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1 Introduccion.

1.1 Sistema 0seo: el esqueleto humano.

Figura 1.1 - El esqueleto humano ™.

El esqueleto humano esta conformado de 206 huesos que se agrupan
en el esqueleto axial, que esta formado por 80 huesos de la cabeza, cuello
y tronco, y el esqueleto apendicular formado por 126 huesos de las

extremidades, la cintura escapular y la pelviana.

El esqueleto es una estructura dinamica y cumple con diversas

funciones, tales como:

e Sostén: los huesos son el soporte de los tejidos blandos, y el punto de

apoyo de la mayoria de los musculos esqueléticos.

e Proteccion: los huesos protegen a los érganos internos, por ejemplo,

el craneo protege al encéfalo, la caja toracica, al corazon y los pulmones.

e Homeostasis de minerales: el tejido 6seo almacena calcio y fosforo

para dar resistencia a los huesos, y libera estos minerales a la sangre para



mantener en equilibrio su concentracion.

e Produccidn de células sanguineas: en la médula 6sea se produce la

hematopoyesis para producir glébulos rojos, blancos y plaquetas?.

En resumen, el sistema 0seo es la razén por la cual nos es posible
caminar y realizar la mayoria de nuestras tareas dia a dia. Es importante
sefialar que, durante la infancia y la adolescencia, el cuerpo genera tejido
O6seo mas rapido de lo que lo elimina. Después de los 20 afios de edad, el
sistema 6seo puede perder huesos mas rapido de lo que los produce. Por
lo cual se pueden presentar una gran cantidad de problemas en los huesos,
tales como, la baja densidad 6sea y la osteoporosis lo que contribuye a la
debilitacion de los huesos y el aumento de las probabilidades de fracturas,
la osteogénesis imperfecta (que hace que los huesos sean fragiles y
quebradizos), la enfermedad de Paget en el hueso que los debilita, asi como

también se puede desarrollar cancer e infecciones?.

Siendo tan numerosos los problemas que se pueden presentar en los
huesos, y ya que el tener un sistema 0seo débil disminuye
considerablemente la calidad de vida, se han dedicado una gran cantidad
de recursos en diversas areas de la investigacion médica a encontrar
solucidn a las distintas anomalias que se presentan en los huesos. Aunque
aun son muchos los problemas que no son entendidos, otros tantos se han
ido tratando por medio de injertos de hueso. Lo interesante y la mayor
problematica de este tratamiento, es que para poder crear un buen injerto
es necesario conocer la estructura del hueso y el cobmo reacciona el cuerpo

humano a diferentes materiales.



1.2 Estructura del hueso.

El término “hueso” se refiere a una familia de materiales, cada uno con
un disefio estructural un poco diferente, pero todos estan construidos con

un blogue basico formado de una fibra mineralizada: el colageno®.

El hueso es el mayor tejido mineralizado del cuerpo humano. Siendo el
60 - 70 % de su peso fosfato de calcio, entre 20 - 30 % de su peso una
matriz organica y un 10 % agua®. El hueso es un nanocompuesto con
propiedades mecanicas Unicas, las cuales estan determinadas por su
composicion quimica y la organizacion de su estructura. En su articulo
Weiner y Wagner® hablan detalladamente de la estructura jerarquica, la cual

dividen en siete niveles diferentes.

En grandes rasgos Weiner y Wagner nos dicen que; el primer nivel es el
de los componentes mayores; las fibras de colageno mineralizadas como
el segundo nivel; el arreglo de estas fibras es el tercero; en el cuarto se
tiene patrones de estos arreglos; las osteonas en el quinto; el hueso
esponjoso y compacto como el sexto; y el dltimo nivel, lo conforma el hueso
completo (Figura 1.2). De esta estructura la matriz organica esta formada

por mas del 90% de fibrillas de colageno-l organizadas en laminas.

El resto de los componentes organicos son principalmente
glucoproteinas como la osteonectina, proteinas ricas en acido g-
carboxiglutdmico como la osteocalcina, y proteoglucanos de condroitin y
queratan-sulfato (moléculas ricas en grupos acidos con gran tendencia a
asociarse entre si, capaces de unirse al calcio, y desempefiar un papel

importante en el proceso de mineralizacion de la matriz 6sea)®.

El hueso tiene ademas sales minerales inorganicas depositadas en el
osteoide, que le dan al tejido su rigidez y dureza. Las mas abundantes de
estas sales son el fosfato de calcio amorfo y cristales de hidréxidos de calcio

y fosfato, llamadas hidroxiapatita (HAp)®.



Nivel 2: Fibrillas de Colageno
Mineralizadas

Nivel 1: Componentes Mayores

Figura 1.2: Jerarquia en la estructura del Hueso por Wagner y Weiner. Nivel 1: Cristales aislados del hueso
humano (lado izquierdo) y parte de una fibra de coladgeno desmineralizado de un tendén de pavo observado en
hielo con TEM (lado derecho). Nivel 2: Micrografia de TEM de una fibra de colageno mineralizado de un tendén
de pavo. Nivel 3: Micrografia TEM de una seccion delgada de un tenddn mineralizado de pavo. Nivel 4: Cuatro
patrones de arreglos fibrales encontrados en la familia de materiales del hueso. Nivel 5. Micrografia SEM de
osteonas del hueso humano. Nivel 6: Micrografia de luz de una seccién fracturada a través de un fémur humano
fosilizado (cerca de 5500 afios). Nivel 7: Un hueso bobino entero (escalalOcm) *.

La hidroxiapatita en los tejidos mineralizados es de gran importancia, ya
gue se ha demostrado® que es un material biocompatible, con diferentes
aplicaciones biomédicas, por ejemplo, en odontologia, en cirugia
maxilofacial, y en ortopedia. La hidroxiapatita se considera como el cristal
principal de los huesos y dientes, ya que ésta les confiere de su dureza
caracteristica, y acompafiada del colageno, los huesos adquieren cierta

elasticidad.

La hidroxiapatita ha sido ampliamente utilizada para injertos de hueso
para tratar diferentes tipos de problemas en las personas. Como es el caso



de estudios conducidos por Rudolph Geesing et al.”, donde se demuestra
gue un compuesto de titanio recubierto con HAp para un reemplazo total de
cadera llega a tener muy buenos resultados.

En capitulos siguientes se estudiara mas a fondo la hidroxiapatita, ya
que, para los injertos de hueso se deben considerar diferentes tipos; hueso
autdlogo; hueso homélogo; hueso heterdlogo; asi como materiales de

relleno como ceramicas y resinas.

Actualmente el “patron oro” es el injerto de hueso de la persona. A este tipo
de injerto se le denomina hueso aut6logo. Los injertos 6seos de individuos de
la misma especie se denominan huesos homélogos, e injertos de otra
especie como huesos heterdlogos. Todos estos materiales presentan sus
ventajas y desventajas®. Cada material tiene ademas diferentes

propiedades, tales como:

e Osteogénesis: la cual permite la sintesis de hueso nuevo a partir de

células derivadas del injerto o del huésped.

e Osteoinducciéon: proceso por el que las células madre
mesenquimatosas son conectadas en las zonas receptoras y a sus

alrededores para formar condroblastos y osteoblastos.

e Osteoconduccién: proceso en el que se forma un crecimiento
tridimensional de capilares, tejido perivascular y células madre
mesenquimatosas, desde la zona receptora del huésped hacia el
injerto. Este andamiaje permite la formacion de hueso nuevo mediante
un patron previsible, determinado por la biologia del injerto y el entorno

mecanico de la interfaz huésped-injerto.

De manera ideal un injerto 6seo debe tener estas tres propiedades,
ademas de ser biocompatible y proporcionar estabilidad biomecéanica. En el
cuadro 1.1 podemos ver algunas de las ventajas y desventajas que tiene

estos diferentes materiales dentro del a&rea médica.
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Ahora que ya conocemos los diferentes tipos de materiales utilizados y
algunas de sus propiedades para el desarrollo de estos materiales, también
se debe de conocer el ambiente en el cual seran colocados, ya que
dependiendo del sitio de colocacién y el tipo de injerto utilizado, la recepcion
varia en tiempo, esta generalmente se divide en tres fases: La fase
temprana que dura de una a tres semanas, la fase intermedia de 4 a 5

semanas y la fase tardia que dura de 6 a 10 semanas®.

Cada una corresponde a un desarrollo diferente en el mecanismo tan
complejo que es el de sustituir un hueso. Para aclarar un poco, pero sin
adentrarnos mucho en el tema, ya que se sale del propdésito de esta tesis,
en la fase temprana se produce la osificacion membranosa, en la fase
intermedia se incorpora y remodela el injerto y, en la fase tardia es donde

se forma la mayor cantidad de médula 6sea (Ver Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1: Ventajas y desventajas de los
diferentes materiales usados para injertos de huesos.

Materiales Ventajas Desventajas

Econdmico.

Material No antigénico.

Autélogo No transmite enfermedades.
Osteoinduccién.

Limitada disponibilidad.
Morbilidad areas donadoras.
No se puede almacenar.

Gran disponibilidad. Puede transmitir

Material Almacenable enfermedades.
a gna . Proceso de elaboracion
Homélogo Osteoinduccion leve.
costoso
Osteoconductor.

Posee poder antigénico.

Elaboracién industrial. Posible transicion del virus

Material Osteoconductor por Efosgglsr;_ggrélaboracién
Heterblogo excelencia.
costos.

Nula reaccion inflamatoria. No posee osteoinduccion.

No transmite enfermedades.

Osteoconduccion. No posee osteoinduccion.
Material Disponibilidad ilimitada. Posible reaccion de cuerpo
Aloplastico Facil manejo. extrafio.
Alto nivel de calidad. Costo elevado.

Almacenamiento sencillo.

11



1.3 Materiales para injertos 0seos.
1.3.1 Materiales autdlogos.

Ya se habl6 de los diferentes tipos de materiales que se pueden utilizar
para los injertos de hueso, en esta seccién se hablara de los materiales
autélogos también llamados como materiales de autoinjerto 6seo. Para
realizar un trasplante de hueso este es tomado de una zona anatdmica a
otra en la misma persona. Como ejemplo, tomaremos una reconstruccion
nasal, en la cual el tejido autélogo es la norma de oro. Su biocompatibilidad
no se ha podido superar por ser de la misma persona asi que por lo mismo

tiene menor riesgo de infeccion y exposicion.

El material autélogo utilizado para reconstruccion nasal incluye cartilago,
hueso y tejido blanco. Para este tipo de procedimientos el cartilago se
obtiene comunmente del septum nasal, concha auricular y costilla. La
desventaja de este material es la morbilidad del sitio donador, con tiempo
quirargico adicional y mayores riesgos!®. Ademas de que su disponibilidad
es limitada, ya que si se quisiera preparar injertos grandes con este tipo de

material lesionaria en gran medida al paciente.

Debido a este problema surgido la necesidad de desarrollar nuevos

métodos, como por ejemplo el realizado por Noriyuki Yamamoto!!, en el
que sugiere recolectar tejido 6seo por aspiracion y cultivarlo en un medio
con 10 % de suero autélogo y 10 % de suero fetal bovino. Este trabajo
segun reporta le resulto satisfactorio para los 10 de los 10 pacientes que
estudid, creciendo positivamente el material necesario para una
reconstrucciéon mayor sin necesidad de usar la cantidad que con

anterioridad provocaba estragos considerables en los pacientes.

Aun asi, lo ideal para un implante seria que fuera; biologicamente inerte;
similar al tejido en su textura y consistencia; de facil implantacién; modelado
a la forma deseada; poseyera minima morbilidad; no téxico; minimamente
visible después de su colocacion; y econdmico. Lo cual, hasta la fecha no

ha podido ser desarrollado. Y aunque el método propuesto por Yamamoto
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utiliza una menor cantidad de tejido Oseo, sigue teniendo efectos
secundarios sobre la zona extraida, esto continta impulsando la busqueda

de alternativas.

1.3.2 Materiales homoélogos.

En México se cuenta desde septiembre de 2000 con el Banco de Huesos
y Tejidos del Servicio de Traumatologia y Ortopedia del Hospital
Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzales", de la Universidad Autbnoma
de Nuevo Lebn (UANL), el cual ha proporcionado ya mas de 4,200 tejidos,
y que han sido utilizados en mas de 2000 procedimientos quirdrgicos. De
los cuales el 67% han sido realizados por cirujanos ortopedistas, utilizando

mayormente el hueso??.

La necesidad de contar con este banco de huesos surgio debido al
incremento en la demanda de este material donante y a los problemas
asociados a los materiales autdlogos, tales como la morbilidad en el sitio
operado del paciente, asi como por la necesidad de una suficiente cantidad

de material para cubrir multiples defectos.

Actualmente existen tres tipos de huesos homodlogos utilizados
clinicamente: el hueso homodlogo mineralizado, el alégeno secado, el
congelado y el desmineralizado (descalcificado). Entre ellos el usado
rutinariamente es el mineralizado, y tanto el hueso iliaco esponjoso

congelado y la médula son usados esporadicamente 13,

Los materiales homologos tienen la ventaja de que su procedimiento de
implantacién es menos traumatico, requiere de menor tiempo quirdrgico,
ademas de que tiene una recuperacion funcional y laboral mas rapida. Las
desventajas de este tipo de materiales es que tienen mucho mayor costo, y
debido a que vienen de otras personas, estos tienen la posibilidad de
transmision de enfermedades, la incorporacion es mas lenta, ademas de la

irradiacion que disminuye la resistencia de los injertos 4.
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1.3.3 Materiales aloplasticos.

Los materiales aloplasticos son polimeros sintéticos biocompatibles
desarrollados para ser utilizados en cirugia. Por mencionar un ejemplo, en
los dltimos afios se ha introducido su uso en las rinoplastias, pero este tipo
de materiales han sido utilizados en procedimientos quirdrgicos desde
1930%°.

Los materiales aloplasticos tienen la ventaja de acortar los tiempos de
reconstruccion, su disponibilidad es casi ilimitada y con sus propiedades
pueden ser especificamente diseflados. Dentro de sus desventajas se
encuentran el riesgo de incompatibilidad, incluso afios después de la
cirugia, riesgo de infeccion, migracion y la posibilidad de cambios en sus
propiedades fisicas luego de su colocacion. Entre los materiales

aloplasticos mas utilizados estan el silicén y las ceramicas?®.

Uno de los implantes nasales mas comunmente usados en los ultimos
40 afios, ha sido el silicon. El silicon esta compuesto por subunidades
repetidas de dimetilsiloxano, puede producirse en forma sdlida o liquida, y
se ha utilizado para aumento del dorso nasal, punta nasal, etc. Sus
propiedades no porosas reducen la probabilidad de infeccion bacteriana
dentro del implante, pero evitan la estabilizacion del implante por falta de

crecimiento de tejido circundante en su interior.

Para que se permita la vascularizacion y provea un area de adherencia a
las células osteogénicas, los materiales osteoconductivos deben tener
porosidades, con tamarfio del poro 6ptimo entre 100 y 500um 8Y 1% Esta es
una de las razones principales por las que el silicon no es el 6ptimo, y en
conjunto con las anteriores desventajas es que se busca utilizar otro tipos
de materiales como los compuestos de fosfato y calcio, entre ellos uno de

los fundamentales para la realizacion de esta tesis: la hidroxiapatita.
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2 Hidroxiapatita.

2.1 Metas y propositos de la tesis.

En el capitulo anterior se dio a conocer la estructura del hueso, los
diferentes niveles de jerarquia que existen en su formacion y los diferentes
materiales que lo forman, entre ellos: el colageno, el calcio, agua y otros
mas. Debido a la gran demanda y a la escasez que existe de recursos, es
necesario buscar diferentes maneras de obtener compuestos que se
asemejen lo mas posible al hueso. Por lo que uno de los propdésitos de esta
tesis es el de proponer un material para su posible uso en proétesis, e incluso

en estructuras mas fuertes.

La manera en que la naturaleza crea las partes duras en los seres vivos
ha sido un tema fascinante por mucho tiempo. Uno de los aspectos mas
interesantes, es que estas formas tan complejas, y tan duras de los seres
vivos estan formadas por superficies senoidales, las cuales no nos permiten
reconocer a primera vista la geometria dictada, y tan caracteristica, de la
fase cristalografica de los minerales. En los cristales abioticos clasicos su

forma cristalina final se define por el arreglo de sus atomos en su estructura.

Los primeros trabajos a finales del siglo 19 por Pieter Harting fueron
dedicados a conocer la manera en que la naturaleza crea estas formas tan
increibles. No tardaron mucho en darse cuenta de que la formacién de estas
estructuras funcionales tan complejas esta intimamente relacionada con las
interacciones de la materia organica con la inorganica. Sus hallazgos fueron
basados en la precipitacion de las llamadas “calcosferitas”, las cuales
semejan a ciertos biominerales y se logran combinando sales inorganicas

con material biolégico '’ (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Dibujo a mano de Harting demostrando la compleja morfologia y microestructura de
materiales biolégicos inorgénicos (P.Q. Harting. J. Microsc. Sci, 12:118-122, 1872.).

Figura 2.2: SEM de una hoja de coccolita (cocoesfera) la cual envuelve cada célula de
Pleurochyrsis carterae (izquierda) y Emiliana huxleyi (derecha) (P.Q. Harting. J. Microsc. Sci,
12:118-122, 1872.)'"

Con esas bases, se realizaron numerosas investigaciones para develar
los principios del disefio de ciertos tipos de biominerales (figura 2.2) y, a su

vez, esclarecer los detalles del mecanismo de formacién de tan elaborados
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compuestos organicos-inorganicos?'’.

Los biominerales estan en todas partes, si miramos a nuestro alrededor,
podemos vernos rodeados de ellos en una infinidad de formas. Ya sea como
corales, colinas de hormigas, en las cuevas, las conchas de los moluscos,
rocas hasta incluso en los dientes y huesos. Con tan basta cantidad de
formas, tan interesante tema no podia pasar desapercibido en el mundo
cientifico, tan es asi que, durante los Ultimos afios, este tipo de
bioestructuras ha motivado la investigacion y el desarrollo de estos
materiales. Por ejemplo, una de las aplicaciones mas importantes que ha
surgido del estudio de la biomineralizaciéon est4d en el tratamiento de

patologias médicas o heridas en tejidos calcificados.

Hasta ahora, la mayoria de las propiedades superficiales de los implantes
tienen un papel fundamental en el arreglo del tejido 6seo, afectando asi la
duracién de su funcionamiento!®. Sin embargo, los implantes de material
artificial colocados en defectos 6seos son normalmente encapsulados por
un tejido fibroso, aislando al hueso que los rodea, comprometiendo de esa
manera su uso en la reparacion del hueso. Esta tendencia ha ido
superandose con el uso o el recubrimiento del implante de ceramicas

bioactivas, las cuales se integran espontaneamente con el hueso invitro 2°.

Las propiedades de este tipo de materiales ceramicos son bien
conocidos, entre estos materiales se encuentran: la hidroxiapatita (HAp),
algunos fosfatos de calcio y varios tipos de vidrios bioactivos. Cuando
alguno de estos materiales ceramicos es colocado en tejido 6seo, estos
promueven la formacién de hueso, y adherencia al mismo a diferentes
tiempos. Por ejemplo, tomemos a la hidoxiapatita estequiométrica cuya

formula quimica esta dada por Ca;o(PO,)s(OH),, y la cual se encuentra

dentro de los fosfatos de calcio mas estables?! al presentar similitud

fisicoquimica y mecanica con el tejido 6seo.

La HAp se comporta como una estructura osteoconductiva que permite
ser invadida por tejido conectivo proveniente del hueso circundante para
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posteriormente osificarse??, es por ello que, a pesar de que hay una lista
con una gran cantidad de materiales utilizados para reemplazar, sustituir o
restaurar el tejido 6seo dafiado, es la hidroxiapatita quien ha venido
tomandose como primera opcion en el desarrollo de estos materiales. Para
su elaboracién existen diferentes métodos, de los cuales fueron utilizados
algunos para el desarrollo de esta tesis, y que se explicaran a detalle en los

siguientes apartados.

2.2 Justificacion de la Hidroxiapatita como
material de estudio.

La hidroxiapatita (HAp) Ca;o(PO,4)s(OH), es el principal componente
inorganico del hueso de los vertebrados, pero también se puede encontrar
en la dentina y el esmalte dental. Este fosfato de calcio, presenta
caracteristicas de biocompatibilidad, de no toxicidad, estabilidad quimica,
osteoconduccion y bioactividad?®; estas propiedades hacen que sea un
material muy practico y por lo tanto muy utilizado en la medicina. En la
naturaleza las apatitas se pueden encontrar formando parte de las rocas
sedimentarias y metamorficas. Y en los huesos se encuentra siempre
acompafada de estructuras organicas como el colageno. Otras apatitas de

importancia bioldgica son la fluropatita y la cloroapatita®?.

El estudio de la HAp se ha realizado desde hace mucho tiempo, Aaron y
Posner (1958) propusieron su estructura cristalina a partir del analisis de un
monocristal. Este fosfato cristaliza en el sistema hexagonal, grupo de

simetria P63/m, con valores de red a=b=6, 88 angstroms (Figura2.3).

\’Z :

"

©
®

Figura 2.3 Arreglo atémico en la celda unitaria hexagonal de la hidroxiapatita, mostrando las
posiciones atémicas del Ca, P, O e H dentro de la celda unitaria > 2*

18



Como se observa en la figura, los principales componentes quimicos de
la hidroxiapatita son el calcio y el fosfato. Sin embargo, la HAp natural
contiene porcentajes pequefios de sodio, cloro, carbonatos y magnesio, los
cuales juegan un papel importante en la funcién de remodelacién del hueso.
Las hidroxiapatitas sintéticas se obtienen a partir de fosfatos dicalcicos y
tricalcicos a través de un proceso de sintesis relativamente simple, tal como
se vera en futuras secciones. Estas presentan una baja resistencia
mecanica, y se disuelven facilmente, lo cual no es deseable al utilizarse

como biomaterial de sustitucion Gsea 22 25V 26,

La resistencia mecéanica de la HAp depende del tamafio de grano, su
distribucién, la porosidad y de otros defectos microestructurales, por lo que
la HAp ha sido sintetizada por diferentes métodos, entre los que se
encuentran: el de precipitacion 2/, el proceso sol-gel 28, el de combustion,
hidrotérmico 2°, sintesis con pirosol®’, etc. Se ha intentado por todos estos
meétodos con la finalidad de reproducir mejor las caracteristicas del hueso,
ya que actualmente uno de los principales enfoques de la ingenieria de
tejidos, es la regeneracion O0sea, para lo cual es necesario considerar la

produccion de materiales biocompatibles.

En esta tesis se desarrollan ceramicas porosas con un rango de tamafio
de poro de 20pum a 50um y de 100pm a 350um, que son los tamafos
necesarios para cumplir con las funciones involucradas con Ila
osteointegracion. Los poros de 20um a 50um de diametro pueden favorecer
la funcién de intercambio de liquido fisiolégico mientras que los poros de
100pm a 350 um de diametro dan mejor lugar a la colonizacion celular y la
vascularizacion llevando a una penetracion 6ésea en estructuras

ceramicas®.
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2.3 Sintesis de hidroxiapatita.

Como se hablé con anterioridad, para obtener los mejores resultados se
tiene que estudiar la hidroxiapatita no con solo un método de sintesis, sino
con diferentes. Es por eso que los apartados de este capitulo se dedicaran

exclusivamente a dos métodos, que son los utilizados en esta tesis.

La obtencién de hidroxiapatita sintética implica la reaccion de materiales
que aporten los iones de calcio y fésforo. Como fuentes de calcio se han
empleado: Ca(NO;),-4H,0, CacCl,, CaCO4, Ca(CH;C0OO0),, CaS0O,:-2H,0,
Ca,HPO,, Ca(OH),y como fuentes de fésforo, (NH,),HPO,, NH,H,PO,,
K,HPO,, KH,PO,, Na,HPO,, NaH,PO,, P,O5 entre otros.

2.3.1 Meétodo hidrotermal.

El método hidrotermal incluye varias técnicas para cristalizar sustancias
de soluciones acuosas a altas presiones y temperaturas. Este método
puede ser definido como un método de sintesis de un cristal simple que
depende de la solubilidad del material en agua caliente y bajo presion alta.
Para el crecimiento del cristal se utiliza una cabina de presion de acero
“autoclave”, en la cual suministraremos un precursor junto con agua. De
esta manera el gradiente de temperatura se mantiene entre los extremos
opuestos de la autoclave. En el extremo mas caliente el soluto precursor se
disuelve, mientras en el lado menos caliente es depositado en una semilla

cristal, obteniendo asi el cristal deseado®?.
En particular, el método hidrotermal tiene muchas ventajas importantes

sobre los otros métodos de sintesis en ingenieria de polvos ceramicos,

debido al efecto del fluido hidrotermal en materiales sélidos 2.
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2.4 Seccion Experimental.

2.4.1 Por medio del método hidrotermal

En este método de sintesis se sigui6 la propuesta realizada por Elizondo-
Villarreal, et al.®3, donde se utiliza cascarén de huevo como fuente de
CaCOs. El cual tiene bastante relevancia, ya que en el mismo articulo se
menciona que tan solo en México, se tiran cerca de 480,000 toneladas de
cascaron de huevo al afio. Y, aunque es usado en pequefas proporciones

como fertilizante, la mayoria son desechados.
i) Preparacién del cascar6n de huevo.

Con el fin de limpiar lo mejor posible el cascaron de huevo obtenido de
huevo de gallina de granja, este se sumergidé en agua destilada por un
periodo de una semana. Después el cascaron fue filtrado y limpiado
nuevamente con agua destilada. El cascaron fue secado a 90°C y llevado a
molienda en un molino de alta eficiencia. El tamafio esperado debe de ser

aproximadamente de 53um a 75um para sus diversas aplicaciones.

El polvo obtenido se pas6 a un horno para tratamiento térmico, el cual
consistié en la calcinacion llevandolo a una temperatura de 700°C durante
cinco horas, asegurando de esta manera la eliminacion de compuestos
organicos. Una vez alcanzada la temperatura de 700°C, el calcio reacciono
liberando diéxido de carbono y dando como producto final el 6xido de calcio

deseado, lo cual viene dado por la siguiente reaccion:

A
CaCO; > CaO + CO,

En este proceso se generd una variacion debido a que al ser el 6xido de
calcio un componente muy higroscopico y, al no poder tener control sobre
la humedad del ambiente, se presenté una hidratacion, dando como
resultado hidréxido de calcio (Ca(OH),).

CaO + H,0 — Ca (OH),
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i) Preparaciéon de la Hidroxiapatita

Para la sintesis de hidroxiapatita se combind fosfato de calcio di basico
(CaHPO, - 2H,0) comercial con el Ca(OH). obtenido del cascardn de huevo.
Sin embargo, cabe sefalar que para varios procesos de sintesis de
hidroxiapatita es importante establecer una relacion donde se elija la
concentracién de los reactivos iniciales, de tal forma que la relacién Ca/P
sea igual a 1.67, que en nuestro caso es el valor éptimo para asegurar la
estabilidad en los diferentes procesos. La reaccion fue hecha en un parr de
alta presion en donde se adicion6 acido acético (vinagre blanco comercial)
hasta llevar la soluciéon a un pH = 5. Una vez obtenido el pH deseado, se
llevé la autoclave al horno y se calenté a 170°C durante cuarenta y ocho
horas. El polvo resultante fue lavado con agua destilada, para después ser
filtrado y secado a 150°C por dos horas. Finalmente, para deshidratarlo, se
llevo al horno eléctrico a una temperatura de 500°C por el mismo tiempo de
dos horas. La reaccion de este proceso esta dada por:

A
4Ca0 + 6CaHPO, - 2H,0 > Cayo(PO,)s(OH), + 14H,0
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2.5 Resultados y Conclusiones

2 - Theta - Scale
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Figura 2.4. Difraccién de Rayos X después de la reaccion a partir de cascar6n de huevo y fosfato de
calcio dibasico comercial.

Mediante el método hidrotermal se pudo obtener con éxito hidroxiapatita
a partir de cascaron de huevo, resultado ademéas como fue descrito por
Elizondo-Villareal et al*®, un método economico, relativamente sencillo y

rapido.

Como uno de los objetivos de la tesis es proponer un material que sea
adecuado en aplicaciones médicas, es importante que el producto obtenido

sea HAp y CaHPO,, con una morfologia de agujas para la HAp.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la HAp obtenidas, como se
demuestra en las figuras 2.4y 2.5 (esta obtenida en microscopio electrénico
de barrido), hacen que sea candidata para utilizarse en aplicaciones
médicas. Tal es el caso, que este tipo de HAp ha sido utilizada en protesis
dentales?*, cumpliendo asi con uno de los requisitos para trabajos futuros a

partir de la presente tesis.
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Figura 2.5. Morfologia del polvo de hidroxiapatita, resultado
condiciones descritas.

de la reaccion hidrotermal en las
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Biomorfos

2.6 Marco tedrico.

2.6.1 Biomineralizacion.

Tradicionalmente, la morfologia de los minerales podia ser dividida
respecto a su origen, en aquellos producidos por organismos Vivos
(biominerales), y por aquellos creados en ambientes totalmente inorganicos
y sin vida (figura 3.1). Estos ultimos por lo general presentan estructuras
cristalinas clasicas, por lo que sus caras suelen ser regulares y seguir
ciertas restricciones simétricas. En contraste, los biominerales exhiben una
arquitectura mas elaborada que suele estar fuera de las restricciones
cristralogréaficas, por lo que muy dificilmente se puede observar el orden

atémico de su fase cristalogréfica.

- B A \ ) z PSR B S

Figura 2.6: Morfologia Inorganica vs Organica. Izquierda: Megacristales encontrados en las cuevas de
la mina de Naica en Chihuahua México, en las cuales se observan caras prismaticas bien definidas®.
Derecha: Fotografias de la mitad de una concha de un cefal6podo (arriba) y un coral cerebro (abajo), Se

pueden observar facilmente las curvas suaves y la falta de cualquier tipo de simetria cristalogréfica.

Los biominerales son ejemplo de la increible habilidad de la naturaleza
para poder producir compuestos biorganicos-inorganicos a varias escalas
de longitud; i.e., desde la escala nanométrica a la macroscopica. Estos
biominerales exhiben diferentes formas geométricas que pueden ser

clasificadas tanto como policristalinas amorfas o como estructuras de un
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cristal simple. Estos materiales tan asombrosos tienen multiples funciones
en la naturaleza; por ejemplo, muchos seres vivos (humanos, aves, asi
como corales y moluscos) incorporan minerales a su estructura corporal

como soporte, proteccidon o procesos celulares.

Por esta razon bidlogos, quimicos, fisicos, e ingenieros forman grupos de
investigacion con el mismo objetivo: el de sintetizar materiales idénticos a
aquellos que la naturaleza produce. Creando de esta manera una nueva
area de investigacion cientifica llamada biomimética. El término se deriva
de “bios”, que significa vida, y “mimesis”, que significa imitar. Por lo que esta
nueva area representa el estudio y la mimica de los métodos de la

naturaleza, sus disefios y sus procesos.

La biomineralizacion es un proceso por el cual los organismos vivos
forman estructuras inorganicas®. Biolégicamente, se conocen dos maneras
distintas de generar biominerales; La mineralizacion biolégicamente
inducida y la mineralizacion biolégicamente controlada®. La diferencia se
encuentra en que mineralizacion biolégicamente inducida, es el organismo
quien modifica su entorno local creando condiciones favorables para una
precipitacion quimica. Por lo que este proceso es incontrolable e

irreproducible.

De los ejemplos mejor conocidos de este tipo de mineralizacion inducida
se encuentran la mineralizacion patolégica, como las piedras biliares, y la
deposicion de minerales por bacteria®’. En contraste, la mineralizacion
biol6gicamente controlada es un proceso altamente regulado®®, el cual
ocurre en dos sitios biolégicos, y envuelve dos pasos; el primero es la
absorcion selectiva de elementos del ambiente; y el segundo es la

incorporacion a biominerales bajo control biolégico y quimico.

El mediador clave en este proceso es un marco macromolecular insoluble
preformado presente en el ambiente, y llamado matriz organica®® 38, La
matriz subdivide los espacios mineralizados, juega un importante papel en

el control del crecimiento del cristal en la formacion de las partes duras, ya
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que ofrece el soporte estructural y la fuerza mecanica al organismo. La
matriz organica que se encuentra en los huesos, conchas y plantas es el
colageno, el quitosan y la celulosa respectivamente® 3% 49 Encontrar la
manera de imitar y entender ambos procesos de mineralizacion es
importante para campos como la paleontologia, la quimica marina, la fisica,

medicina, etc.

2.6.2 Mineralizacion del carbonato de bario.

lon bario, Ba®*

El bario “Ba” es un miembro del grupo Il de los elementos en la tabla
periddica, junto con el berilio “Be”, magnesio “Mg”, calcio “Ca” y estroncio
“Sr’, los cuales todos son metales altamente electro-positivos. Tiene
numero atdmico de 56, y una masa atomica de 137. Su estado de oxidacion
2%y es quimicamente similar a los elementos alcalinos térreos mas

pesados Cay Sr.

Los minerales mas comunes de bario son la barita BaSO4 y la witherita
(o carbonato de bario, BaC03)41, ambos insolubles en agua. El nombre de
bario se origina del griego Bapyc¢ (barys) que “significa pesado”42. El bario
se identific6 como nuevo elemento en 1774, pero no fue reducido a metal
hasta 1808, y no fue hasta que las técnicas de separacion electrolitica

estuvieron disponibles*3,

El bario tiene siete diferentes is6topos naturales; *°Ba, 3?Ba, 1**Ba all
138Ba, de los cuales el 1*®Ba es el mas abundante con un 71.7 % de la masa
total*!, el gran rango de usos del bario es gracias a la quimica de este
elemento (como la estructura molecular, la geometria irregular, su estado
de valencia, la fuerza de enlace, su potencial de ionizacién y los parametros
cinéticos en las reacciones bioloégicas). Sus propiedades quimicas son
similares a las del calcio y el estroncio, ya que se ha visto que estos son
capaces de sustituir los requerimientos de los iones de Ba®* por ejemplo en

la regularizacién de la actividad de las enzimas** %°.
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lon Carbonato, CO4?~

El ion carbonato es un anion poliatdmico que esta formado por un atomo

de carbon central, rodeado de tres atomos de oxigeno idénticos en un

arreglo triangular plano, con angulo de enlace O-C-O de 120°. Se obtiene

al disolver dioxido de carbon en agua. De acuerdo a la Ley de Henry, el

dioxido de carbono CO, se disuelve en agua y reacciona con ella

formando acido carbénico, H,CO5. El acido carbdénico es un intermediario

inestable de la reaccion, aislado por primera vez por Loerting et. al*® 4.

094
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Figura 2.7: Distribucién de las especies de carbonato con relacién al pH de la solucién. H,CO,, representala suma

del CO, y H,CO, disueltos, y predominan en un rango de pH bajo. H,CO, es laespecie mas abundante en los valores
intermedios de pH; H2C032_ domina en los valores altos de pH. (Grafica tomada de la referencia 48).

Solo cierta cantidad del CO, existe como H,COs.

COyy = CO,

2(aq)

2(aq)

En soluciones liquidas, el acido carbonico esta en equilibrio con didxido

de carbono hidratado, H,CO; (convencionalmente, ambos son tratados

juntos como si fueran una substancia), y disociados en dos pasos®®:

HQC{J;‘;: -+ H_;.O' - H:’;'::}_ Ly HCUH_

H{TO:‘}_ + HEU ﬁ H_-;O_ + {:103-_1_

Las concentraciones relativas del H,CO;" y las formas desprotonadas,
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HCO,~ (bicarbonato) y CO,*" (carbonato), dependen del pH como se
muestra en la figura 3.2.

2.6.3 Vista clasica de la cristalizacion.

El crecimiento de los cristales es un proceso de difusion e integracion,
modificado por el efecto de la superficie solida en la cual ocurre. Las
moléculas/iones del soluto llegan a fases de crecimiento de un cristal por
difusiéon a través de una fase liquida, y en la superficie, deben de
organizarse en una red espacial a través de una capa absorbida. Aunque,
ni la etapa de difusién, ni la etapa interfacial se producirdn a menos que la

solucion esté supersaturada®®.

Las sales de carbonato de bario se forman cuando los iones positivos
del calcio se juntan con los atomos de oxigeno negativamente cargados de
los iones del carbonato. EI comienzo de los cristales de BaCO; en la
solucion es determinado por un factor critico llamado producto de
solubilidad K, el cual indica el nivel de supersaturacion de una solucion.
Cuando el producto de solubilidad es menor al producto de actividad K, de

una solucion entonces la precipitacion ocurre hasta que K, = Kp,.

Ba’" + CO,* == BaCO,

Kps = [Ca2+] [COSZ_]

La figura 3.3 muestra esquematicamente el mecanismo propuesto por

Nielsen®°.
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Figura 2.8: Un concepto del proceso de cristalizacién redibujada de Nielsen®°.

En la figura podemos observar que el crecimiento de los cristales desde

la solucién involucra dos procesos mayores:

I. La transportacion de masa desde la solucion a la superficie del
cristal por difusién, convecciéon o la combinacién de ambos

mecanismos.
II. La incorporacion del material a la red cristalina a través de la

integracion superficial, también conocida como proceso de reaccion

superficial.
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En otras palabras, este proceso se divide en la formacion del nucleo
(nucleacion) y el crecimiento cristalino. De igual manera, la incorporacion
del material a la red cristalina puede ser subdividido en tres diferentes

etapas®’:

I.  Absorcién de la unidad del cristal primeramente en la superficie

cristalina.

Il. Liberacién de su capa de solvatacién, después del cual la unidad de
crecimiento se difunde en la capa de absorcién hasta que se
incorpora a la red o deja la capa de absorcion y regresa a la

solucioén.

[ll. Si la unidad de crecimiento llega a un punto en el cual puede ser
construida en la red, pierde su capa de solvatacion restante antes

de la incorporacion final de la red.

2.6.4 Nucleacion.

Existen dos tipos de nucleacién: la nucleacion homogénea y la nucleacién
heterogénea. La primera ocurre espontaneamente y aleatoriamente en soluciones
supersaturadas libres de objetos externos. El nucleo se forma a través de
asociaciones de solutos. En cambio, la nucleacién heterogénea involucra la
formacién del nlcleo absorbiendo a los solutos en la superficie de las particulas

del sélido heterogéneo (impurezas) presente en la solucién. Las cuales pueden

actuar como molde para la cristalizaciéon®'.

Cuando un nucleo se forma, se crea una superficie que separa dos voliumenes,
llamados el cimulo y la solucion. La energia libre de formacién de un cimulo AGy,
es la suma entre la superficie interfacial AG,, y las energias de empaquetamiento
AGg®!. Asumiendo que el cumulo tiene forma esférica, AGg tiene valor negativo y
es proporcional al cubo del radio del cumulo donde AG; tiene valor positivo y es

directamente proporcional a r?, esto se puede expresar de la siguiente manera:

473

AGN = AGB + AGI = - AGV + 47TT'20'
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Donde AGv representa la energia libre por mol asociado con el cambio de fase
so6lido-liquido, V el volumen molar y o la energia interfacial libre por unidad de area

superficial.

Como se puede observar en la figura 3.4, la curva AGymuestra un maximo que
corresponde al tamafio critico del cimulo, r*. Este es el tamafio minimo que debe

ser formado por los atomos antes de que la particula sélida sea estable y comience

. . .z . " % 20V
a crecer. La energia requerida para la formacion de un radio critico r* = o
v

llamada, energia de activacién para nucleacién homogénea, y es dada por:

16mo3V?

Ay = 5 kT ins,)?

La energia de activacion depende de la energia interfacial del nucleo critico
y el nivel de supersaturacion (Sr). Asi, cuando el cimulo llega a cierto tamafio

critico, el término del volumen se incrementa, y la energia libre decrece®® >* >

AG AGr
B __-’"?_---' -
_,,-"’ - | \\.
R - ‘.\"\_ T .
\\ - AGN™
'\'.
|

Figura 2.9 Energia libre de nucleaciéon como funcién del tamafio del ntcleo 51
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2.6.5 Crecimiento de Cristales

Como se vio en el apartado anterior, el crecimiento del cristal es un
proceso de difusién e integracion que solo pueden ocurrir cuando la
solucidn esta supersaturada. Pero cuando los niveles de supersaturacion

llegan al equilibrio es cuando el crecimiento del nucleo cristalino sucede.

La razén de crecimiento general®®, esta dada por:

R:A(SA)X

Donde la A es la razén constante y Sa es la diferencia de potencial
quimico entre la fase solida y la liquida. El crecimiento espiral y el
crecimiento en capas por nucleacion en dos dimensiones, son un

mecanismo de crecimiento del cristal.

I
p) 3
(O 0 -AGy
c ) |
v N
: Ndcieo de cristal
Mdleculas choc
<\ O
e +
3 4 0 0
Cristal Moleculas

Figura 2.10: Estructuras de interface y tres tipos de mecanismos de crecimientos. R, razén de
crecimiento; Ap/KT Diferencia de potencial quimico entre la fase sélida y liquida; A, B, constantes .

Este crecimiento se espera que suceda en superficies suaves, por lo que

los términos “plano completo”, “plano singular”, e “interface suave” han sido

utilizados para denotar esta interfaz.

En contraste con la interfaz suave, una interfaz que consiste Unicamente
en pliegues es llamada ‘“interfaz aspera®®”. En donde particulas
cristalizantes que llegan a esas interfaces asperas pueden inmediatamente

encontrar sitios para incorporarse en el cristal.
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El mecanismo de crecimiento de tal interface es de tipo adhesiva y la

interfaz avanza homogéneamente, no en dos dimensiones (Figura 3.6).

R=A (4w/kT) R=Aexp (—B/4w/kT) R=A (4u/kT)?

Figura 2.11 Estructuras de interface y tres tipos de mecanismos de crecimientos. R, razén de crecimiento;
AW/KT es la diferencia de potencial quimico entre la fase sélida y liquida; A y B constantes®.

Dependiendo del tipo de interfaz, existen tres mecanismos de
crecimiento; de tipo adhesivo, de crecimiento del nudcleo en dos
dimensiones y de mecanismos con crecimiento espiral. Cabe sefalar que
la relacion entre la razén de crecimiento y el potencial quimico son
diferentes como se ilustra en la figura 3.6. De esta manera, se puede
entender que la estructura de la interfaz solida/liquida, suave o aspera, es
de vital importancia en el estudio de los mecanismos de crecimiento y la

formacioén de cristales.

Tres acercamientos teoricos a este problema y que son considerados
como contribuciones importantes son; la clasificacion extensa de materiales
hecha por K.A. Jackson usando un factor-a°’, el modelo multiple por D. E.
Temkin®8, y la generalizacion del factor-a por P. Bennema y G. H. Gilmer®®.
En la Figura 3.7(a) y (b) se ilustran los resultados obtenidos por Jackson y
Temkin. Como se muestra en la Figura 3.7(a), los materiales con a < 2
tienden a valores de energia minimos con una ocupacion de 0.5, mientras
que aquellos con a > 2 tienden a una energia minima en ocupaciones 0 y
1. De estas la primera corresponde a una interface aspera, y la Uultima a
una interface suave «= ¢L/kT,;,, donde L denota el calor latente, k la
constante de Boltzmann y Ty la temperatura de equilibrio, con € siendo el

factor de orientacion.
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Figura2.12 Los resultados obtenidos por Jackson®’ (@) y Temkin 58 (b). En (a) el eje vertical representa
la energia libre de cambio, el eje horizontal los sitios ocupados. En (b), la regién A corresponde al area
donde se esperaun interfaz suave,y B donde se esperaun arearugosa. El eje vertical representalafuerza
impulsora By el eje horizontal a a.

Los metales usualmente tienen valores de a < 2, los semiconductores
3>a>2, y los minerales de silicio o los polimeros cristalinos con estructuras
complicadas valores de a > 3. La clasificacion de Jackson es util para la
calificacion de materiales en dos grupos que energéticamente se espera
gque tengan interfaces suaves o rugosas, pero solo puede ser utilizada como
criterio en el crecimiento de cristales en solucion o en fase gaseosay, en el
crecimiento cristalino que ocurre por debajo de Ty. Bennema y Gilmer®’
generalizaron la expresion del factor a, tomando a consideracion las
interacciones de energia del soluto-solvente, asi como las temperaturas de
crecimiento en lugar de la temperatura de equilibrio, para que el concepto

de factor-a pudiera ser aplicado a sistemas reales de crecimiento.

El factor-a generalizado es expresado de la siguiente manera:

B g{wsf—§(<p55+<pff)}
- KT

En donde ¢ss, ¢st, @sr SON denotados como interacciones de energias
solido-sdlido, solido-fluido, fluido-fluido respectivamente, y Tg, como la

temperatura de crecimiento.
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Como se puede observar en la figura 3.7 (b), los resultados de Temkin
muestran que la interfaz aspera no es controlada solamente por el factor a,
sino también por B, el cual corresponde a la fuerza impulsora. Se ha
observado que la interfaz suave (region A) se transforma en la region aspera
(regién B) al incrementarse B. Este tipo de transiciones se han demostrado
en simulaciones por computadora, y se han verificado experimentalmente

para el crecimiento cristalino en solucidn 45960,

En resumen, en el modelo clasico de cristalizacion, el crecimiento ocurre
via unién de iones y por respuesta de la celda unitaria, lo que lleva a formar
cristales con geometria definida de contornos suaves o asperos y angulos
definidos. Esta explicacion simple de la formacion de cristales puede ser
valida para minerales geoldgicos. Sin embargo, las teorias clasicas no
pueden explicar la presencia de las formas tipicas senoidales en los
biomateriales (que también pueden estar formados por un solo cristal). En
este caso, la mineralizacion puede ocurrir a lo largo de caminos llamados
“Cristalizaciéon no clasica”, los cuales comienzan con nanoparticulas

preformadas como bloques de construccion para la arquitectura final®%62,

La figura 3.8 (caminos b y ¢) da una vision esquematica del proceso
involucrado. En la ausencia de aditivos (camino b), los bloques de
construccion de nanocristales pueden unirse para formar un solo cristal iso-

orientado®®. A este fenédmeno se le conoce como “acoplamiento orientado”.

Alternativamente, cuando se encuentran presentes especies aditivas
adecuadas, estas pueden cubrir la superficie de las unidades primarias de
construccion (mostrando tanto naturaleza cristalina como amorfa). De esta
manera, la fusién de cristales sencillos (como se describe en los caminos
(@) y (b) de la figura 3.8) es prevenida, mientras los polimeros absorbidos

dictan el modo de interaccidn entre las unidades individuales nanométricas.
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Figura 2.13 Representacion esquematica de la cristalizacion clasica (a) y la no clasica (b). El camino
(c) sobresalta la estabilizacion de las nanoparticulas primarias con aditivos tipo polimeros o surfactantes

los cuales finalmente se adhieren al mesocristal, via autoensamblaje con nanounidades individualesGo.

Las nanoparticulas estabilizadas, subsecuentemente son capaces de
autoensamblarse en los llamados “mesocristales”, lo cual es una
abreviacion para “cristales con estructura mesoscopica”’ (camino (C)).
Similarmente, las particulas hibridas aditivas cubiertas pueden agregarse
de una manera donde estén perfectamente alineadas en forma
cristalografica comun, dandoles de esta manera propiedades de cristales
“ordinarios” en términos de dispersion de rayos X, esto, sin importar el

hecho de que consistan de multiples unidades individuales (camino b).

Parece logico que tales rutas de cristalizacion aditiva permitan nuevas
estrategias de sintesis para los pseudocristales simples con tal notable
morfologia y propiedades Unicas. Sin embargo, el arreglo mesoescalar de
precursores  previamente  estables, puede producir  también
superestructuras policristalinas que dependen de varios parametros, como
lo son las interacciones especificas entre las capas absorbidas, o el
fendmeno de reacomodo durante la agregacion en presencia de cadenas

espaciales®®.

Una situacion interesante surge cuando la autosegregacion de las
particulas es provocada por aditivos poliméricos que selectivamente

absorben en diferentes fases de particulas anisotrépicas (cristalinas). Este
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mecanismo esta bastante bien explicado en la Figura 3.9, en donde la

cristalizacion del BaCO5; ocurre en presencia de bloques poliméricos

estéricamente demandantes °.

Favorsble para
‘s adsorcdn de %,
polimero

Desfavorsbie
pars s sdsorcion
de polimero

d)

Polimero es estéricamente
exigente

/ Posible No favorable
Posible

Figura 2.14 (a-c) Imagenes SEM de fibras de BaCO3 en hélice formadas en soluciones que contienen
bloques copoliméricos fosféricos. (d-g) Mecanismo explicando el arreglo en hélice. Adsorcién selectiva
en el polimero en los planos (1 1 0) y un impedimento estérico (d) favorece ala agregacién de particulas
de manera escalonada una sobre otra, arreglos (g), energéticamente menos favorables. Mas crecimiento
de las particulas individuales ocurre via unién epitaxial en las caras laterales descubiertas (020) y
(011). Esto lleva a una situacién en donde las unidades de construccién diferencian entre los sitios

favorables y desfavorables. (b) Eventualmente esto induce a que el agregado vayatomando su forma

de hélice, llevando tanto a las superestructuras derechas como izquierdassg.

La produccion de las superestructuras en forma de hélice (Figura 3.9(a))
se da en este caso, debido a la adsorcion selectiva en las caras (1 1 0) de
la witherita, lo cual lleva estrictamente el crecimiento a lo largo de esta
direccion, y al mismo tiempo a la estabilizacion de la cara involucrada
(Figura 3.9 (c)). Esto causa un arreglo escalonado en los cristales del
carbonato y permite que los bloques siguientes de construccion discriminen
entre las caras laterales durante la agregacion, produciendo finalmente

dichas estructuras®®.
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2.7 Biomofos de Carbonato-Silicio.

La composicion quimica inorganica de los biominerales esta dominada
por carbonatos de calcio, fosfatos de calcio y silice. De éstos, el carbonato
de calcio es el biomineral mas comun, este se encuentra en sistemas

biolégicos y en una gran variedad de formas.

Se ha observado que la mineralizacion de carbonatos alcalinos térreos
en medios ricos en silicio y pH alto, da como resultado una morfologia
cristalina fascinante, que se asemeja en gran medida a la morfologia

producida con la biomineralizacion®®.

En el capitulo anterior, pudimos ver que la ciencia de materiales
biomiméticos nos sugiere fuertemente la presencia de (macro)moléculas
y/6 supermoléculas organicas para la sintesis de estructuras policristalinas
de carbonatos. En contraste, se ha observado que incluso aditivos simples
inorganicos como lo son iones catiénicos de Mg?* o Sr?* influyen en la
seleccion polimorfica durante la cristalizacion de CaCO3%35465  Sin
embargo, formas complejas, como las creadas en presencia de aditivos
organicos, estaban ausentes. Esto resulté completamente diferente cuando

se utilizé silicio como aditivo inorganico.

El silicio por si mismo es un material abundante, en la naturaleza existe
como un mineral sélido o como su forma disuelta. Y aunque los primeros
registros de las formas inorganicas en ambientes de carbonatos-silicio
similares a las organicas datan de trabajos de Herrera en 1912%. Los
biomérfos de silicio, en el sentido estricto, fueron descubiertos por Garcia

Ruiz et al. A principios de los 80°s.

Juan Manuel Garcia Ruiz observé durante su tesis doctoral a finales de
1970 estructuras cristalinas formadas a partir de carbonatos-alcalinos
térreos, cuando el crecimiento se realizaba en geles de silice con un pH

inicial alto (Figura 3.10)67:68.69,

Para poder expresar la semejanza morfolégica a ciertos materiales
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organicos, estos agregados se han llamado “biomérfos de
carbonato/silicio”. Los primeros descubrimientos, como suele suceder,
fueron inesperados, ya que estos estaban formados con curvas muy
diferentes a cualquier simetria cristalografica conocida, lo cual era

adjudicado exclusivamente a la naturaleza.

Sin embargo, como fue demostrado en estudios posteriores basarse
solamente en la morfologia, puede llevar a malinterpretaciones cuando se
discute la biogénesis en general, i.e., el origen biolégico de microfosiles

precambricanos (Figura 3.10)7%71.72,

bk MJ'M‘*"”W“N Y "‘\' .w
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Figura 2.15 Comparacién de un fésil precambricano (A) y un biomorfo con forma de gusano (B). Un
biomorfo de silicio (C) con su contraparte viva (D). Imagen tomada de James J. De Yoreo and Peter G.
Vekilov. Principles of crystal nucleation and growth. Reviewsin Mineralogy and Geochemestry, 54:57-
94,2003.

La morfologia tedrica de los cristales clasicos esta bien definida dentro
de la teoria del crecimiento cristalino (Ver seccién 3.1.3), donde el
desarrollo de varias fases cristalinas se debe a las energias superficiales

cristalinas relativas a escala atdbmica, de esta manera, la simetria en general

esta impuesta por el empaquetamiento en esta escala’
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En contraste, a pesar de innumerables estudios a lo largo de los afos
para entender el cdmo la naturaleza es capaz de crear formas precisas,
lisas, diferenciables, hechas de minerales policristalinos (conchas, dientes,
huesos, etc.), aun tenemos un limitado entendimiento de los mecanismos

de la formacion de tan fascinantes estructuras.

2.7.1 Microestructura y composicion.

Figura 2.16 Micrografia de polarizacion optica de arquitecturas complejas de BaCO 3, precipitadas en

matrices con silice a pH elevado®8.

Una inspeccién mas cercana a los detalles estructurales de los biomorfos
revela nucleos policristalinos texturizados, compuestos de miles de
nanocristales (Figura 3.12) con un tamaifio tipico de longitud de 200 - 400nm

y aproximadamente 50 nm de ancho’>7577,

Las unidades individuales con forma de barras consisten en cristales de
BaCO; (witherita) pseudohexagonales. En este caso la formacion de
columnas hexagonales es un fendbmeno comun en los carbonatos de tipo

aragonita, y se debe al intercambio ciclico de los planos (1 1 0)8.

Figura 2.17 Acercamientos (A-B) FESEM y (C) AFM de la microestructura de los biomorfos, donde se

pueden ver los miles de barras nanoescalares de Ba00368.
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En estudios realizados sobre el arreglo de las unidades de construccion
dentro de los agregados, se muestra que estos no son ordenados
aleatoriamente, sino que siguen un orden distintivo de largo alcance en lo
mesoescalar®’ 259, Debido a que las cristalitas individuales se encuentran
alineadas paralelamente respecto al eje de longitud de los bastones (el cual

es su eje cristalogréfico-c, Figura 3.13A).

Estas tendencias pueden ser analizadas en imagenes por microscopia
Optica polarizada de las estructuras en forma de hoja plana (Figura 3.13B).
Las texturas de colores (en las micrografias Opticas) indican la orientacion
hacia el exterior de las nanocristalitas, empezando desde un centro comun
en la hoja. La orientacién interna de las subunidades dentro del objeto
puede ser analizado a mas detalle con técnicas cuantitativas de

birrefringencia’.

Pero en la escala mesoscopica, las unidades de construccion
individuales exhiben un pequefio desalineamiento una a otra, el cual queda
aproximadamente constante en todo el agregado, de manera que las
nanounidades cristalinas describen un campo con vectores variando

constantemente (Figura 3.13C).

En este caso, la variacion de la orientacion del campo de los granos
puede ser visualizada perfectamente como indices de diferentes colores
(Figura 3.13 D-E). Consecuentemente, la orientacion de las subunidades
(marcadas con flechas rojas) puede ser cualificada de acuerdo con la rueda

de color (La rueda en la Figura 3.13 D-E).
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Figura 2.18 (A) Micrografia TEM, visualizando el alineamiento paralelo de nanocristales individuales
(adaptado de’[68], la escala es de 30nm). (C) imagen TEM de biomorfos con morfologia de hoja plana.
Las flechas indican la orientacion preferida de las cristalitas®®. (D-E) Birrefringencia 6ptica cuantitativa
de las hojas. Ladiferenciaen el color de laimagen significadiferentes orientaciones de las subunidades
marcadas con flechas rojas.

Ademas del ordenamiento de nanoparticulas, los biomorfos de silice son

también compuestos duales, ya que estan compuestos de carbonato y silice

amorfo coprecipitado 7* 72 76.77. 7% En la mayoria de los casos, la parte entera

del carbonato de las estructuras maduras esta envuelta por una capa continua

de esferas aglomeradas de silice coloidal, las cuales, se pueden ver en las

imagenes de agregados fracturados (Figura 3.14).

=" [
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Figura 2.19 Arriba: imagenes FESEM de biomorfos de silicio revelando un compuesto con caracter
dual, la parte externa de silice cubriendo la textura del carbonato. Las escalas son de 2 um (izquierda)
y 500 um (derecha). Abajo: Secuencia de microscopias 6pticas mostrando una disolucién gradual de
una fase interna de carbonato con estructuras semejantes a gusano, diluidas en acido. Tal tratamiento
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lleva a membranas vacias de silice con la morfologia de gusano original. (Imdgenes tomadas de [72]).
La presencia de capas externas de silice puede ser confirmada por
espectroscopia de rayos X (EDX), o por lainmersién de los agregados en &cido,
llevando a la disolucion selectiva del nacleo de carbonato (Figura 3.14). Las
partes restantes de silicio siguen teniendo la morfologia original. Similarmente,
la parte de silicio del biomorfo puede ser selectivamente removida diluyéndola

en NaOH, dejando asi la estructura del carbonato intacta "*72,

Mas adelante se descubrio, ademas, que el caracter dual de los biomorfos no
esta restringido solamente a la escala macroscépica. Sino que también las
varillas de carbonato podian ser rodeadas por capas de silicio, estabilizandolas
para no romperse °. [Esto sugiere un mutuo crecimiento interno de sus
componentes sobre multiples escalas de longitud, como se observa en muchos
biominerales, los cuales tienen ain mayor parecido a agregados tan Unicos de la

mineralizacion biolégica.

2.7.2 Mecanismos de formacion

Sobre los estudios concernientes a detalles estructurales y de
composicion, recientes investigaciones se enfocaron en escenarios
morfogenéticos de nivel nano y micro, especialmente, en el origen fisico de

formacion de estas estructuras.

2.7.2.1 Etapa 1: Derivacion fractal

Figura 2.20 Micrografias (A) 6ptica75 y (B) FESEM®7 mostrando cristales de carbonato de bario
nucleados que empiezan a separarse en las puntas debido a la influencia del silicio.
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En general, la morfogénesis puede ser subdividida en dos tipos de
crecimiento fundamentales, los cuales ocurren sucesivamente Yy
dependiendo del cambio temporal de las condiciones en el sistema. El
origen de cada estructura individual presentada en la Figura 3.15 depende
de la nucleacién y el crecimiento de los microcristales elongados de BaCO,
esto sucede tan pronto como el volumen del conjunto se vuelve

supersaturado, i.e., cuando el CO, forma parte de la solucion del sistema.

Un mayor crecimiento de los nacleos de los cristales simples lleva a
separaciones autosimilares en las puntas de los cristales en forma de
varas®. Estas varas son causadas por la influencia de las especies de silice
parcialmente condensadas, y que actian como impurezas poliméricas no
absorbibles, las cuales son llevadas al frente de crecimiento, induciendo de
esta manera la formacion de “islas” bidimensionales miso-orientadas®! (con

respecto a la red cristalina).

10 um

Figura 2.21 Separacién fractal continua en presencia de impurezas de silicio. Inicialmente los
cristales de witherita con forma de varas se desarrollan sucesivamente en agregados con forma de
pesas (A-B), formando esferoliticas cerradas (C) o incluso arquitecturas en forma de coliflor (D-F) [82] .

Tal mecanismo de crecimiento conlleva a que las primeras proyecciones
que emanen de angulos no cristalograficos, de manera que las particulas
con forma de pesas, evolucionen mediante una bifurcacién continua, a
estructuras esferdliticas cerradas o de arquitecturas espaciosas con forma
de coliflor (Figura 3.16 E-F), esto depende de la intensidad de la separacion
fractal®2.
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Un crecimiento similar también ha sido bien documentado para cristales
de fluoropatita, precipitados en gel (Figura 3.17)82 8% 84 Aqui los cristales
pasan por la misma transformacion de vara-a-pesas-a-esfera, debido a la

separacién sucesiva de la semilla cristalina.

Figura 2.22 Arquitecturas de fluoropatitas, crecidas en una matriz en gel [62].

2.7.2.2 Etapa 2: Coprecipitacion quimicamente acoplada

La primera etapa de la morfogénesis presentada anteriormente, ocurre
basicamente dentro de las primeras 4 horas una vez iniciada la reaccion.
Después de este periodo el aditivo de silice a bloqueado todos los sitios
activos para el acoplamiento de las unidades del carbonato en el agregado,

previniendo de esta manera un mayor desarrollo de la estructura fractal.

Esto causa niveles de supersaturacion altos en las especies de
carbonato a un nivel local, y como consecuencia, se genera la nucleacién
de miles de nanocristales en una manera tridimensional a través de toda la
superficie de la esfera. La razén para la estabilizacion espontanea y de la
continua produccién de las nanocristalitas se encuentra principalmente en
la tendencia de solubilidad inversa del carbonato y de la silice respecto al

pH ya que el silicio es soluble en pH alto y el carbonato a bajo pH82,
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En ciertas condiciones alcalinas (pH en 9 y 10) donde tipicamente ocurre
el crecimiento, existen iones de carbonato y bicarbonato en equilibro, de ahi
que la nucleacién de BaCOz3 presente una fuerte influencia en el equilibrio,

toda vez que los iones de CO5~ son continuamente tomados de acuerdo a:

Ba2+
HCO; = €02~ + H* — BaCO;.

Consecuentemente iones de HCO3 en la vecindad cercana se disocian y
liberan un proton para poder balancear el estado corto de desequilibrio

local.

Sin embargo, esto provoca un gradiente local de pH alrededor de las
particulas nucleadas, (Figura 3.18A, el area sombreada de verde) lo cual
tiene influencia drastica en la solubilidad de las especies de silice cercanas
a las nanoparticulas de carbonato recién nucleadas. Como resultado, el
silicio se polimeriza localmente alrededor de la superficie de los cristales en
desarrollo, formando asi capas que los cubren y previniendo que las

particulas crezcan mas alla de la escala nanométrica.

La precipitacion dirigida del SiO, en la vecindad de las unidades del
carbonato se logra, en principio, por la protonacion de los grupos silanol-
acidos (causados por los protones previamente disociados), los cuales
estan sujetos a reacciones de condensacion, incluyendo a la polimerizacion
del silice de acuerdo a la siguiente secuencia:

—H20

2—-Si—0"+2H" = —Si— 0 —Si — Si0, | (Ver Figura 3.18).

Contrariamente, estas reacciones incrementaran el pH local otra vez,
cambiando nuevamente el equilibrio carbonato/bicarbonato a fracciones
mayores de CO,>". Esto eleva también la supersaturacion en la vecindad
cercana de las nanoparticulas de carbonato/silicato recién generadas,
coaccionando asi, un nuevo evento de nucleacion del carbonato de bario
(Figura 3.18A).
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De esta manera se genera un proceso repetitivo catalitico donde los
componentes involucrados se mineralizan alternadamente, llevando a la
produccién continua de unidades de construccién uniformes, las cuales se
acomodan espontdneamente por un proceso aun desconocido, para
elaborar estructuras con superficies con forma senoidal. Este mecanismo

esta resumido en la Figura 3.18B (Adaptado de [85]).
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3. Precipitacidn alrededor de particulss. Qi(OH ),0+H—Si(OH),
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Estabilizacion de cristales

Figura 2.23 Propuesta del modelo de formacién de la produccién continua de
nanocristales por Josef Eiblmeie et al. [85] y basada en la precipitacion quimicamente
acoplada del carbonato y del silicato. (A) Durante el crecimiento de los cristales de
carbonato de bario (rojo) el pH decrece localmente, relativo a como los iones de
bicarbonato se disocian (el gradiente esta subrayado de verde). Esto en cambio activa
la polimerizacion del silicio, el cual incrementara el pH local en el frente de crecimiento,
elevando la supersaturaciéon del BaCO3 en Ila vecindad cercana, y crea

subsecuentemente un nuevo evento de nucleacion de carbonato. (B) En su totalidad, se
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genera un proceso repetitivo en el cual los componentes involucrados se precipitan
alternativamente. De esta manera, las unidades de construccion de los biomorfos de silice
son producidos continuamente[38].

2.7.3 Descripcion del fendmeno del desarrollo morfoldgico

Mientras que la produccion continua de las unidades de construccion
nanoescalares es explicada por mecanismos de coprecipitacién quimicamente
acoplada, la morfogénesis de las estructuras caracteristicas a niveles
macroscopicos depende de factores ain mas delicados, como fue propuesto

por Garcia Ruiz et al®.

Virtualmente todas las estructuras complejas observadas en los biomorfos
de silice, inician de unidades globulares creadas durante la primera etapa de la
morfogénesis, via de la derivacion continua de las semillas parentales
cristalinas. En la segunda etapa, segmentos quasi-2D laminares con simetria
casi radial compuestos de miles de nanocristalitas de carbonato, empiezan a
surgir de las unidades globulares (Figura 3.19A). Investigaciones recientes con
microscopia de video revelan que las velocidades de crecimiento radial (V, ver
Figura 3.19C) son iguales en todas direcciones (tipicamente algunas micras por
minuto), razén por cual los agregados en crecimiento adoptan formas de disco
(Figura 3.13)%6:67.7681 |nteresantemente, la parte principal de las hojas mientras
van evolucionando desarrollan margenes enrollados, ya sea apuntando hacia

abajo o hacia arriba en posiciones arbitrarias en el borde (Figura 3.19B).

Por lo tanto, estos eventos singulares de rizado introducen la curvatura al
sistema y sirven como puntos de inicio para la morfogénesis de formas
altamente retorcidas’’. Se propuso que tales rizos se propagan a lo largo del
perimetro de la morfologia tipo hoja de manera que asemeja una ola como
en las que se practica el "surf* (Figura 3.19C)’*’7. En este punto, el
crecimiento se detiene a lo largo del camino radial, y un nuevo frente de
crecimiento es generado, el cual se propaga ortogonalmente a la direccién
circular previa. Como en el caso del frente de crecimiento radial, la
velocidad de propagacion tangencial (Vo1 y V@, ver figura 3.19C) es
aproximadamente constante. No obstante, se encontré que los valores de
V1Y V@, son ligeramente mas grandes que V,"%82,
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Figura2.24 Comportamiento de crecimiento macroscépico de un biomorfo de silice. (A) Después
de la formacidn de esferulitas cerradas (indicadas como glébulos grises), segmentos delgados,
parecidos a hojas empiezan a generarse, las cuales estan compuestas por miriadas de nano varas
generadas por precipitacion quimicamente acoplada. (B) Este proceso continla en crecimiento
laminar continuo hasta que la curvatura es inducida, conforme la hoja empieza a enrollarse en un
punto alrededor de su perimetro. (C) Después de la formacién de los margenes enrollados, el
crecimiento en direccién radial, Vp se detiene, y los rizos se propagan tangencialmente a lo largo
del borde de la hoja con velocidades de crecimiento V@1 y V@2, usualmente formando estructuras
en forma de cardiode. La altura relativa H y la lateralidad relativa de dos rizos distintos determinan

la ocurrencia de mas morfologias retorcidas como helicoides o gusanos’™.

Por lo tanto, la forma circular inicial se distorsiona y forma uno o mas
cuspides en posiciones donde dos segmentos rizados llegan de diferentes
direcciones. Sin embargo, este camino morfogenético no esta limitado al
crecimiento de objetos tipo hoja. La cuestion de si el agregado final
adoptara una forma retorcida, como las manifestadas en estructuras con
forma de hélice o tipo gusano, esta fuertemente relacionada a las
velocidades relativas en el crecimiento radial y acimutal, y en la lateralidad
y altura de los segmentos rizados, como es descrito a detalle por Garcia

Ruiz et al®!.

Un escenario, que describe de manera ejemplar la formacion de una
hélice est4 presentado en la Figura3.20. Esta secuencia muestra un caso,

en donde dos segmentos rizados con igual direccionalidad (uno doblado
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hacia abajo y el otro hacia arriba) y altura se acercan a una cuspide de lados
opuestos del segmento de la hoja. Cuando los dos rizos chocan, se juntan
y se entrelazan unos a otros (Figura 3.20 (B)). Conforme crece en la
direccion radial, el doblez inducido se mantiene, y debido al continto
entrelazado (dictado por los bordes rizados) se forma un helicoide casi
perfecto. En contraste, cuando la diferencia en la altura entre dos rizos es
drasticamente pronunciada y en uno de ellos crece mas rapido, la situacion
llega a que el segmento mas rizado prefiere enrollarse en si mismo,

resultando en la morfologia de tipo de gusano®?.

Figura 2.25 Morfogénesis de una hélice. (A) Secuencia de micrografia éptica en la cual segmentos
rizados con igual lateralidad gradualmente se acercan de diferentes direcciones (el rizo superior se
dobla hacia la cAmara, el inferior se dobla hacia abajo) y se juntan en una clspide. Ambos segmentos
se entrelazan y producen una hélice regular después de mayor crecimiento a lo largo de la direccion
radial (indicada por la flecharoja). (B) Esquema que muestra la vista frontal del mismo escenario donde
dos rizos semejantes con la misma altura y velocidades acimutales de crecimiento se encadenan para
producir un helicoide®

A pesar de que se conocen todos estos mecanismos de formacion,
queda abierta la pregunta del porqué del origen de la curvatura. Queda claro
que aun falta mayor investigaciéon para por fin entender el porqué de que se

empiecen a formar rizos en cierto punto del borde.
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3 Seccion Experimental para la
formacion de Biomorfos.

3.1 Método de preparacion.

El crecimiento de los biomorfos de Silicio-Witherita fue realizado en
soluciones estéaticas utilizando como fuente de silicio "water glass”

comercial (Sigma-Aldrich, silicato de sodio al 27% SiO,).

El water glass primeramente fue diluido con agua destilada a razén de
1:350(v/v). Posteriormente, con la finalidad de obtener distintos niveles
iniciales de pH, se utilizaron soluciones de hidroxido de sodio (NaOH) y
acido clorhidrico (HCL) variando las concentraciones; de 0.05 M a 0.3 M
para NaOH; yde O M a 0.1 M para el HCI.

Eventualmente, la cristalizacion del carbonato de bario se inicid
combinando 5mL de la solucién de silicio con el pH modificado, con el
mismo volumen de 0.01M de BaCl; (preparado con BaCl,-2H,0). De esta
manera, las concentraciones finales en la mezcla resultaron de 5 mM Ba?*
y 8.4 mM SiO,, con valores de pH inicial dentro del rango de 9.90 y 11.90

(medidos con pH-metro digital).

Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente de 20+1°C
(temperatura fija en el termostato del laboratorio) ® microplacas de 6 pozos
(Marca Nunclon de poliestireno, volumen total 10 mL, area del fondo de 9.6
cm? y 1.7 cm de profundidad), en las que se colocaron cubreobjetos de
vidrio de 22 x 22 mm como sustratos de crecimiento para después ser

llenados con la solucion.

Se expusieron las muestras a la atmésfera por un tiempo predeterminado
de crecimiento de 10 h, tras las cuales, se removieron los sustratos con un
par de pinzas (previamente lavadas con agua destilada y etanol).
Subsecuentemente los sustratos fueron lavados con agua y etanol, y se

dejaron secar en aire.
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Una vez secadas las muestras fueron guardadas en botes de plastico muy
bien sellados, esto, para prevenir que obtuvieran mayor CO; de la atmdsfera
y evitar una posible contaminacion de silicio en caso de que las paredes del

vaso fueran vidrio.

3.2 Métodos de caracterizacion.

3.2.1 Microscopia Electronica de Barrido

El microscopio electronico de barrido o SEM (Scanning Electron
Microscope), inventado en 1937 por Manfred von Ardenne, es aquel que
utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una
imagen. Tiene una gran profundidad de campo, la cual permite que se
enfoque a la vez una gran parte de la muestra. También produce imagenes
de alta resolucidon, de forma que las caracteristicas mas infimas de la

muestra pueden ser examinadas con gran amplificacion.

Se eligié este como uno de los métodos de caracterizacion, debido a que
la preparacion de las muestras es relativamente sencilla ya que la mayoria
de los SEM requieren Unicamente que estas sean conductoras. De esta
manera, la muestra generalmente es recubierta con una capa de carbono o
una capa delgada de algun metal, como el oro, para conferirle caracter
conductor. Posteriormente, se barre la superficie con electrones acelerados
que viajan a través del cafion. Un detector formado por lentes basadas en
electroimanes, mide la cantidad e intensidad de electrones que devuelve la
muestra, siendo capaz de mostrar figuras en tres dimensiones mediante

imagen digital.

Para el microscopio electronico de barrido (SEM), los biomorfos fueron
sacados del bote de plastico y fueron recubiertos con oro. Los especimenes
fueron estudiados con un rango de voltaje de 10 a 15 kV, modelo SEI, y WD

de 30mm.
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3.2.2 Microscopia Electréonica de Transmision

En el microscopio electrénico de transmision se irradia una muestra
delgada con un haz de electrones de 200 keV. Parte de esos electrones son
transmitidos, otra parte son dispersados y otra parte da lugar a
interacciones que producen distintos fendmenos como emision de luz,
electrones secundarios y Auger, rayos X, etc. El microscopio electrénico de
transmisién emplea la transmision/dispersion de los electrones para formar
imagenes, la difraccién de los electrones para obtener informacion acerca
de la estructura cristalina y la emisiéon de rayos X caracteristicos para

conocer la composicion elemental de la muestra.

3.2.3 Medicion del pH

La evolucion temporal del pH en diferentes muestras fue monitoreada
sumergiendo el electrodo en la solucion madre adquiriendo los datos
continuamente durante un periodo de crecimiento de diez horas. Después
de cada medicion de larga duracion, el electrodo fue calibrado usando una

solucion reguladora de pH’s "buffers" de pH 4y 7.
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3.3 Resultados.

3.3.1 Analisis morfoldgico

Cuando la cristalizacion se realiz6 en condiciones tipicas (i.e., a 5mM Ba,
5-10mM SiO,, y pH de aproximadamente 11), se obtuvieron biomorfos con
morfologias, texturas y tamafios similares a los anteriormente reportados

(Figura 4.1)8,

Las Figuras 4.2 y 4.3 dan un panorama de las estructuras formadas con
nuestra metodologia. Los precipitados aislados después de 2 a 3 horas
exhiben formas acampanadas o de esferulitas. Estas formas son el
resultado de la contaminacion inducida de silicio de un microcristal de
carbonato en crecimiento, causando que los primeros cristales alargados
se separen en ambos extremos®. En la fase que sigue, la ramificacion de
los angulos no cristalograficos se continua de acuerdo al disefio similar®,
tal que el cristal sigue una evoluciéon morfolégica de bastén a campanay a

esfera.

Estas estructuras fractales pueden convertirse eventualmente a formas
de coliflor (Figura 4.3), dependiendo del grado particular de enramamiento
y tiempo de crecimiento activo. Ocasionalmente, uniones policristalinas
compuestas de nano varas uniformes (Figura 4.4) crecen de tales
precursores fractales. Esta transicion llamada fibrilacién, es acompafiada
por la nucleacion 3D de numerosas nanoparticulas a lo largo de la superficie
de la arquitectura del fractal®’. En concordancia con lo normalmente visto
en geles®?, la extrusién de agregados nanocristalinos en solucion precede
en un principio en la forma de segmentos laminares cuasibidimensionales,
los cuales pueden crecer de manera plana para lograr hojas extendidas con
dimensiones hasta ciertos cientos de micrometros como las que se

observan en las Figuras 4.2y 4.3.
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Figura 3.1 (A-C): Arquitecturas fractal tempranas de los biomorfos, obtenidas
después de dos horas de mezclados los reactivos. (D) unalamina (indicada por
flechas) surge después de 4 horas, escala 2um®.

Sin embargo, las hojas en crecimiento también tienen cierta tendencia a
enrollarse en algun punto a lo largo de su filo y doblarse nuevamente para
crear margenes enrollados. Este evento singular, el cual ocurre
frecuentemente en soluciones, inicia un mecanismo morfogenético que esta
gobernado por velocidades de crecimiento radiales y tangenciales, asi
como también la altura y la direccién de las curvas individuales 8,
resultando en estructuras filamentadas delicadas que pueden ser
clasificadas en helicoides regulares (Figuras 3.24B) y, formas de tipo
gusano mas gruesas y mas fuertemente envueltas (Figuras 3.24A) cuando

la cristalizacion se realiza con la variacién de las concentraciones.
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SEl  15kV WD14mm SS50

Figura 3.2 En esta imagen podemos observar la formacion de las estructuras
esperadas, que van desde hojas extendidas, de “gusano”, helicoides y “coliflores”.

3
SEl 20kV WD15mm__SS50

Figura 3.3 Escala a 100 um de los agregados obtenidos.




Figura 3.4 Agregados que se observan normalmente bajo condiciones estandar,
después de 10 horas. (A) Tipo gusano, (B) filamentos helicoidales (C) tipo hoja.
Escala 50 um®s,
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4 Compuesto Biomorfo-HAp.

4.1 Resumen

El objetivo principal de la tesis como ya se habl6 anteriormente, es el de
proponer un material que pueda ser utilizado en el area médica,
primordialmente, que cumpla con la biocompatibilidad, el cual pueda
minimizar efectos secundarios, sea barato y facil de fabricar. Por ello es que
se plantea la sintesis de un compuesto el cual tenga las caracteristicas

biocompatibles de la hidroxiapatita, y la resistencia de los biomorfos.

Se eligieron a los biomorfos debido a que estos pueden ser obtenidos de
cristales de BaCO3, asi como de CaCOgs, este ultimo, fue lo que impulso
esta tesis al poder tener compatibilidad con la HAp con los cristales de
CaCO:s.

Con la HAp pudimos obtener un polvo con las caracteristicas utilizadas
comunmente en el campo de la odontologia®2. Una vez realizada esta parte
se procedio a obtener el biomorfo con la técnica descrita por Garcia Ruiz et
al.®”:®® con la cual pudimos obtener cristales de BaCO; con morfologia que
van desde gusanos hasta coliflores, consistentes con los trabajos de Garcia

Ruiz.

Quedando asi la tarea de combinar ambos materiales. Para ello se tomé

como guia a la quimica combinatoria.
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4.2 Quimica combinatoria

La quimica combinatoria se desarroll6 a finales del siglo XX y comienzos
del Siglo XXI. Su descubrimiento arraigé fuertemente en el ambiente
cientifico, y se extendio a diversos ambitos de la quimica. Se origind debido
a las crecientes necesidades en el desarrollo de nuevos farmacos, cuyo
principio es, obtener una molécula organica de alguna (entre muchas)
maneras y someterla a un largo procedimiento de seleccién y ensayos
biolégicos. El tiempo promedio para completar el proceso de crear un
medicamento apto para uso humano es de alrededor de doce afos, con un
costo medio de unos 500 millones de ddlares. Se estima que para cada
nuevo farmaco efectivamente comercializado se evallan unos cien mil

compuestos®s.

Durante la década de 1990 se disefiaron métodos innovadores para
acelerar ese largo camino. Mientras la quimica tradicional llega a un
compuesto unico bien caracterizado, la combinatoria produce de manera

deliberada y simultanea una gran cantidad de ellos (figura 5.1).

N+ B —_— A-B

Sintesis tradicional

By Bi-By Aj-By Aqg-By Ag-By o Bg-Bp
EE |!|..:n-5|' J".;-E_'.n J'L;-ﬁ:._ .rl;-El.: --J".;-ﬁr

A .l".; |!|..'| ."l.; -'l'-" + Eg, I}—.. |!|..'|-;|' .I".',-E_'; J".',-E:._ ."l.',-l;----ll'.:._-ar
B, Pa-By Ma-Br Mo-By M-8y o Ag-B,

B, ) A8y ABe ArBy Ag-Beeoe Ay

Sintesis combinatoria

Figura 4.1 A diferencia de la sintesis tradicional, que une dos compuestos de partida (Ay
B) para formar un producto (A-B), la quimica combinatoria toma un grupo de compuestos
diferentes pero relacionados (A1-An) y los hace reaccionar con otro grupo de compuestos
también relacionados entre si (B1-Bn) para generar los productos que resultan de todas las

combinaciones posiblesss.
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De esta manera, la quimica combinatoria permite obtener una gran

cantidad de sustancias diferentes (llamadas colectivamente bibliotecas) en

forma rapida, simultdnea y eficiente. La simultaneidad puede lograrse de

dos maneras: mediante sintesis de mezclas o sintesis en paralelo (Figura

5.2). La quimica combinatoria se hizo notar cuando se obtuvieron las

primeras bibliotecas, formadas por mezclas de miles o cientos de miles de

componentes en cada recipiente de reaccion. El potencial del método

produjo una transformacion conceptual de la disciplina quimica, que

trascendio sin demoras el campo de los medicamentos y se extendié a otras

areas, como la ciencia de materiales.
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Sintesis en mezclas

Figura 4.2 En la sintesis de mezclas, los productos se obtienen en conjunto, y se produce
mas de una reaccion por recipiente. En la sintesis realizada en paralelo, los productos se
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Sintesis en paralelo

obtienen simultdneamente, con solo una reaccién por recipiente [88].
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5 Sintesis del Compuesto.

5.1 Preparacion del Compuesto.

Para la sintesis del compuesto se hace uso de la quimica combinatoria
tomando en cuenta que este tipo de proceso puede lograr facilitar tiempos

y costos de los procesos.

El proceso para el crecimiento del compuesto fue realizado en solucion
con temperatura y presion controladas. Como sustrato de crecimiento se
coloco un porta objetos en el fondo de una autoclave y se combinaron 1g.
De CaHPO,con 3g de CaO. Posteriormente se mezclo el contenido con 5ml
de silicato de sodio con pH modificado (el utilizado en la seccion 4) y 5mi

de BaCl,. El valor de pH inicial de la mezcla resulto de 11.6.

El experimento se llevd a cabo dentro de un horno a 170°C. Después de
la exposicion de la muestra al dioxido de carbono durante un periodo de
48 hrs, se removio el sustrato con un par de pinzas para ser lavado con

agua destilada y etanol.

Una vez transcurridas las 48 horas, se procedio a limpiar el sustrato con
agua destilada y acetona, e igualmente que, con los biomorfos, estos fueron
guardados en viales de plastico para evitar sobre exposicion de dioxido de

carbono y cualquier otra impureza que pudiera traer un envase de vidrio.
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5.2 Resultados

5.2.1 Analisis morfoldégico y elemental.

Una vez mas, se hizo uso de la caracterizacion por SEMy por TEM. A nuestro
material compuesto se le realizé también un andlisis elemental. Tras las 48
horas y después de limpiar el sustrato con agua destilada y acetona,
podemos observar en la Figura 6.1 que las formas de biominerales se

mantienen.

'
SElI 20kV WD14mm  SS29 x2,500 10pm
3

Figura 5.1 Panoramica del material compuesto obtenido. En esta imagen se puede
apreciar la formacion de estructuras en forma de varas A). En B) se observan la
aglomeracion de cristales en forma de larva, lo que pudo haber ocurrido debido a la
interrupcién del proceso para formar estructuras de tipo helicoidal. En C) se puede ver la
formacion de agujas.

Al momento de caracterizar por SEM se pueden observar cristales con
bordes tanto afilados como con curvas suaves. En la Figura 6.3 podemos
ver claramente la formacion del cristal deseado, i.e., un biomorfo (debido a
las estructuras con bordes suaves que se alcanzan a notar) combinado con
agujas de hidroxiapatita.
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SElI 20kV WD14mm  SS29 x15,000 1pm
3

Figura 5.2 .- Acercamiento a las estructuras en forma de capullo.

Figura 5.3 Se puede observar la formacion de un cristal con la parte interior con
estructuras con curvas suaves, la cual estd rodeada por agujas.
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Figura 5.5 Muestra utilizada para analisis elemental.

En el andlisis elemental (6.6 a 6.8) se logré obtener la composicién de
los materiales compuestos de las Figuras 6.4 y 6.5. En las graficas
obtenidas se observan que los cristales estan formados por calcio, bario y
oxigeno, que es lo que se esperaba. El silicio presente en grandes

cantidades se debe al sustrato en el que se crecié la muestra.
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. Spectrum 10

Figura 5.6 Anédlisis elemental de la Figura 6.4 espectro 10.

. Spectrum 9

Figura 5.7 Andlisis elemental de la Figura 6.5 espectro 9, en el que se observa un material
compuesto que mantiene forma de biomorfo.
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. Spectrum 12
Wt% o

Figura 5.8 Anédlisis elemental de la Figura 6.4 espectro 12.
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6 Conclusiones.

Esta tesis tiene como objetivo proponer la sintesis de un material que
pudiera llegar a ser utilizado en el area médica como sustituto o apoyo a
injertos 6seos. Para ello se tomaron como base; la hidroxiapatita, que a la
fecha es uno de los minerales més utilizados en medicina para las prétesis
dentales. Y, la mineralizacién de carbonatos alcalinos térreos (carbonato de
bario) de disoluciones de silicio con pH alto, de donde se conoce desde
hace tiempo que la interaccién entre componentes puramente inorganicos
lleva a arquitecturas impresionantes con formas curvas y helicoidales, las

cuales han sido denominadas como biomorfos de carbonato-silicio.

Para la sintesis de una HAp que tuviera propiedades para ser utilizada
en aplicaciones meédicas, se siguio el trabajo de Elizondo Villarreal y su
equipo®3. En este trabajo se pudo obtener HAp con tamafio de cristal y
morfologia de aguja, los cuales son caracteristicas de la hidroxiapatita

utilizada comdnmente en el area médica (Ver Seccion 2).

Recientemente fue propuesto un concepto general por Garcia-Ruiz y sus
colaboradores®’ que explica la formacion espontanea de estos agregados
biomiméticos en base a interacciones mediadas por el pH del silicio y el
carbonato en condiciones alcalinas. De esta manera, estos biomorfos son
continuamente producidos via cooprecipitacion acoplada de componentes,
esto es, la cristalizacion del carbonato provoca la precipitacion del silicato y
viceversa. Por lo que los estudios realizados en el marco de este trabajo
fueron por una parte para reforzar y avanzar el estatus ya existente del
mecanismo de formacion de dichos biomorfos, y ademas tratar de formar

un material compuesto acoplado en un mineral.

Uno de los principales retos durante esta tesis, fue el de no existir
estudios anteriores para la formacion de un compuesto entre el carbonato
de bario y la hidroxiapatita. Después de abordar diferentes métodos, fue la
de la sintesis en paralelo con la cual obtuvimos mejores resultados.
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Del compuesto obtenido por medio de la sintesis en paralelo, se pueden
observar cristales con diversas estructuras, las cuales siguen conservando
bordes suaves, asi como las agujas tipicas de la HAp, y debido a las
caracterizaciones realizadas, nos hace sugerir que se pudo cumplir con el
objetivo de esta tesis; lograr la sintesis de un material compuesto viable

entre los biomorfos y la hidroxiapatita.

Sin embargo, debido a las limitaciones de tiempo, bibliografia y la falta
de una caracterizaciéon mas detallada, aln quedan abiertas muchas areas
de oportunidad, entre ellas la posibilidad de realizar pruebas de

biocompatibilidad.
A futuro se puede seguir el trabajo aqui realizado para poder realizar el

compuesto a partir de cristales de carbonato de calcio, en lugar de

carbonato de bario, esto con la finalidad de lograr un material biocompatible.
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