 0.006 3.247 -5.133 Ln(1/cos8)

En la Figura 3.12 se presenta un gréfico con los tamafios de cristalito obtenidos para los
compositos en donde, comparando el tamafio de cristalito obtenido para la muestra HAp:Gd
1% (L cistalito=17.91 nm), no se aprecia un cambio significativo; esto se debe a que en el

desarrollo de un material compdésito no existe un cambio en el tamafio de cristalito.

Leristalito (NM)

17.9913
17.9733
17.9679
17.9464
17.9428
c1 c2 c3 c4 C5

Figura 3.12 Distribucion de tamafio promedio de cristalito para el sistema compdsito
HAp:Gd/GO.
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3.3.2 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
En la Figura 3.13 se observan los espectros de FTIR de los compositos. En 1200 cm™ se
observa una banda de vibracion de C-O-C del grupo epoxi y finalmente en la regiéon de 1050

cm™ se observa la banda de C-O de los grupos carboxilo.
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1] i — Cl
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" e

I [{}N] COZ

1 11N vC:C
A ﬂllll fﬁ M AC=C
W W \ m=C.0-C
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Figura 3.13 Espectros del sistema compadsito HAp:Gd/GO.

En la Figura 3.14 se localiza el espectro FTIR (en el rango 1500 a 400 cm™) de la muestra de
HAp:Gd (marcado con la linea roja), el cual ha sido incluido para realizar una comparacion con
los espectros correspondientes a los compositos. Para el grupo PO;~ se localizan bandas de
flexion a 474 cm™ y a 630 y 964 cm correspondientes a bandas de estiramiento. Para enlaces
O-P-O2) y P-O2) las bandas de estiramiento simétrico se localizan en 565 y 604 cm™; todas
estas bandas estan identificadas con la linea punteada verde. Ademas, se presentan bandas

LA
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vibracionales a 631, 3436 y 3570 cm™ que pertenecen al grupo hidroxilo (OH"), sefialadas con

la linea punteada azul.
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Figura 3.14 Espectros del sistema compdsito HAp:Gd/GO comparados con el espectro del

HAp:Gd 1%.

En la Tabla 3.10 se presentan los diferentes grupos funcionales presentes en el sistema

composito HAp:Gd/GO identificados en los espectros de FTIR de la figura anterior.

Tabla 3.10 Grupos funcionales presentes en el sistema HAp:Gd/GO.

PO;~ 474 cm? v
O-P-O 565 cmt v
O-P-O 604 cm! v
PO;~ 630 cm? v
PO;~ 964 cmt v
PO;~ 1093 cm? v
O-H 631, 3436y 3570 cm™ v v
c=C 1600 cm™ v
c=C 1700 cmt v
c-0 1600 cm™ v
C-0-C 1200 cmt v
CO2 2300 cmt? v

’ u g° | Insbibuto de ‘
Ciencias Basicas
= e Ingenieria



Capitulo Ill. Resultados Pagina | 66

3.3.3 Caracterizacion por MEB-EDS

A continuacion, en la Figura 3.15 se presentan las micrografias de los sistemas compdsitos
HAp:Gd/GO. En la muestra C1 reforzado al 1% con GO se identifican los aglomerados de
particulas de HAp:Gd, la muestra C2 reforzado al 2% con GO se empiezan a visualizar laminas
delgadas de no mas de dos hojas, pero prevalecen los aglomerados de particulas de HAp:Gd.
En la muestra C3 ya se logra visualizar algunas ldminas de GO recubriendo a los aglomerados
de particulas de HAp:Gd. Para las muestras C4 y C5 se observan con mayor claridad las

laminas de GO, aunque siguen siendo pocas debido al bajo porcentaje de reforzante.

e,

Figura 3.15 MicForafl’as del sistema compésito HAp:Gd/GO.
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En la Tabla 3.11 se muestra el analisis de distribucién de tamafio de aglomerados, que
principalmente esta asociada a la matriz HAp:Gd. La distribucion maxima de aglomerados para
la muestra C1 tiene un tamafio de 199 nm, para las muestras C2, C3 y C4 tienen un tamafio
de distribucion maxima de 255 nm para los aglomerados, finalmente la muestra C5 tiene tienen
un tamafo de distribucion maxima de 172 nm. Este comportamiento esta ligado a la manera
de dispersar los polvos en la formacion del composito.

Tabla 3.11 Distribuciéon promedio de aglomerados del sistema compésito HAp:Gd/GO.
Muestra Distribucion de diametros
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Capitulo IV. Discusiones

En este capitulo se presenta la discusion de los
resultados obtenidos para cada caso de estudio del

sistema composito HAp:Gd/GO.
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4.1 Discusiones

4.1.1 Sintesis de HAp:Gd

Las muestras de HAp:Gd fueron obtenidas por el método de hidrotermal, similar a las
condiciones reportadas por S. Lépez-Ortiz et al. (2020) [140]. Los resultados obtenidos en
DRX son congruentes con los reportado por D. Sanchez-Campos et al.(2021) [96], en donde
demuestran la presencia de las fases monoclinica y hexagonal para la hidroxiapatita, con una
prevalencia para la fase monoclinica de un 95%. En esta investigacion la HAp se dop6 con
gadolinio con el propdsito de mejorar su comportamiento en la biocompatibilidad del material.
La reaccion general se muestra en la ecuacion 3.2:

3GdCl3*6H20 + 6(NH4)2HPO4 + 7Ca(OH)2 — CarGds(PO4)s(OH)2 + 3NHs + 9NH4CI + 15H20 + 30H- ....3.2
En esta ecuacion, los iones de gadolinio (Gd**) reaccionan con los iones fosfato (P03~) y los
iones Gd** sustituyen a los sitios de gran afinidad Ca?* dentro de la estructura, para formar un
compuesto tipo CaioxGdx(PO4)s(OH).. Los iones amonio (NH4") reaccionan con el Cl- para
formar cloruro de amonio (NH4Cl) y moléculas de agua. Se destaca que la ecuacion 3.2 esta
tedricamente balanceada, y los rendimientos y condiciones reales de la reaccion pueden variar
en la practica. Ademas, los productos y subproductos pueden depender de la concentracion y
proporcion de los reactivos, asi como de las condiciones de la reaccién, como la temperatura
y el pH. En el caso especifico para el gadolinio, Yuan et al. (2021) reporta que el dopaje
controlado con Gd®* no cambia la estructura cristalina de la HAp [141]. Si comparamos sus
resultados con los obtenidos en esta investigacion se observa que para el caso de los dopajes
0.1, 0.5y 1% son similares, pero en este caso a partir de los porcentajes 1.5, 2, 2.5y 3% se
observa la formacion de una segunda fase que corresponde a Gd PO4+1.5 H,O asociada con

la tarjeta PDF 21-0337.
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El objetivo principal de establecer condiciones de dopaje hasta el 3% es poder visualizar el

comportamiento en la estructura de la HAp. En el modelo presentado en la Figura 4.1, se

observa dicho comportamiento con respecto al porcentaje del dopante. A mayor porcentaje del

elemento dopante, mas intensos son los picos de la fase secundaria GdPO4¢1.5 H-O.

Concluyendo que la muestra al 1% de gadolinio es el limite de dopaje que no presenta un

cambio en la estructura.
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Figura 4.1 Esquema de crecimiento de HAp dopada con gadolinio.
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Los espectros de FTIR muestran una banda a 3570 cm™ asignada a las vibraciones de
estiramiento del grupo OH", B. Demirel et al. (2021) referencia que de acuerdo con estas
bandas indica ligeros cambios en la conformacion estructural debido a la acomodacion
preferencial de Gd** en la posicion Ca?*[142].

En el analisis de viabilidad celular mediante Alamar blue permite medir la capacidad de las
células para metabolizar compuestos especificos, la reduccion de estos compuestos indica la
presencia de células metabdlicamente activas y viables.

A continuacion, en la Figura 4.2 se presenta un modelo del comportamiento de la viabilidad
celular a 3, 7 y 10 dias de las muestras HAp:Gd a diferentes porcentajes de Gd. Se puede
observar que la muestra HAp:Gd al 0.1, 1.5, 2, 2.5 y 3% muestran una viabilidad mayor al 80%
y de acuerdo a lo establecido en la ISO 10993-5 [138], se consideran materiales no toxicos.
Las mediciones a 7 dias presentan una disminucion considerable de la viabilidad celular por
debajo del 54%, para todos los casos. Las muestras a 7 y 10 dias tienen un comportamiento
similar resultando un material téxico para las células, es decir, debido a que existe una
disminucién en la capacidad celular que reduce el nimero de células viables. Sin embargo,
también se observa que a mayor porcentaje de Gd en la HAp se ve favorecida la viabilidad
celular.

Los resultados pueden variar dependiendo de diferentes factores como las condiciones de

cultivo, el tipo de células y el medio fisiologico al que se expone.
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VIABILIDAD CELULAR
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Figura 4.2 Modelo del comportamiento de viabilidad celular para las muestras de HAp:Gd
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4.1.2 Sintesis de GO

La obtencién del 6xido de grafeno se realizé siguiendo los principios establecidos por D.
Sanchez-Campos et al. (2020) [139], en donde se modifico el porcentaje de las soluciones de
perdxido de hidrogeno y acido clorhidrico, reportadas en un 10% y modificadas a un 15%.
Los resultados obtenidos en DRX y FTIR son comparables al trabajo reportado por el autor
antes mencionado. En la Tabla 4.1 se presentan las propiedades morfoldgicas y estructurales
de 6xido de grafeno y de su precursor el grafito. La relacion C/O se relaciona con la formacién

del GO, si esta esta por encima de 1.5 [139].

Tabla 4.1 Propiedades morfoldgicas y estructurales del grafito y el GO.

Muestra Grafito v Oxido de grafeno

Morfologia

Aglomerados formados por Aglomerados formados por nimero menor

estructuras laminares planares de ldminas con formas curveadas.
Relacion C/O 2.29
DRX 26°en 20 10.42°en 26

(002 (001
FTIR c=C OH, O-H, C-H, C=0, C=C, C-0O, C-0-C

4.1.3 Desarrollo de sistema compdsito HAp:Gd/GO

La obtencion del sistema compésito entre la HAp:Gd 1% (matriz) y el GO (reforzante), se
realiz6 mediante el estudio previo del dopaje de la HAp, seleccionando al 1% de Gd.
Posteriormente se plantearon las composiciones, parta poder establecer un modelo. Se
propusieron cinco composiciones las cuales no rebasaron el 5% en peso por parte del
reforzante, ya que a estas concentraciones se reportan las aplicaciones biomédicas [129]. Se
proyecta continuar con el estudio del sistema mediante pruebas que permitan conocer su

potencial aplicacion como biomaterial y establecer la mejor condicion.
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Conclusiones

En la presente investigacion se obtuvo el sistema compdésito HAp:Gd/GO, estableciendo
porcentajes tanto para el elemento dopante como para la composicion de la matriz y el
reforzante. De los resultados del trabajo experimental y analisis de resultados se llega a las
siguientes conclusiones:

e Se sintetizO HAp:Gd por el método hidrotermal estableciendo siete condiciones de
dopaje (0.1, 0.5. 1, 1.5, 2, 2.5 y 3 %), identificando por DRX la fase monoclinica y
hexagonal, asi mismo la presencia de una segunda fase correspondiente a GdPO4+1.5
H-0O, también se calculé por la ecuacién de Scherrer modificada el tamafio de cristalito
promedio.

e Losresultados permitieron elegir el porcentaje del dopante, usando el 1% Gd en la HAp
al no presentar cambio en su estructura.

e Se evalub la citotoxicidad de la HAp:Gd mediante el ensayo metabdlico AB™,
estableciendo que las muestras con mayor porcentaje de gadolinio, muestra una mejor
respuesta de viabilidad celular.

e Se realiz6 la sintesis del GO mediante el método de Hummers modificado a partir de
grafito puro, la obtencion del GO se comprob6é mediante resultados de DRX.

e Se obtuvo el sistema compdésito entre la matriz HAp:Gd 1% vy el reforzante GO por
dispersion de polvos, mediante DRX y FTIR se confirmé la formacion del compésito al
no observarse la presencia de alguna fase secundaria o interaccidon quimica entre
ambos componentes.

Finalmente, como trabajo a futuro se evaluara la viabilidad celular del sistema compdsito
HAp:Gd/GO mediante un ensayo metabdlico AB™ y algunas pruebas antibacterianas que

permitiran conocer su potencial aplicacion como biomaterial.
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impartido dentro de la tercera edicion de la Escuela Virtual
Caracterizacion de Materiales 2023 organizada por la Sociedad
Mexicana de Materiales, con una duracion de 9 hrs.
Atentamente

L

¥
Dr. Jesus Gonzalez Hernandez
Presidente de la Sociedad Mexicanade Materiales 2023-2024
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P2. Participaciones en congresos

2.1 Primer Congreso Estatal de Investigacién en Ciencias de los Materiales
Reconocimiento por presentar el trabajo "EVALUACION OPTIMA DE DOPAJE DE
NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA DOPADA CONGADOLINIO" — 2022

La Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo a través del Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

Yaneli Reséndiz Trejo

Por su participacion en el concurso de carteles cientificos presentando el trabajo “Evaluacion éptima de dopaje de
nanoparticulas de hidroxiapatita dopada con gadolinio” en el marco de actividades del Primer Congreso Estatal de
investigacion en Ciencias de los Materiales, compartiendo autoria con “S. Lopez Ortiz, M. |. Reyes Valderrama,
D. Mendoza Anaya, V. Rodriguez Lugo”, efectuado de manera virtual y organizado por el Capitulo Estudiantil
UAEH — SMMater durante los dias 16 y 17 de mayo de 2022

Mineral de la Reforma, Hgo., a 17 de mayo de 2022

Atentamente
Amor, Orden y Progreso

Lhix ok
U atiiea ‘M
do Dra. C

Dr. Ofilio Acevedo Sandoval Dr. Félix Sanchez de Jests M
A Director del Instituto de  Jefe del Area Académica de amore Zambrano Robledo
N Ciencias Bésicas e Ciencias de la Tierra y Presidente lo Presidenta de la Sociedad
Ingenieria Materiales Estudiantil UAEH - SMMater Mexicana de Materiales

CBI

2.2 VI Seminario Regional de Materiales Avanzados, UAEH
Reconocimiento por presentar el trabajo “SINTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION
DE NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA DOPADACON GADOLINIO”-2022

LAH | &ycei

otorgan el presente

Reconocimiento

a

Yaneli Reséndiz Trejo

de Materiales Avanzados

Seminario Regional

Por la presentacion en poster de manera oral “Sintesis, caracterizacion y evaluacion de
nanoparticulas de hidroxiapatita dopada con gadolinio”, cuya autoria se comparte con: S.
Lopez Ortiz, M. |. Reyes Valderrama, D. Mendoza Anaya y V. Rodriguez Lugo, misma que
se efectué de manera virtual, durante el VI Seminario Regional de Materiales Avanzados,
organizado por el Cuerpo Académico de Materiales Avanzados perteneciente al Area
Académica de Ciencias de la Tierra y Materiales del 5 al 7 de octubre de 2022.

-~
L ‘Losm:

Mineral de la Reforma, Hgo., a 7 de octubre de 2022.

Atentamente
“Amor, Orden y Progreso”

Dr. Otlio Arturo Acevedo Sandoval Or. Ventura Rodriguez Lugo Or. Félix Sanchez De Jesis
Director del Instituto de Clencias. Lider del Cuerpo Académico de Jefe de Area Académica de
Basicas e Ingenieria Materiales Avanzados Ciencias de la Tierra y Materiales

dEULD
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2.3 XXX International Materials Research Congress and International Conference on

Advanced Materials
Reconocimiento por presentar el trabajo "SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF

GADOLINIUM-DOPED HYDROXYAPATITE NANOPARTICLES" — 2022

&

e

=4+’ | Sociedad Mexicana
a=as | de Materiales A.C.

August 2022

TO WHOM IT MAY CONCERN
Present

This is to certify that Yaneli Resendiz, Susana Lopez Ortiz, Maria Isabel Reyes
Valderrama, Salvador Ivan Gardufio, Demetrio Mendoza Anaya, Ventura Rodriguez
Lugo presented the contribution: SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF
GADOLINIUM- DOPED HYDROXYAPATITE NANOPARTICLES as Poster modality, in the
D7. Structural and Chemical Characterization of Metals and Alloys Symposium at the
XXX International Materials Research Congress and International Conference on
Advanced Materials held in Cancun, Mexico from August 14th to 19th, 2022.

Sincerely,

Patricia del Carmen Zambrano Robledo
President

SD7-PO6L
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2.4 Segundo Congreso Estatal de Investigaciéon en Ciencias de los Materiales
Reconocimiento por presentar el trabajo "EVALUACION CITOTOXICA DE HIDROXIAPATITA
DOPADA CON GADOLINIO A DIFERENTES PORCENTAJES" — 2023

L" l H®

La Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo a través del Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

Yaneli Reséndiz Trejo

Por su destacada participacion en el concurso de carteles cientificos presentando el trabajo titulado “Evaluacién citotdxica
de hidroxiapatita dopada con gadolinio a diferentes porcentajes” dentro del marco de actividades del Segundo Congreso
Estatal de investigacion en Ciencias de los Materiales, compartiendo autoria con “Maria Isabel Reyes Valderrama
Demetrio Mendoza Anaya y Ventura Rodriguez Lugo”, efectuado de manera virtual y organizado por el Capitulo
Estudiantil UAEH — SMMater durante los dfas 20 y 21 de abril de 2023

Mineral de la Reforma, Hgo., a 21 de abril de 2023

Atentamente
Amor, Orden y Progreso’

\ A
e 2 o i
- : £ ™ 7T
Dr. Otilio Acevedo Sandoval Dr. Félix Sanchez de Jesus Ing. Brayan Javier Dr. JesusiGonzalez

S Director del Instituto de Jefe del Area Académica de Lorenzano Hemandez Hernandez
A\ Ciencias Basicas e Ciencias de la Tierra y Presidente del Capitulo Presidente de la Sociedad
Ingenieria Materiales Estudiantil UAEH - SMMater ~ Mexicana de Materiales
ikICBI
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P3. Difusioén cientifica

3.1 Reconocimiento como organizadora, en el VI Seminario Regional de Materiales
Avanzados
Participando en las actividades de organizadores del 5 al 7 de octubre de 2022, bajo la

instruccién del Cuerpo Académico de Materiales Avanzados — 2022

LAH | Qicsi

otorgan el presente

las fronteras”

Reconocimiento

ala

Ing. Yaneli Reséndiz Trejo

de Materiales Avanzados

“Los mate
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Por su participacion como organizadora, en las actividades realizadas durante el VI
Seminario Regional de Materiales Avanzados, organizado por el Cuerpo Académico de
Materiales Avanzados perteneciente al Area Académica de Ciencias de la Tierra y
Materiales del 5 al 7 de octubre de 2022.

—

€
Eﬂ
ool

Mineral de la Reforma, Hgo., a 7 de octubre de 2022.

Atentamente
“Amor, Orden y Progreso”

@ " —

Dr. Otilio Arturo Acevedo Sandoval Dr. Ventura Rodriguez Lugo Dr. Félix Sanchez De JesUs
Director del Instituto de Ciencias Lider del Cuerpo Académico de Jefe de Area Académica de
Basicas e Ingenieria Materiales Avanzados Ciencias de la Tierra y Materiales

Q==

ﬁCBI Namero de control: ICBI-D/R1616/2022
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3.2 Participacion en el programa de divulgaciéon del P.E. Licenciatura en Ingenieria de
Materiales.

Impartiendo una charla con una charla en la Escuela Preparatoria Namero 6 — 2023

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
Direccion General de Comunicacion Social

Direccién de Divulgacién de la Ciencia

A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE

Por medio de la presente hacemos de su conocimiento que la .M. Yaneli Reséndiz
Trejo, egresada de la Licenciatura en Ingenieria de Materiales y actualmente estudiante de
la Maestria en Ciencias de los Materiales, en el Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria
(ICBI) de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH), participd en el programa
de divulgacion del programa educativo Licenciatura en Ingenieria de Materiales que ofrece
esta casa de estudios con una charla en la Escuela Preparatoria Nimero 6, ubicada en
Tlaxcoapan. La actividad se llevd a cabo el lunes 13 de febrero del afio en curso.

Sin otro particular por el momento, se extiende la presente para los fines que a la
interesada convengan.

ATENTAMENTE
“AMOR, ORDEN Y PROGRESO”
Pachuca, Hgo., 15 de febrero de 2023

Mtra. Elsa Angeles
Directora de Divulgacion de la Ciencia

c.c.p. Archivo

Torres de Rectoria 4° piso

Carretera Pachuca-Actopan, km 4.5

Col. Campo de Tiro

Pachuca, Hidalgo, México; C. P. 42039

Teléfono: 52 (771) 71 720 00 Ext. 5644
90075, ,e‘m"*’a divulgacion_ciencia@uaeh.edu.mx

gy

By A S g
/4 Yo, N e, 5
4 ol ean? www.uaeh.edu.mx
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3.3 Constancia de participacion en la presentacion de proyectos de investigacion
Exponiendo proyectos desarrollados en el Cuerpo Académico de Materiales Avanzados dentro

del Parque Cientifico y Tecnologico de la UAEH - 2023

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
Parque Cientifico y Tecnol6gico

Santa Catarina, San Agustin Tlaxiaca, Hgo., a 29 de mayo del 2023

Nimero de control: PCyT-UAEH/180/2023
Asunto: Constancia participacion en la presentacién de proyectos de investigacion

A QUIEN CORRESPONDA:

Por este medio se hace constar que la Ing. Yaneli Reséndiz Trejo, participé en la presentacién de los
proyectos de investigacion desarrollados dentro del Cuerpo Académico de Materiales Avanzados, para las
diferentes visitas del sector estudiantil e industrial, realizadas en el Parque Cientifico y Tecnolégico,
durante el semestre enero-junio del afio 2023.

Se extiende la presente para los fines y efectos a los que haya lugar.

ATENTAM

“AMOR, ORDEN Y PRO!

Ing. Maria
Directora del Parque

rfvel Solis Barrera
ientifico y Tecnolégico

Blvd. Ciudad del Conocimienta Mza 15 late 2
Santa Catanina, San Agustin Tlaxiaca, Hid ilgo
Mdxico, CP 42162

Teléfono: (771) 71 72000 axt

Ao i St 4520,4521,4522 4523 y 4524
womo s TH[;":"— E :-V'*" :.47 Y peyt@uach edums
EANKINGS [ L ] 4 v e

- S \7 “ueal "tn-j

www,uaeh.edu.mx
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3.4 Reconocimiento como organizadora en el Segundo Congreso Estatal de
Investigacidon en Ciencias de los Materiales

Desempefiando el cargo de vicepresidenta de capitulo estudiantil UAEH-SMMater.

LAH

Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo

La Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo a través del Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

ala

Ing. Yaneli Reséndiz Trejo

Por su participacion como Vicepresidenta del Segundo Congreso Estatal de investigacion en Ciencias de los Materiales
efectuado de manera virtual y organizado por el Capitulo Estudiantil UAEH — SMMater durante los dias 20 y 21 de abril de
2023

Mineral de la Reforma, Hgo., a 21 de abril de 2023.

Atentamente
“Amor, Orden y Progreso”

Dr. Otilio Acevedo Sandoval Dr. Félix Sanchez de Jesus Ing. Brayan Javier Dr. Jesus k{nza\ez
Director del Instituto de Jefe del Area Académica de Lorenzano Hernandez Hernandez
Ciencias Basicas e Ciencias de la Tierra y Presidente del Capitulo Presidente de la Sociedad
Ingenieria Materiales Estudiantil UAEH - SMMater Mexicana de Materiales
aicel
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P4. Premios

4.1 Primer lugar, con la presentacién del cartel “Sintesis, caracterizacion y evaluacion
de nanoparticulas dehidroxiapatita dopada con gadolinio”
Sexto Seminario Regional de Materiales Avanzados, UAEH -2022

LAH | Qicsi

otorgan el presente

de las fronteras”

7 de octubre 2022

Reconocimiento

a

Yaneli Reséndiz Trejo

de Materiales Avanzados

“Los material
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Por haber obtenido el primer lugar, con la presentacion del cartel “Sintesis,
caracterizacion y evaluacion de nanoparticulas de hidroxiapatita dopada con
gadolinio” cuyos autores son: Y. Reséndiz Trejo, S. Lépez Ortiz, M. |. Reyes Valderrama,
D. Mendoza Anaya y V. Rodriguez Lugo, presentado el 6 de octubre 2022, durante el VI
Seminario Regional de Materiales Avanzados, organizado por el Cuerpo Académico de
Materiales Avanzados perteneciente al Area Académica de Ciencias de la Tierra y
Materiales.

Mineral de la Reforma, Hgo., a 7 de octubre de 2022.

] Atentamente
\ “Amor, Orden,y Progreso” _

Dr. Otilio Arturo Acevedo Sandoval Dr. Ventura Rodriguez Lugo Dr. Félix Sanchez De JesUs
Director del Instituto de Ciencias Lider del Cuerpo Académico de Jefe de Area Académica de
. Basicas e Ingenieria Materiales Avanzados Ciencias de la Tierra y Materiales
S\
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