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RESUMEN
De la tesis de Eduardo Lopez Delgado, presentada como requisito para la obtencion del
titulo de BIOINGENIERO. Ensenada, Baja California. Mayo de 2018.

SINTESIS Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE HIDROXIAPATITA
CON INCORPORACION DE IONES DE TIERRAS RARAS PARA
APLICACIONES BIOMEDICAS.

Resumen aprobado por:

W::P(Q

[z

—
Dr. David Cervantes Vasquez Dra\ Eunice Vargas Viveros
Director de Tesis Codirector de tesis

En el presente trabajo se llevd a cabo la sintesis y caracterizacion fisicoquimica de
hidroxiapatita (HAP) con incorporacion de iones de tierras raras (Eu*", Tb*", Ce*") a
diferentes concentraciones atomicas utilizando el método de sintesis sol-gel asistido con
acido tartarico. Se obtuvo una serie de materiales con concentraciones atébmicas de 1%, 2%
y 3% para cada metal de tierra rara. Posteriormente, se llevo a cabo el anélisis de las
propiedades luminiscentes de las series de materiales por medio de Espectrofotometria de
Fluorescencia. La estructura cristalina fue determinada mediante difraccion de rayos X'y la
composicion del material mediante espectroscopia de dispersion de energia. Se determin6
la morfologia del material utilizando la técnica microscopia electronica de barrido. Los
resultados obtenidos mostraron una exitosa incorporacion de los iones de tierras raras en la
red huésped del material, asi como espectros de excitacion y emision caracteristicos de las
transiciones de cada uno de los iones de tierras raras incorporados y una estructura
morfologica mesoporosa tipica de la HAP. Con base en los resultados obtenidos los
materiales sintetizados presentan aplicaciones potenciales como agentes para el rastreo de
farmacos en aplicaciones biomédicas.

Palabras Clave: hidroxiapatita, europio, terbio, cerio, fluorescencia, sol-gel.



ABSTRACT

From the thesis of Eduardo Lopez Delgado, announced as a requirement to get the
BIOENGINEERING title. Ensenada, Baja California. May 2018.

SYNTHESIS AND PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
HYDROXYAPATITE WITH INCORPORATION OF RARE EARTH IONS FOR
BIOMEDICAL APPLICATIONS

Abstract approved by:

! /’:7/ @ﬁw

Dr. David Cervantes Vasquez

Dta. Eunice Vargas Viveros

Advisor Co-Advisor

In the present work, rare earths (Eu’*, Tb*, Ce*") doped hydroxyapatite (HAp) was
synthesized and physicochemical characterization was carried out. Synthesis involved
different atomic concentrations of the dopant agent by sol-gel technique, assisted with
tartaric acid. A material series was obtained with atomic concentrations of 1%, 2% and 3%
for each rare earth metal. The optical properties, structure, morphology and element
composition were systematically characterized by photoluminescence spectra (PL), X Ray
Diffraction (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM) and Energy Dispersion
Spectroscopy (EDS). The obtained results show a successful incorporation of the rare earth
ions in the material lattice, as well as the excitation and emission spectra characteristics of
each one; besides a typical HAp mesoporous morphological structure. Based on the results,
synthesized materials show potential applications as drug tracking agents in biomedical
applications.

Key words: hydroxyapatite, europium, terbium, cerium, fluorescence, sol-gel.
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1. Introduccion

En la actualidad, el campo de la biomedicina se ha visto altamente beneficiado por la
implementacion de los biomateriales. Las propiedades fisicas, quimicas y mecdanicas
que éstos presentan, han permitido la mejora y el desarrollo de dispositivos médicos, asi
como, directamente aplicados en protocolos de diagnostico o tratamientos médicos

(Duffo, 2011).

El concepto de biomateriales ha ido variando con el paso de los afios. Se pueden
encontrar tantas definiciones del término, como autores que han escrito sobre el tema.
El origen de este término es dificil de identificar, pero puede atribuirse a los primeros
simposios de Biomateriales realizados por la Universidad de Clemson a principios del
afio 1970 (Ratner, 2004). El Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de
América define un biomaterial como cualquier materia, superficie, o constructo que
interactia con sistemas bioldgicos. Estos pueden ser de origen natural o sintetizado en
laboratorio usando componentes metalicos, polimeros, ceramicas o materiales

compuestos (U.S. Department of Health & Human Services, 2018).

Pese a que los biomateriales han tenido un papel importante en la ciencia durante el
ultimo siglo, el origen de éstos data desde miles de afios atras. La primera evidencia de
un biomaterial es encontrada en el caso del hombre Kennewick; en el afio 1996 se
encontraron los restos de un individuo prehistorico, cuya edad se estimd en unos 9000
afios. En los restos de la cadera del individuo se encontr6 una punta de flecha
incrustada. Se observo que la incorporacion inintencionada de la flecha en la cadera no

afectd de manera considerable la funcionalidad de la misma, dando asi el primer

1



ejemplo de la capacidad del cuerpo para tolerar la implantacion de materiales ajenos al

mismo organismo (Ratner, 2012).

El uso de los biomateriales tiene una amplia serie de aplicaciones a lo largo de la
historia. En la antigliedad, los egipcios cerraban heridas utilizando hilo hecho de lino.
Durante la Edad Media, fueron utilizadas suturas de cuerda de tejido de pared intestinal
en la vieja Europa. En la cultura Inca, los cirujanos utilizaban platos de oro para la
reparacion de fracturas craneales. Los mayas crearon dientes artificiales de nécar
utilizando conchas de mar en el afio 600, logrando una integracion sin costuras en el
hueso, lo que hoy en dia es conocido como integracion o6sea (Wojtezak, 2009; Ratner,

2004; Duffo, 2011)

Durante la segunda guerra mundial, el médico Sir Harold Ridley, observé que algunos
aviadores que volvian del combate tenian incrustaciones en los ojos de material
estrellado de la cabina de los aviones, mostrando que el ojo presenta una tolerancia ante
la incrustacion del material. Con base en dichas observaciones, Radley concret6 una de
las primeras evaluaciones de “biocompatibilidad” de la historia. Tiempo después,
aprovech6 la tolerancia ofrecida por el ojo ante el material incrustado y creé un
implante de lente intraocular hecho del mismo, un plastico llamado polimetilmetacrilato

(Wojtezak, 2009).

Dentro del campo de médico, los biomateriales son rara vez utilizados como simples
materiales, su uso mas comun es la integracion de estos en dispositivos biomédicos. Las

principales aplicaciones de los biomateriales son como: dispositivos médicos,



bioelectrodos y biosensores, suturas, aplicaciones oftalmologicas, ortopédicas y
dentales, apdsitos para quemaduras y sustitutos de piel, y sistemas de administracion de

farmacos (Rezaie, Bakhtiari, & Ochsner, 2015).

Los biomateriales presentan una amplia gama de propiedades las cuales permiten la
implementacion de estos en diferentes tipos de aplicaciones para diversos campos con

usos practicos o de investigacion (Ronda, 2008).

Enfocandose especificamente en las propiedades opticas que ofrecen los biomateriales,
campos como el de la Biologia, Biofisica y Medicina, son algunos de los que se han
visto altamente beneficiados por el aprovechamiento de dichas propiedades. Algunas de
las aplicaciones desarrolladas para estos campos hacen uso de materiales
nanoestructurados con incorporacion de iones de tierra raras, los cuales son
implementados en estudios biofisicos, imagenologia médica, diagnoésticos médicos,
terapia contra el cancer y detecciones bioldgicas, debido a la alta versatilidad que estos

ofrecen (Jain, 2008).

Los lantanidos (Ln) o tierras raras son aquellos elementos que siguen del lantano (La)
hasta el lutecio (Lu), en la tabla periodica, es de este hecho de donde se deriva su
nombre de lantdnidos. A esta serie de elementos también se le conoce como tierras
raras lantanidas, no queriendo decir que su escases es mayor a la de otros elementos,
como se creia en el siglo XIX cuando se encontr6é un Unico depodsito de elementos de
tierras raras en Suiza (Voncken, 2015), si no que entre sus caracteristicas se encuentra el

hecho de que forman oxidos refractarios, lo cual en términos alquimicos significa



“tierras” (Rochow, 1981). Los elementos Ln se encuentran de forma natural juntos en

algunos minerales en la litosfera (Beatty, 2007).

Los iones trivalentes de la serie de los elementos lantdnidos presentan una
configuracion electronica general [Pd]4/" 5sz5p65d0 (n=1-14) , la cual lleva a un
apantallamiento de los electrones en la capa 4f por los 5s25p6 que genera el fendmeno
conocido como contraccidon lantanida, que provoca una reduccion del radio idnico a
través de la serie conforme aumenta la carga nuclear (Figura 1), provocando una

atraccion por el nucleo de cada electron de la capa 4f (Garza Rodriguez, 2010).
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0.97 -
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0.93 -

0.91 4
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Namero Atémico

Figura 1. Representacion de la variacion del radio atémico a través de la serie de iones trivalentes

de metales lantanidos (Garza Rodriguez, 2010).

Los elementos lantanidos presentan propiedades biologicas que se basan principalmente
en la similitud que estos poseen con el elemento Calcio (Ca). Esta serie de metales
constituye el primer grupo de elementos de transicion interna, donde se van

completando los orbitales atdmicos 4f. Tienen un comportamiento quimico muy similar



entre si. Un estado de oxidacion trivalente es la base principal de su similitud, y las
diferencias que se dan entre los elementos de la serie estan definidas por la disminucion

de su niumero atémico (Enrique, 2007).

En su estado de oxidacion trivalente, los iones lantanidos presentan similitud con los
. 2+ . c e, .

iones de Ca” en su estado divalente en cuanto a su radio idnico, y a su vez, una alta

. .. 2+ . C 1s . . .y
afinidad por los sitios ocupados por el Ca™ en sistemas bioldgicos. Esta substitucion
puede ser vista en las conocidas “pruebas metélicas”, donde se reemplazan iones de
2+ 2+ 2+ . . . I3 r O
Ca”, Mg~ o Zn~ dificiles de estudiar a través de los métodos espectroscopicos
. 34 . . P . .

comunes por iones Ln’', al igual que se realiza en proteinas y otras biomoléculas

(Enrique, 2007).

Los compuestos de apatitas (M;o(TO4)sX2) han probado ser materiales eficientes para
aplicaciones Opticas gracias a sus propiedades luminiscentes al incorporarles iones de
tierras raras. Entre las apatitas se encuentra, la Hidroxiapatita (HAP), que es uno de los
mas utilizados ya que sus propiedades pueden ser modificadas mediante la sustitucion
de alguno de sus iones (Ca, P) favoreciendo su uso para aplicaciones en areas como las
bioceramicas, purificacion de agua, patologias Oseas y en especial, el campo de la

luminiscencia (Ravindranadh, 2015).

Su estructura, como se muestra en la Figura 2, consta de atomos de calcio, fosforo,
hidrogeno y oxigeno con féormula quimica Caio(PO4)s(OH),. Ademas, en su estado

natural se encuentra con porcentajes minimos de cloro, sodio, magnesio y carbonatos,



los cuales juegan un papel importante en la remineralizacion del hueso. (Garcia-

Corduio, 2006; Brown, 1994).

Fosféro

Hidroxilo
Calio (1)
Calcia (Il

Oxigeno

Figura 2. Arreglo atomico en la celda unitaria hexagonal de la HAP, mostrando posiciones atémicas

del Ca, P, O e H dentro de la celda unitaria (Garcia-Corduiio, 2006).

La HAP puede ser sintetizada facilmente en forma de polvo, normalmente presenta una
estructura hexagonal que se forma mediante precipitacion de soluciones supersaturadas
a temperaturas de entre 25-100°C. Su fase cristalina monoclinica se obtiene
principalmente al someter el material con estructura hexagonal a un tratamiento térmico,
a temperatura de 850°C con flujo de aire y un enfriado posterior a temperatura ambiente

(Mucalo, 2015).

La HAP es el biomaterial con mayor aceptacion en el campo de la reparacion y
reconstruccion de tejido 6seo defectuoso. Siendo uno de los materiales mas estudiados
para la sanacion del hueso humano, es un componente natural del hueso, asi como uno
sintético de la era moderna (Ratner, 2004). Su bioactividad, biocompatibilidad, gran
similitud quimica con la fase inorganica del hueso humano, sus propiedades no toxicas,
no inflamatorias y no inmunogénicas, asi como su osteoconductividad son las

caracteristicas que han convertido a la HAP en un material de injerto ampliamente



usado para aplicaciones dentales y ortopédicas. (Gshalaev, 2012; Mucalo, 2015).
Debido a las propiedades mencionadas, la HAP ha generado un gran interés en la
quimica moderna de materiales, por lo que se ha buscado modificar su morfologia,
composicion, estructura cristalina y tamafo de particula para obtener caracteristicas
especificas de acuerdo al tipo de aplicacion en la que se vaya a implementar (Zhang,

2009).

Debido a las caracteristicas ya mencionadas, la HAP presenta una amplia gama de
aplicaciones como un material biomédico. Entre estas, se encuentran su uso como
relleno oOseo, aleaciones bioactivas, cromatografia de columna para répido
fraccionamiento de biomoléculas debido a su excelente biocompatibilidad y su alta
similitud quimica con la fase inorgdnica del hueso humano, propiedades
osteoconductivas, sistema de carga y entrega de firmacos/proteinas/genes, andamios de

ingenieria de tejidos 6seos y reparacion de tejidos blandos (Mucalo, 2015).

Por otro lado, muchos tratamientos médicos requieren poder monitorear de alguna
manera la ubicacion de farmacos o la deteccion de tejidos, por lo cual, se requieren de

materiales que posean propiedades luminiscentes que ayuden a este tipo de monitoreo.

Para lograr un mayor aprovechamiento de las propiedades luminiscentes que la HAP es
capaz de ofrecer, se recurre a sustituciones cationicas por iones de elementos de tierras
raras, las cuales reemplazan iones de Ca”" de la HAP (Tabla 1) (Vallet-Regi, 2004).
Estos elementos presentan interesantes atributos opticos debido a su especial interaccion
con la luz, ofreciendo una mejorada dispersion y absorcion la misma. Sus propiedades

Opticas, en conjunto con sus dimensiones nanométricas, hacen madas factible su



incorporacién en sistemas biologicos, pudiendo lograr una mayor especificidad
molecular mediante la conjugacion con pequenas moléculas o ligandos de

reconocimiento.

Tabla 1. Férmula general de los minerales de apatitas y las potenciales sustituciones en sus 3

subcategorias (Vallet-Regi, 2004).

Formula general de minerales de apatita

M10(ZO4)6 X2

Subcategoria Sustituciones potenciales
M Ca, Sr, Ba, Cd, Pb, Mg, Na, K, H, D.
Z P, CO;, V, As, S, Si, Ce, Tb, Eu, B.
X OH, OD, COs, O, BO,, F, Cl, Br.

Al realizar la incorporacion de los iones de tierras raras en la estructura de la HAP se
logra potenciar hasta 5 veces, o mas, las propiedades Opticas de la matriz con la que se
esté trabajando, esto en comparacion con algunas técnicas ya implementadas, como los
tintes biomoleculares, mejorando el area de las pruebas sensitivas, donde cada
nanoparticula puede ser considerada como un nucleo luminiscente que equivale a mas

de un millon de tintes moleculares. (Jain, 2008; Zheng, 2015).

La implementacion de elementos de la serie de los lantdnidos como iones incorporados
en nanoparticulas inorganicas permite sobrellevar las deficiencias presentadas por

agentes de etiquetado, como por ejemplo, los puntos cuanticos (quantum dots)



semiconductores o nanoparticulas de fosfatos o silice. Estos agentes, pese a que
presentan buenas propiedades luminiscentes, como los tintes organicos, no cubren por
completo los requerimientos necesarios para ser excelentes agentes de etiquetado. Esto
se debe, a la presencia de Cd y As, los cuales convierten a los materiales
semiconductores en sistemas toxicos, y a que la capacidad luminiscente de estos viene
acompafiada del efecto de parpadeo (flikering effect) el cual limita la resolucion espacial

durante analisis de bioluminiscencia.

Los iones de la serie de los lantdnidos ofrecen una fluorescencia que se caracteriza por
largos tiempos de vida fluorescente, alta estabilidad fotoquimica y emisiones puntuales
ya que el ancho del pico de emision abarca unos pocos nanémetros de longitud de onda

en el espectro electromagnético (Al-Kattan, 2010).

Se ha utilizado la incorporacion de iones de Eu’* y Tb*" para llevar a cabo la conversion
de HAP hidrofébica fluorada en una version hidrofilica de las misma con asistencia de
un surfactante. En la Figura 3 se observa el esquema del proceso de conversion de las
nanoparticulas. Las particulas que se obtuvieron mostraron una excelente
biocompatibilidad y biodegradabilidad, asi como fuertes propiedades fluorescentes,
haciéndolas prometedoras para su aplicacion en imagen celular en células vivas (Hui,

2012).



hidrofébica
s

2
%\ d:l:’ rofilica
-

THF + Ciclohexano

Nano FAp:Eu  Acido Oleico Pluronic F127 Acido Oleico + F127 Célula

Figura 3. Esquema de la conversién de nanoparticulas de HAP:Eu’* fluoradas recubiertas con
acido oleico en nanocristales fluorescentes con Pluronic F127 y su uso en pruebas de imagen

celular(Hui, 2012).

A su vez, el elemento incorporado debe cumplir con ciertas propiedades que lo hagan
adecuado para su internalizacién en organismos bioldgicos, como lo son la baja o nula
toxicidad, presentar propiedades luminiscentes y su interaccion con la matriz huésped.

(De Araujo, 2007).

Los iones de Eu3+, Tb3+, Gd3+, Er3+, Mn*" han sido incorporados en matrices de HAP
para aplicaciones como imagen bioldgica, agentes de contraste para imagen de
resonancia magnética, marcado luminiscente para observaciones in vivo no destructivas,
pruebas de biocompatibilidad para la internalizacion celular, agentes de
transporte/liberacion de farmacos en periodos de tiempo extendidos, rastreo in vivo,
pruebas fluorescentes en células, monitoreo de procesos de recuperacion en tejidos
6seos, LEDs de luz blanca, lamparas fluorescentes, tubos de rayos catodicos,
dispositivos de visualizacion, laseres de estado solido y etiquetado bioldgico (Chen,

2011; Alshemary, 2015; Ravindranadh, 2015; Zheng, 2015).
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Por otro lado, muchos tratamientos médicos requieren poder monitorear de alguna
manera la ubicacion de firmacos o la deteccion de tejidos; por lo cual, se requieren de

materiales que posean propiedades luminiscentes que ayuden a este tipo de monitoreo.

Los biomarcadores, por ejemplo, tienen entre sus funciones el indicar respuestas
farmacoldgicas a una intervencion terapéutica, mediante la medicion objetiva de una
caracteristica o cambio morfologico, fisioldgico o bioquimico. Las técnicas de medida
de fluorescencia consisten en la union de moléculas fluorescentes con células huésped
(Figura 4) que al ser excitadas por una fuente de energia externa emiten radiacion
luminica que permite su rastreo en sistemas bioldgicos, asi como la distincion de células
vivas y células muertas, células normales y otras que se llegan a encontrar en tejidos ya

deteriorados o con ciertas patologias presentes (Olives, 2010).

) 4
— <y ey

célula bacteriana conjugado anticuerpo- célula bacteriana
fluoréforo sefalizada por el fluoréforo

Figura 4. Sistema de marcaje fluorescente para visualizacién de microorganismos en microscopio

(Olives, 2010).

Los biomarcadores también funcionan como sensores quimicos mediante la reaccion de
una molécula huésped de un sistema fluorescente con un cierto analito, produciendo asi
una respuesta fluorescente visible, como se demuestra en las Figuras 5 y 6 (Olives,

2010; Galan , 2015).

11



n"

hv (fluorescencia)

Figura 5. Representacion de una molécula generando una reaccion de fluorescencia en respuesta a

la interaccion con un determinado analito (Olives, 2010).

: hv. hv, h,
L ot

+ avidin

Figura 6. Mecanismo interruptor de marcaje luminiscente utilizando uniones de complejos

lantanidos con analitos (Galan , 2015).

El transporte y entrega de farmacos en organismos biologicos es una de las aplicaciones
mas innovadoras que se han desarrollado en los tltimos afios. Para llevar a cabo dicha
tarea se requiere de un material que presente las propiedades necesarias para interactuar
adecuadamente con un organismo biologico, capacidad de ser cargado con un farmaco,
asi como propiedades luminiscentes que permitan llevar a cabo el rastreo de dicho
farmaco y poder observar la liberacion y efectividad del mismo en un tratamiento. Los
polimeros biodegradables, hidrogeles, xerogeles, materiales mesoposoros como la HAP,

nanoparticulas mesoporosas de silice, SBA-15 y MCM-41 (los dos tipos més comunes
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de silices mesoporosas), son utilizados para la aplicacion de sistemas de transporte y

entrega de farmacos (Zhang, 2010).

Otra de las aplicaciones para estos materiales es la obtencion de imagenes médicas
mediante técnicas como la tomografia computarizada (CT) o tomografia de emision de
positrones (PET), donde se utilizan materiales luminiscentes de alta densidad que se
encargan de realizar la conversion de rayos X y rayos y en luz visible (Ronda, 2008), al
igual que en el 4rea de diagndstico de radiologia médica (Grabmaier, 1994). Los
cristales de ortoaluminato de lutecio con incorporaciéon de iones de Cerio son un
ejemplo de materiales utilizados para el desarrollo de centelladores (Dujardin, 1998)
(scintillators) que realizan la conversion de rayos X y rayos y en luz visible en CT y

PET (Ronda, 2008).

1.2. Mecanismo de luminiscencia de un complejo de un ion Ln

Para la obtencion de una emision luminiscente se requiere de dos procesos principales,
la excitacion y la emision. De manera general, la excitacion consiste en la irradiacion de
energia a una particula por un medio externo; en el proceso de emision, dicha particula

libera el exceso de energia absorbida en forma de radiacion luminiscente.

De manera mas especifica, el mecanismo por el cual se lleva a cabo el proceso de
emision luminiscente en un compuesto con iones de tierras raras se puede representar
mediante el Diagrama Jablenski (Figura 7), en el cual un electrén del ion de la tierra

rara pasa del estado basal (S)) a un estado excitado (S;), debido a la absorcion de
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energia al exponer el material a una fuente externa de energia; por ejemplo, una fuente
de luz ultravioleta. Una vez que los electrones se encuentran en un estado oxidado
pueden tomar dos vias de relajacion, la de emision radiativa o la de emision no-
radiativa. Por medio de la via de emision radiativa el electrén regresa a su estado basal
generando la emision de fluorescencia. En el otro caso, la via de emision no-radiativa, la
energia liberada por los electrones al regresar al estado base provoca vibraciones en la

red cristalina lo que ocasiona generacion de calor y no de luminiscencia (Garza

’
Rodriguez, 2010).
5 Excitado
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Figura 7. Representacion del Diagrama Jablenski (Garza Rodriguez, 2010).
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2. Antecedentes

En 2008, Yang et al. desarrollaron un compuesto de HAP dopada con iones de Europio
(HAP:Eu), con propiedades bioactivas, luminiscentes y mesoporosas; con la finalidad
de probarlo como transportador de farmacos para investigar sus propiedades de
almacenaje y liberacion, utilizando como farmaco modelo al ibuprofeno (IBU). Los
resultaros demostraron que se puede hacer un rastreo y monitoreo de la liberacion del
farmaco incorporado en el complejo HAP:Eu, por medio de la emision roja emitida por

los iones de europio bajo irradiacion UV (Figura 8), la cual varia en funcion de la

liberacion del fArmaco (Yang P. Q., 2008).

Liberacion de IBU

Figura 8. Representacion del sistema de almacenaje y liberacion de y IBU en HAP:Eu y fotografias

de las muestras bajo irradiacion de UV a 365nm (Yang P. Q., 2008).

En 2017 se llevaron a cabo varios trabajos relacionados con la sintesis de HAP y la
incorporacion de iones lantanidos. Haoshuo et al., realizaron la sintesis de HAP por
medio de un método hidrotermal libre de surfactante asistido con coprecipitacion para el

estudio del mecanismo de crecimiento de nanoestructuras de HAP, controlando las
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condiciones de reaccion. Estas nanoestructuras de HAP se doparon con iones de Terbio
y Europio, encontrando que, bajo irradiacion por luz azul, aquellas dopadas con Terbio
presentaron una emision de color verde, y las dopadas con Europio, una emision roja-
naranja, como se muestra en la Figura 9. Con lo que concluyeron que estas
nanoestructuras dopadas con Terbio/Europio tienen aplicaciones potenciales en la

fototerapia de luz azul y en el etiquetado fluorescente (Haoshuo et al., 2017).
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Figura 9. Espectros de emision (a,c) y excitacién (b,d) de HAP:Tb (a,b) e HAP:Eu (c,d) (Haoshuo et

al., 2017).

Gayathri et al., utilizaron un método hidrotermal con nitrato de calcio y fosfato de
diamonio, como precursores para la sintesis de nanoparticulas de HAP dopados con
Neodimio (III) (Figura 10). La incorporacion del Neodimio (III) en la fase cristalina de

las nanoparticulas de HAP las convierte en potenciales emisores del infrarrojo cercano,
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con una emision a 1064 nm, demostrando el potencial de estas nanoparticulas para
aplicaciones biomédicas del area de imagen infrarroja, entrega dirigida de farmacos y

aplicaciones de imagen terapéutica dirigida (Gayathri, 2017).

Figura 10. Representacion de la celda unitaria de HAP:Nd*" (Gayathri, 2017).

Guangjian et al., elaboraron nanorodillos de HAP funcionalizados con polimeros
luminiscentes dopados con Eu’* mediante la combinacion de reacciones de intercambio
de ligandos y el método de polimerizacion de radicales por transferencia de atomos
(ATRP) libre de superficie metélica iniciada. Debido a sus excelentes propiedades como
actividad bioldgica, biodegradabilidad y biocompatibilidad, estos nanorodillos de HAP
tienen potenciales aplicaciones en la imagen celular y la entrega de farmacos (Figura

11) (Guangjian et al., 2017).

Figura 61. Imagen fluorescente de células incubadas con los nanorodillos de HAP funcionalizados

(Guangjian et al., 2017).
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Feng Zeng et al., 2017, evaluaron la capacidad de nanorodillos de fluorapatita dopados
con Europio como transportadores de farmacos anticancerigenos, utilizando el método
de sintesis el hidrotermal. La estructura de los cristales de los nanorods que obtuvieron
permiti6 la introduccion del farmaco (Doxorrubicina) en los nanorodillos. Debido a las
propiedades fluorescentes de los nanorodillos de fluorapatita dopados con iones de
europio, se puede llevar a cabo el rastreo de la internalizacion de las nanoparticulas en

células (Figura 12) (Zeng, 2017).

-~ pH=74
-& pH=5.5

Liberacion de DOX acumulativo (%)

Tiempo (h)

Figura 72. Liberacion del firmaco acoplado al nanorod en funcion del tiempo a diferentes

concentraciones de pH ( (Zeng, 2017).

Pogosava et al., en el 2017, sintetizaron una HAP de calcio dopado con cobre sustituido
con europio por medio del método de reaccion en estado so6lido. Los resultados de los
analisis realizados mostraron una emision de un ligero color rosado en comparacidon con
la HAP de calcio dopada con cobre libre de europio, y una emision rojo-naranja

luminiscente representativa de las apatitas Unicamente dopadas con europio. Tales
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resultados proponen la implementacion de HAP de calcio dopada con cobre o dopada
con europio como pigmentos de colores ligeros con propiedades luminiscentes

(Pogosova et al., 2017).

El en trabajo reportado por Padilla et al, 2007, se llevd a cabo la sintesis de
nanoparticulas de HAP dopadas con Eu y Tb mediante precipitacion a bajas
temperaturas sin tratamiento térmico posterior. Las nanoparticulas obtenidas fueron
estabilizadas con una capa de DNA e incorporadas en células vivas. Los resultados de
las pruebas arrojaron que las nanoparticulas de HAP son fluorescentes en el intervalo
del visible del espectro electromagnético mediante excitacion usando microscopio de
escaneo laser confocal. Ya que pueden ser internalizadas por células y detectadas por
medio de su fluorescencia pueden ser utilizadas para rastreo o etiquetado intracelular.
La diferencia en los colores de emision representativos de los iones de Eu y Tb resulta
de utilidad para la distincion de la fluorescencia de las nanoparticulas de la de otros

marcadores (Padilla et al., 2007).

Cabe mencionar que la mayoria de los trabajos reportados acerca del dopado de HAP
con metales lantanidos se han llevado a cabo utilizando el Eu’", lo cual puede deberse a
su excelente contribucion a las propiedades luminiscentes de la HAP mostrando una

fuerte emision de luz roja, la cual tiene prometedoras aplicaciones en el drea biomédica.
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3. Hipotesis

El biomaterial hidroxiapatita con incorporacion de iones de tierras raras,
presenta propiedades luminiscentes para aplicaciones potenciales en &reas

médicas.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Obtener hidroxiapatita con propiedades luminiscentes a través de la incorporacion

de iones de tierras raras en su estructura.

4.2. Objetivos especificos

* Sintetizar tres series de materiales de hidroxiapatita con la incorporacion de

. 3+ 3+ 3+ .
iones de Ce” ', Tb™ y Eu™", respectivamente.

* Determinar las propiedades luminiscentes de la serie de materiales a través de

los espectros de emision y excitacion por espectrofotometria de fluorescencia.

e Determinar la estructura cristalina de la serie de materiales mediante la

difraccion de rayos X.
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* Caracterizar morfologicamente las series de materiales a través de la técnica de

Microscopia Electronica de Barrido.
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5. Marco teodrico

5.1. Método sol-gel

El método sol-gel consiste en la formacién de redes compuestas de elementos
inorganicos, estas redes se obtienen por medio de dos reacciones quimicas que se llevan
a cabo de manera simultanea, hidrdlisis y polimerizacion por condensacion (Ramirez
Palma, 2010). Este método parte de precursores moleculares, como alcdxidos metalicos
o sales inorgénicas, obteniendo un esqueleto del 6xido por medio de las reacciones
quimicas a una baja temperatura, permitiendo asi, la sintesis metaestable del 6xido y la

obtencion de solidos mixtos organo-inorganicos (Rojas Cervantes, 2012).

Una de las ventajas que ofrece este método es la de controlar la sintesis a lo largo de
todo el proceso, desde el precursor hasta el producto obtenido. Las caracteristicas que
aportan los soles y los geles permiten la obtencion de laminas, fibras, geles, polimeros
tridimensionales y cadenas (Rojas Cervantes, 2012). En comparacion con los métodos
de sintesis tradicionales, la sintesis por sol-gel permite una manipulaciéon precisa a

escala de la estructura y de las impurezas (Reyes Gomez, 2017).
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Figura 83. Diagrama del proceso sol-gel para la obtencion de diferentes tipos de productos

(Brinker, 2013).

El proceso de sintesis se lleva a cabo en las siguientes etapas:

Reaccion de hidrdlisis: adicion de agua para la obtencion de enlaces M-OH.

Reaccion de polimerizacion por condensacion: se lleva a cabo la liberacion de
una molécula de tamafio pequefio, como el agua o el alcohol, llevando asi a la
creacion de puentes OH o de oxigeno, formando polimeros lineales. En este
punto se obtiene el sol, una suspension en liquido de particulas solidas

coloidales.

Gelificacion: por adicion de agua al sol para desestabilizarlo, se obtiene un

solido coloidal amorfo con un componente fluido disperso que se encuentra

confinado en un esqueleto tridimensional, a este solido se le denomina gel.

Envejecimiento: cambios estructurales y de propiedades posteriores a la etapa de

gelificacion.
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* Sinéresis: expulsion liquido de los poros mediante la contraccion del esqueleto

debido a la atraccion entre particulas o a la formacion de enlaces.

* Secado y tratamiento térmico (Rojas Cervantes, 2012; Brinker, 2013).

5.2. Difraccion de rayos X

La obtencion de informacion cualitativa y cuantitativa, asi como estructural y acerca de
las propiedades de los materiales es de gran importancia. La implementacion de la
técnica de difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) permite la obtencion de
este tipo de informacion de sélidos cristalinos de una manera no destructiva (Ryland,
1958). Por medio de XRD se puede determinar como se encuentran acomodados los
atomos en arreglos cristalinos de compuestos solidos. Se obtiene informacion de los
angulos y distancia entre los planos cristalinos de los atomos que conforman al

compuesto (Atkins, 2006).

Los solidos cristalinos tienen como caracteristica una distribucion geométrica espacial
que se encuentra definida, esta es constante en el tiempo una vez definida una cierta

temperatura (Correa Maya, 2002).
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Figura 94. Representacion de una estructura cristalina de diamante (Valenzuela Calahorro, 1995).

La técnica de XRD se basa en un fendémeno Optico conocido como difraccion, este
consiste en la interferencia entre ondas generada cuando se encuentra un objeto en su
trayecto. La interferencia se da cuando dos o mas ondas viajan por el espacio en la
misma region, observandose un aumento (interferencia constructiva) o disminucioén

(interferencia destructiva) en la amplitud total de la onda (Atkins, 2006).

Resultante

Resultante

Figura 105. Representacion de interferencia constructiva (a) e interferencia destructiva (b) (Atkins,

2006).
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Cuando un haz de luz con determinada longitud de onda incide sobre los 4&tomos de un
material con estructura cristalina se produce el efecto de dispersion y se emite un haz de
luz con la misma longitud de onda que la incidida. Cuando esto se da en una red de
atomos cristalina se da el fenomeno de difraccion. La difraccion consiste en un efecto
de dispersion generado en los diferentes planos de una red cristalina de &tomos, como se
muestra en la Figura 16, donde un haz incide sobre los 4&tomos de cada plano en forma
paralela. Se da una dispersion en cada plano de atomos de la misma manera en cada

uno.

Figura 116. Diagrama de difraccion de rayox-X por un cristal (Suryanarayana, 1998).

La ley de Bragg describe las condiciones para que los rayos dispersos en el fenémeno

de difraccion se encuentren en fase:

* La distancia entre los trayectos DE y EC (mostrados en la Figura 16) deben ser
un multiplo de la longitud de onda para que en todos los rayos, incididos y
dispersados, las ondas se encuentren en fase. Esta condicion se encuentra

representada por la siguiente ecuacion:
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DE + EC = ni

Ya que los trayectos DE y EC tienen la misma longitud, la ecuacion puede

reescribirse como:

2DE = ni

Donde DE = d sen 8, siendo 8 el dngulo de incidencia y dispersion de los
rayos en la red cristalina. Obteniendo asi, la ecuacion representativa de la ley de

Bragg:

2dsenf = ni

Donde

d: distancia entre cada plano de la red cristalina
8: angulo de incidencia y dispersion del haz de luz
A: longitud de onda del haz de luz incidido

n: orden de difraccion

Mediante esta ley se puede obtener la distancia entre planos de un cristal y, asi mismo,

determinar los parametros de la red (Kittel, 1995; Suryanarayana, 1998).

En trabajos experimentales, la implementacion de la técnica de XRD permite obtener

informacion que lleva a la interpretacion de diversas caracterizaciones de materiales. En
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el area de materiales luminiscentes como la HAP es comun realizar la medicion del
tamafio de cristalizacion de muestras, lo cual significa medir el tamafio del polvo
muestra obtenido mediante esta técnica (Graeve, 2010), asi como determinar parametros
cristalograficos, identificar las diversas fases en cada paso de un proceso de sintesis,
interpretar los resultados para determinar la presencia o ausencia de elementos o
compuestos en la muestra (Kusrini, 2012; Liang, 2013) y obtener informacion acerca de

la morfologia del compuesto (Peng et al., 2000).

5.3. Luminiscencia

La luminiscencia es la energia emitida en forma de radiacién por algunas sustancias, la
cual se genera al excitar con una fuente de energia externa. Al excitar a la sustancia,
algunos electrones de sus atomos, pasardn a un estado de mayor energia vy,
posteriormente, volverdn a su estado basal. La transicién de estos electrones de un
estado al otro genera una emision de radiacion luminosa en el intervalo de longitudes de
onda de entre 400 y 700nm, el cual, es visible para el ojo humano, a esta radiacion se le
denomina luminiscencia (Zehe, 2001; Kitai, 2008). Esta se puede categorizar en funcion
del tiempo de emision de energia luminiscente, siendo fluorescencia, la luminiscencia
con tiempo de decaimiento del orden de un segundo de duracion aproximadamente, por
lo que la luminiscencia termina una vez que la fuente de excitacion es interrumpida, y
fosforescencia, luminiscencia persistente que continua emitiendo luminiscencia por un
determinado periodo de tiempo mayor a un segundo después de interrumpir la fuente de

excitacion (Shriver, 1998).
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La luminiscencia también puede clasificar en diferentes tipos dependiendo del tipo de

fuente de excitacion, los cuales varian en sus aplicaciones (Kitai, 2008; Tiwari, 2016):

* Fotoluminiscencia: emision de luz generada por la transicion de un electrén a un
mayor nivel de energia mediante la excitacion con fotones (haz de radiacion
electromagnética). La energia de la radiacion de luz producida normalmente es
menor a la energia de la radiacion incidida para la excitacion, ya que parte de
esta energia de excitacion es consumida para la transformacion en vibraciones
no radiantes de los dtomos o iones de la red cristalina. Esta es utilizada para
analisis de determinacion de defectos, calidad de materiales, niveles de
impureza, mecanismos de recombinacion y determinacion de separacion de

bandas.

* Radioluminiscencia: emision generada por el bombardeo a ciertos materiales con
radiacion electromagnética de alta energia, como por ejemplo, rayos X o rayos

gamma.

* Electroluminiscencia: generacion de luminiscencia al exponer un material a un
campo eléctrico. De esta manera, el material luminiscente se carga de energia
eléctrica generando un exceso en la concentracion de portadores de carga,
rompiendo el equilibrio de carga, lo que conlleva, a una emision de radiacion en
el visible. Esta es aplicada en diodos de emision de luz y monitores de pantalla

plana (Hlawiczka, 1977).
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Catodoluminiscencia: corresponde a la emision generada al exponer al material a
un haz de electrones. Esta es aplicada en la construccién de pantallas LCD y

tubos de rayos catodicos.

Bioluminiscencia: es el proceso de generacion de luz por organismos vivos
(reacciones bioquimicas). La emision de luz es el resultado de procesos de
oxidacion catalizados por enzimas en presencia de aire. Como ejemplos, se tiene

a las luciérnagas, algunas medusas y algunos tipos de peces.

Quimioluminiscencia: es la emision de luz generada como resultado de
reacciones quimicas o electroquimicas relacionadas a procesos de oxidacion-
reduccion. Algunos de los productos fabricados con propiedades

quimioluminiscentes son utilizados para analisis en laboratorios forenses.

Termoluminiscencia: es la emision de luz generada por un fendémeno
dependiente de la temperatura producido en el calentamiento de algunos
materiales cristalinos. Se utiliza en la determinacion de la antigiiedad de algunas
muestras de ceramica antigua, sedimentacién, mineralizacién y tasas de

crecimiento de dunas de arena.

En particular, la espectrofotometria de fluorescencia o fotoluminiscencia tiene como
base la emision luminiscente por parte de un material cuyos electrones en un nivel de
energia base han sido excitados a un nivel de mayor energia, por la exposicion a una

fuente de luz, UV por lo general, para finalmente, regresar a su estado original de
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manera espontanea con la consecuente emision de luz en la region del visible (Albella

Martin, 2003).

Un espectrofotometro de fluorescencia, como se muestra en la Figura 17, esta

conformado basicamente de:

* Fuente de luz: se encarga de llevar a cabo la excitacion de los electrones al
irradiar la superficie del material luminiscente. Esta puede ser un diodo emisor

de luz, un laser o una lampara xenon.

* Monocromador: realiza el analisis espectral de la luminiscencia que es emitida
por la muestra y obtiene su espectro de emision al hacer un barrido en el

intervalo de longitudes onda seleccionado. Generalmente se trata de una red de

difraccion.
Iv(lionocr_om'flfi()r Divisor de
i € excitacion
Lampara D =
] (SIS Detector 1
Detector 2 BMucstra
Monocromador
de emision

Figura 127. Conformacion basica de un espectrofotometro (Albella Martin, 2003).

La aplicacion de esta técnica permite llevar a cabo el estudio de capas delgadas de

materiales semiconductores, aislantes y orgénicos. Mediante el analisis de la radiacion
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luminiscente se obtiene informacion acerca del estado energético de cuerpos soélidos,
como la localizacion de defectos cristalinos, tipo de impurezas en la muestra, simetria
cristalina alrededor de las impurezas, distancia entre bandas, estructura electronica de la

matriz y de las impurezas, transiciones de absorcion Optica, etc.

En materiales poseedores de impurezas, se puede encontrar bandas correspondientes a
las transiciones que se dan entre los niveles de la matriz y la impureza cuando se analiza
su espectro de emision. Tratdndose de impurezas como las tierras raras, facilmente se

identifica la emision caracteristica de estos iones (Albella Martin, 2003; Zehe, 2001).

5.4. Microscopia electronica de barrido (MEB)

La microscopia electronica de barrido (MEB) permite la generacion de imagenes de alta
resolucién y apariencia tridimensional utilizando electrones, radiaciones emitidas o
reflejadas por el lado de la muestra en donde se esta incidiendo el haz electronico, por lo
que usualmente se observa la superficie de un objeto opaco al haz. Del andlisis realizado
se obtiene informacion fisicoquimica del cuerpo de la muestra. Se hace uso de
diferentes transductores que captan las sefiales emitidas por la muestra y las transforman
en corriente eléctrica para ser procesadas (Véazquez Nin, 2000; Herndndez Albaiiil,

2002).

El principio de operacion del MEB consta de la construccion de imagenes y contraste
resultado del aprovechamiento de la emision de electrones de la muestra estudiada al

momento de incidirsele un haz de electrones enfocado. A su vez, la muestra emite rayos
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Xy estos son captados por detectores que permiten su andlisis para recabar informacion
acerca de la composicion se la muestra, de igual manera que otras emisiones de la
muestra son captadas por diferentes detectores para un analisis mas completo

(Hernandez Albaiil, 2002).

Entre las caracteristicas especiales del MEB destacan su habilidad para examinar de
manera directa superficies de muestras con una larga profundad de campo, la capacidad
de detectar diferentes variaciones potenciales en la superficie de la muestra, su
profundidad de enfoque, alta resolucion, observacion de propiedades magnéticas, entre
otras, permitiendo asi realizar estudios topograficos, examinacion de superficies asperas
y microanalisis para la determinacion de la presencia cualitativa y/o cuantitativa de
elementos en detalles microscopicos (Goldstein et al., 2012; Herndndez Albaiil, 2002;

Oatley, 1966).

Un equipo de MEB consta basicamente de los siguientes componentes (ver Figura 18)

(Hernandez Albaiil, 2002):

* Cafion de electrones: se encarga de la produccion del haz de electrones.

* Lentes electromagnéticas condensadoras: reducen el didmetro del haz de

electrones para regular el aumento de la imagen obtenida.

* Apertura final: controla la divergencia del haz incidente en la muestra.
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* Lente objetivo: realiza el enfoque del haz de electrones en la superficie de la

muestra.

* Sistema de barrido: desplaza el haz de electrones por la superficie de la muestra.

* Detectores de sefiales: son transductores que captan las sefales emitidas por la

muestra (electrones secundarios, electrones reflejados, rayos X, etc.).

* Tubo de rayos catddicos (TRC): donde se lleva a cabo la presentacion de la

imagen.

caién de electrones
del SEM
NA

imagen de la muestra

columna
del SEM

caiién de electrones
del TRC

Figura 138. Diagrama del principio de formacion de imagenes del MEB (Hernandez Albaiiil, 2002).

5.5. Espectroscopia de dispersion de energia (EDE)

Esta técnica implementa un detector que utiliza un cristal semiconductor para producir

la ionizacidon de un nimero de atomos de la estructura cristalina mediante la incidencia
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de un fotén de radiacion X. La cantidad de 4tomos ionizados aumentard mientras mas
grande sea la energia del foton. La energia de ionizacion es recogida gracias a que la
intensidad de emisién es muy baja, esto, a la par con la velocidad de los equipos de
computo utilizados para realizar el andlisis, permite digitalizar y archivar el voltaje
antes de que otro foton sea incidido. Mide las transiciones a las que corresponden los
atomos mediante el reconocimiento de las frecuencias de emision de diversas energias.
Representa los resultados con una grafica semiconductiva donde se encuentran
identificados los atomos emisores de radiacion analizable en la region irradiada de la

muestra y sus abundancias relativas (Vazquez Nin, 2000).

Haz de electrones
Espectrometro de dispersion
de energia

Espéecimen
Rayos X de diferentes
energias

Analisis de la senal
por computadora

Figura 149. Esquema general del funcionamiento espectréometro de dispersion de energia (Vazquez

Nin, 2000).
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6. Metodologia experimental
6.1. Reactivos y materiales

Para la sintesis de HAP con incorporacién de iones de tierras raras, llevada a cabo
mediante la técnica de sol-gel, se utilizaron los siguientes reactivos : hidroxiapatita
comercial, Ca;o(PO4)6(OH),; acido tartarico, CsHeOg; nitrato de terbio, Tb(NOs3)s;

nitrato de cerio, Ce(NOs)s3; y nitrato de europio, Eu(NO3)s.

La sintesis de la serie de biomateriales HAP:TR, donde TR pueden ser: ce’’, Tb* o
Eu’’, se realiz6 mediante el método sol-gel asistido con 4cido tartarico basado en el

método reportado por Taxak (Taxak et al., 2009).

La reaccion quimica planteada y con la cual se realizaron los célculos estequiométricos

para determinar las cantidades de reactivos involucradas en este proceso fue:
Calo(PO4)6(OH)2+ 2OX/3M(NO3) -> Calo(l_X)M20X/3(PO4)(,(OH)2 + 1OxCa(NO3)2 (1)

donde:
M: Metal de tierra rara

X: Variacion de fraccion molar del i6n de tierra rara.
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6.2. Sintesis de HAP con incorporacion de iones de tierras raras

Se sintetizaron tres series de biomateriales HAP:TR, cada serie con una tierra rara
diferente y, a su vez, se utilizaron diferentes porcentajes atomicos de iones de tierra rara

en casa una de las series de biomateriales, quedando de la siguiente manera:

e Eu’": 1%, 2%y 3%
o Tb: 1%, 2%, 3%y 4%

o Ce 1%, 2%y 3%
El procedimiento de sintesis queda descrito en los siguientes puntos:

I.  Se pesaron las cantidades estequiométricas en base a la ecuacion (1) para

Ca;o(PO4)6(OH),, acido tartarico y los nitratos de las tierras raras Eu, Tb y Ce.

II.  Se disolvieron los nitratos y la Ca;o(PO4)s(OH), en 50 ml de 4cido nitrico al
14%, manteniéndose la muestra en agitacion constante durante 20 min. A la par,
se preparé una disolucion de acido tartarico (C4HeOg) en 50 ml de agua

destilada.

III.  Posterior a los 20 minutos de agitacion se incorpord la disolucién de acido
tartarico a la disolucion de nitrato de tierra rara con Ca;o(PO4)s(OH); en acido

nitrico. La muestra se mantuvo en agitacion por 24 h.
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IV.  Después de 24 h de agitacion, se elevo la temperatura hasta 80°C por un periodo
de 2 h (disminuyendo la temperatura en funcion de la evaporacion del disolvente

para evitar quemar precipitadamente la muestra).

Una vez evaporado el disolvente, se extrajo la muestra residual y se coloc6 en un
crisol para, posteriormente, calcinar dicha muestra en un horno con una temperatura
de 900°C por 2 h. Terminada la calcinacion, la muestra se pulverizo en un mortero y

se guardo con la etiqueta respectiva.

6.3. Caracterizacion fisicoquimica

6.3.1. Propiedades luminiscentes por fotoluminiscencia

Las propiedades luminiscentes de las series de biomateriales se obtuvieron a través
de los espectros de emision y de excitacion por medio de un espectrofotometro de
fluorescencia marca HITACHI modelo {-7000. Para la obtencion de los espectro de
emision se utilizé una radiacion electromagnética en la region del ultravioleta con
longitudes de onda especificas de acuerdo al ion de tierra rara incorporado en la
HAP, siendo las principales 251 nm, 223 nm y 208 nm para los sistemas HaP:Eu,
HAP:Tb y HAP:Ce, respectivamente. En el caso de los espectros de excitacion, se
tomaron como referencia de emision las longitudes de onda 617 nm, 544 nm y 416

nm para los sistemas HAP:Eu, HAP:Tb y HAP:Ce, respectivamente.
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6.3.2. Estructura cristalina por difraccion de rayos X

Los patrones de difraccion de rayos X de las muestras de la hidroxiapatita con la
incorporacion de iones de tierras raras, se obtuvieron por medio de la técnica de
difraccion de rayos X, utilizando un difractometro marca BRUKER modelo D2
PHASER. La radiacién que emplea este equipo es Ka del Cu, con una longitud de
onda de 1.54 A. Los patrones de difraccion de rayos X obtenidos, representan la
caracterizacion estructural de las muestras sintetizadas, representativas para cada
uno de los sistemas con los iones de tierras raras utilizadas en este trabajo

(HAP:Ce**3%, HAP:Eu®*'3%, HAP:Tb>"4%).

6.3.3. Imagenes de superficie y composicion quimica cualitativa por

microscopia electronica de barrido

Se tomaron imagenes de la superficie de algunos de los materiales para analizar
diferencias morfoldgicas asociadas a las diferentes tierras raras utilizadas en la
sintesis de estos biomateriales. Adicionalmente, se realizo un analisis cualitativo de
la composicion elemental para corroborar la presencia de los elementos quimicos
que forman parte de la estructura de la serie de los biomateriales sintetizados. Estos
andlisis fueron hechos con ayuda de un microscopio electronico de barrido marca

JEOL modelo JSM-5300.

Se analizaron las muestras representativas para cada una de las diferentes
concentraciones de iones de tierras raras utilizadas (HAP:Ce’"3%, HAP:Eu’"3%,

HAP:Tb>"4%).
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7. Resultados y discusion

7.1. Estructura cristalina

En su mayoria las propiedades de un material dependen de su estructura cristalina, entre
ellas, la luminiscencia. Es por ello que en este trabajo fue importante realizar una

caracterizacion estructural de las muestras en estudio.

En la Figura 20, se presentan los patrones de difraccion de rayos X de las muestras
representativas sintetizadas de los sistemas estudiados en este trabajo (HAP:Ce’" 3%,
HAP:Eu** 3%, HAP:Tb>" 4%), asi como la muestra de referencia, siendo ésta, la
hidroxiapatita pura (HAP). En esta figura se muestran los picos caracteristicos de los
planos cristalinos en 2 theta, y su intensidad relativa, comparados con el patrén estandar
nimero 090432 de la base de datos JCPDS que corresponde a la estructura hexagonal
de la hidroxiapatita con pardmetros de red a =9.418 A y ¢ = 6.884 A con grupo

espacial P63/m aun después de la incorporacion de los iones de tierras raras.
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Figura20. Patrones de DRX: a)HAP pura, b) HAP:Ce* 3%, ¢) HAP:Eu’"3%, d) HAP:Tb**4%.
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Es posible observar que todas las muestras de HAP con incorporacion de iones de
tierras raras, mostraron los picos de difraccion tipicos encontrados en la muestra de
HAP comercial (HAPR1). Lo anterior indica que no hay fases cristalinas diferentes,
pues no se encontraron picos de otras formas alotropicas. Esto demuestra que la
incorporacién de los iones de Eu’*, Tb*" y Ce’*, no causa variacion en la estructura del

compuesto, aunque sean provenientes de diferentes elementos.

Por otro lado, la concordancia de los picos caracteristicos obtenidos en angulos de 27°,
32° y 47-54°, de acuerdo a lo reportado por Zhao et al., 2011, indica una incorporacion

exitosa de los iones de metales lantdnidos en la estructura hexagonal de la HAP.

7.2. Analisis de fotoluminiscencia

En este apartado se reportan las propiedades luminscentes de la serie de biomateriales
HAP:TR a través de las graficas de los espectros de emision y de excitacion. De manera
general, se observan las emisiones caracteristicas asociadas a cada una de las tierras
raras utilizadas, siendo las emisiones en las regiones del rojo, verde y el azul para los
sistemas  HAP:Eu’", HAP:Tb’" y HAP:Ce’*, respectivamente. Los espectros de
excitacion muestran que las tres series de materiales son activados con luz UV en un

intervalo de longitudes de onda de 200 a 250 nm.

Las Figuras 21, 22 y 23 muestran los espectros de emision y excitacion de HAP:Eu®

utilizando concentraciones atomicas de iones de Eu®* de 1%, 2% y 3%.
y
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En la Figura 21 se muestran los espectros de excitacion al monitorear la longitud de
onda de emisioén en 617nm, presentando dos picos de mayor intensidad ubicados en las

longitudes de onda de 252 nm y de 394 nm.
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Figura 151. Espectros de excitacion HAP:Eu* (Aems=617 nm).

Las Figuras 22 y 23 muestran los espectros de emision al excitar con longitud de onda
de 251Inm y 394nm, respectivamente. En la Figura 22 se observan los picos
correspondientes a las transiciones Dy = "Fo (577nm), *Dy > 'F; (592nm), °Dy 2 'F,
(617nm), Dy > 'Fs (656nm), en la Figura 23 se observan las transiciones Dy 2 'Fy
(575nm), Dy 2> "F; (592-602nm), Dy = 'F» (617 y 630nm), “Dy > 'F3 (656nm) y °Dy
- "F,. Estas transiciones son el resultado del regreso de los electrones en los iones de
Eu’" de un estado excitado a su estado basal. En ambos anélisis de emision se presenta
un pico principal situado en una longitud de onda de 617nm, correspondiente a la regién
del rojo. Las transiciones obtenidas en los espectros concuerdan con lo reportado por

Olivia Greave y por Yang et al.. En los espectros se puede apreciar una relacion en el
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. . . ., . 3+

aumento de la intensidad obtenida con el aumento de la concentracion de iones de Eu

sin presentar variacion en la posicion de la longitud de onda de los picos de emision.
. . ., ., . 3+

Esto sugiere que la incorporacion de una mayor concentracion de iones de Eu” puede

ofrecer una mayor intensidad de emision sin alterar la estructura de la matriz huésped de

HAP.
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Figura 162. Espectro de emision HAP:Eu3+(kext=251 nm).
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Figura 173. Espectro de emision HAP:Eu3+(kext=394 nm).

43



En las Figuras 24 y 25 se muestran los espectros de excitacion y de emision del sistema

HAP:Tb*" utilizando concentraciones de iones de Tb*" de 2%, 3% y 4%.

La Figura 24 presenta los espectros de excitacion al monitorear la longitud de onda de
emision en 544 nm mostrando un pico principal a 223nm para las 3 concentraciones de
iones de Tb’". En la figura 25 se observa el espectro de emision al excitar con una
longitud de onda de 223 nm. Los picos obtenidos corresponden a las transciciones de
los electrones, en los iones de Tb>", de un estado excitado a su estado basal, las cuales
son °Dy > "Fe (489nm), Dy > Fs (544nm), Dy > "Fy (588nm), Dy > 'Fy (621nm),
con su pico principal a 544 nm, que corresponde a la region del verde. En ambos casos
es posible observar un aumento en la intensidad de los espectros obtenidos en relacion
con el aumento de concentracion de iones de Tb*". Tales transiciones corresponden a las
reportadas por Yang et al., en el 2008. Los resultados obtenidos en los espectros de
emision muestran que la incorporacion de los iones de Tb*" en los diferentes porcentajes
no presentan variacion en la posicion de la longitud de onda de sus picos de emision vy,
ademas, se observa un incremento en la intensidad de la emisién al aumentar la

.-y . 3+
concentracion de iones de Tb™ .
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Figura 184. Espectro de excitacion (Aepms=544nm) HAP:TbH*"
[ T T T T T T T T T
'o,— F —— HApP:Tb™ 2%
4 5 .
1 —— HApP:Tb™ 3%
HAp:Tb>" 4%
A =223 nm)|
ext
é ]
5 ]
©
S ]
S
w
e | ]
g
= D, F
4 6
A -
'l'l'l'rl'l'li'l'l'l'l'l'l'l'lI

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Longitud de onda (nm)

Figura 195. Espectro de emision (Aex=223 nm) HAP:Tbh*.

En las Figuras 26 y 27 se muestran los espectros de excitacion y de emision del sistema

HAP:Ce’" utilizando concentraciones atdmicas de iones de Ce* de 1%, 2%, 3% y 4%.
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En la Figura 26 se presenta los espectros de excitacion al monitorear la longitud de onda
de emision en 416 nm mostrando un pico principal a 208 nm para las cuatro
concentraciones de iones de Ce’’. En la Figura 27 se observa el espectro de emision al
excitar con una longitud de onda de 208nm. Los picos obtenidos corresponden a las
transciciones D> *F de los electrones, en los iones de Ce®", de un estado excitado a su
estado basal, con su pico principal en la region del azul del espectro electromagnético.
Los picos asociados a las transiciones D> “F de los iones de Ce®" concuerdan con los

reportados por Blasse (1991).
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Figura 206. Espectro de excitacion (Aeps=416nm) HAP:Ce™
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Figura 217. Espectro de emision (Ae=208 nm) HAP:Ce™.

7.3. Imagenes de superficie y analisis elemental por microscopia

electronica de barrido

La obtencion de imagenes de la superficie de materiales por microscopia electronica de
barrido (MEB) proporciona informacion acerca de la morfologia de la superficie del
material analizado. Por tal razén, resulta interesante observar las posibles diferencias
morfolégicas al incorporar diferentes iones de tierras raras al sistema HAP, ya que
cambios en su morfologia pueden tener influencia en sus aplicaciones. Las Figuras 28,
29 y 30 muestras las imagenes obtenidas mediante un SEM de los sistemas HAP:Eu®",

HAP:Tb*" y HAP:Ce".
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Figura 228. Imagen de SEM de HAP:Eu®* 3%.

Figura 239. Imagen de SEM de HAP:Tb** 3%.
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Figura 30. Imagen de SEM de HAP:Ce’ 3%.

Estas imagenes muestran una estructura mesoporosa, caracteristica de la HAP; sin
embargo, no se aprecian cambios en morfologia que puedan ser asociados a la presencia
deuna u otra de las tierras raras utilizadas en la sintesis de estos biomateriales. Estos
resultados apoyan los objetivos de realizar una modificaciéon Unicamente en las
propiedades luminiscentes de los biomateriales sintetizados, sin alterar alguna de sus

otras caracteristicas.

7.4. Analisis elemental por espectroscopia de dispersion de energia

Con la intencidon conocer la composicion elemental de las muestras, se llevo a cabo un
andlisis elemental por espectroscopia de dispersion de energia. Esto para verificar la
presencia Unicamente de los elementos involucrados en la sintesis de la HAP dopada

con tierras raras.
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El andlisis por espectroscopia de dispersion de energia (EDS), para las muestras de
HAP:Eu3+, HAP:Tb** y HAP:Ce3+, observado en las Figuras 31, 32 y 33, muestra la
presencia de calcio, fosforo y oxigeno en altas concentraciones, debido a que estos
elementos forman la estructura elemental de la hidroxiapatita con féormula quimica
Cajo(PO4)s(OH),. En el caso de la presencia de los iones de metales de tierras raras no
se aprecian los picos caracteristicos debido a la baja concentracion atomica de éstos en
las muestras. En la literatura se ha reportado la presencia de iones de tierras raras por
medio de EDS a concentraciones de 5% para Eu®’, 15% para Tb*" y 1% para Ce®".

(Feng et al., 2005; Yang et al., 2008; Zheng, 2015)

Figura 241. Espectros EDS de HAP:Eu™".
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Figura 252. Espectros EDS de HAP:Tb*".
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Figura 263. Espectros EDS de HAP:Ce™".

51



8. Conclusiones

Se incorporaron iones de tierras raras en la estructura de la hidroxiapatita
mediante el método sol-gel asistido con 4cido tartarico, ya que las propiedades
luminiscentes de estos iones solo se observan al encontrarse como parte de una

estructura cristalina.

. . . . .y . + +
La serie de biomateriales HAP:TR con incorporaciéon de iones de Eu®", Tb*" y
3+ . . L, . ..
Ce” mostraron la presencia de los picos caracteristicos para las transiciones
tipicas de cada una de las tierras raras, indicando asi, que estos elementos actiian

como centros luminiscentes de la estructura.

La estructura cristalina de la hidroxiapatita no se ve alterada por la incorporacién
de los iones de tierras raras ya que en analisis de los patrones de difraccion de
rayos X muestran la estructura hexagonal de la hidroxiapatita con pardmetros de
red a =9.418 Ay ¢ = 6.884 A con grupo espacial P63/m aun después de la

incorporacion de los iones de tierras raras.

La composicion elemental de los materiales sintetizados corresponde a la
composicion elemental de la hidroxiapatita (Ca, P y O) aun después de la
incorporacion de los iones de tierras raras lo que se verifico mediante la

espectroscopia de dispersion de energia.

52



* La incorporacion de iones de tierras raras en la estructura de la hidroxiapatita no
genera cambios aparentes en la morfologia de la superficie de la hidroxiapatita
ya que las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido son muy

similares independientemente de la tierra rara incorporada.

* Las propiedades luminiscentes adquiridas por la hidroxiapatita al incorporarle
iones de tierras raras permiten que este tipo de biomaterial tenga aplicaciones
potenciales para funcionar como agente de contraste en aplicaciones de imagen

celular o como agentes de rastreo farmacos.
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