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RESUMEN

De la tesis de Sergio Castro Aranda, presentada como requisito parcial para la obtencion
del titulo de BIOINGENIERO. Ensenada, Baja California. Junio de 2013.

HIDROXIAPATITA IMPURIFICADA CON DISPROSIO COMO UNA
PLATAFORMA IDEAL PARA EL DESARROLLO DE TERANOSTICOS.

\
Resumen aprobado por:

Dr. Gustavo Alonso Hirata Flores
Directar de Tesis

En este trabajo se llevd a cabo la sintesis de nanoparticulas luminiscentes de
hidroxiapatita impurificada con disprosio (Ca;0-xDyx(PO4)s(OH),..Ox:HAp:Dy") utilizando
diferentes concentraciones de Dy’ mediante el método sol-gel asistido con acido tartérico.
Se obtuvieron dos series de los materiales mencionados. La primera serie fue sometida a un
tratamientos térmico de 800 °C y la segunda a 1000 °C. Posteriormente, se analizo el
comportamiento de las propiedades fluorescentes de las nanoparticulas de HAp:Dy’"
inmersas en agua con diferentes valores de pH, en orina y en suero humano. Finalmente, las
nanoparticulas fueron funcionalizadas con albimina sérica bovina (HAp:Dy’ @BSA). Los
espectros de excitacion y emision de las nanoparticulas de HAp:Dy” " fueron analizadas por
fotoluminiscencia. La estructura cristalina y la composicion del material se determinaron
por difraccion de rayos X y espectroscopia de dispersion de energia. La morfologia y el
tamano de particula se determinaron por microscopia electronica de transmision y
microscopia electronica de barrido. Las propiedades fotoluminiscentes y el comportamiento
de la HAp:Dy'" inmersa en diferentes fluidos se obtuvieron por fotoluminiscencia.
Finalmente, los analisis de la funcionalizacion de la HAp:Dy’ @BSA se realizaron por
espectroscopia infrarroja y fotoluminiscencia. Los resultados de fotoluminiscencia
mostraron cuatro picos de emision correspondientes a las transiciones tipicas del Dy’ a
485, 575, 660 y 755 nm correspondientes a las transiciones *Fon>%Hisn, ‘Fon>Hisn,
“Fon>Hi1n y 4F9/297H9/2, respectivamente. La transicion *Fon>°H 3, centrada en los 575
nm fue la que presentd mayor intensidad. Las nanoparticulas de HAp:Dy" " preservaron sus
propiedades luminiscentes después de haber sido dispersadas en los diferentes fluidos.
Finalmente, los resultados de espectroscopia infrarroja mostraron que las nanoparticulas
fueron exitosamente funcionalizadas con albumina sérica bovina. De acuerdo con los
resultados obtenidos, las nanoparticulas de HAp:Dy’" podrian funcionar como una
plataforma ideal para el desarrollo de terandsticos.
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I. Introduccion

El empleo de materiales y sustancias de origen natural o sintético, en el tratamiento de
enfermedades, remplazos de tejido o funciones del cuerpo no es reciente. Existen reportes
que muestran que los aztecas, los romanos y los chinos utilizaban materiales como oro,
huesos, vidrio o madera para llevar a cabo implantes e intentar reparar cualquier tipo de
tejido dafiado. Estos reportes tienen una antigiiedad de mas de 2000 anos (Campa J. et al.,
2007; Hollinger, 2012; Ratner, 1996). Durante gran parte de la historia, la utilizacion de
vidrio y madera como materiales de reemplazos de tejidos del cuerpo fue de uso comin. A
finales del siglo XIX, se intentaron implantes con metales como el cobre y el bronce,
mismos que sufrian una intensa corrosion dentro del organismo humano, provocando
infecciones que ponian en riesgo la vida de los pacientes (Bhat, 2005; Campa J. et al.,
2007). A principios del siglo XX el plastico sintético ya estaba disponible, lo que llevo a
realizar muchos implantes experimentales, los cuales fueron un rotundo fracaso debido al

desconocimiento de la toxicidad de los materiales (Campa J. et al., 2007; Ratner, 1996).

En 1937, se introdujo, el polimetilmetacrilato (PMMA) que se empezd a utilizar en
implantes de tipo odontologicos, oftalmolégicos y ortopédicos (Campa J. et al., 2007;
Ratner, 1996). A partir de entonces, se introdujeron las protesis arteriales de dacron, de
cadera a base de acero inoxidable combinado con PMMA y polietileno, entre muchas otras.
El desarrollo de materiales para aplicaciones en medicina empezd a evolucionar y se
introdujo el término biomateriales. Es dificil precisar el origen del término biomateriales;
sin embargo, es probable que este campo fuera reconocido a partir del simposio de
biomateriales de la Universidad de Clemson, en Carolina del Sur, a finales de la década de

1960 y principios de la década de 1970 (Ratner, 1996).

Un biomaterial es un material destinado a interactuar con sistemas biologicos para

evaluar, tratar o remplazar cualquier tejido, 6érgano o funcion en el cuerpo (Hollinger,



2012). Esta habilidad de interaccion de los biomateriales en funciones in situ con una
respuesta del huésped apropiada y predecible en una aplicacion especifica, se conoce como
biocompatibilidad. Lo mas importante de la biocompatibilidad de un material es la manera
en que su composicion quimica influye en la respuesta de transduccion de las proteinas, de

las células y del organismo (Ratner, 1996).

Un material biocompatible puede considerarse “inerte” cuando no hay reaccion alguna
con el tejido y es estable por periodos indefinidos de tiempo; “bioactivo”, si existen
interacciones especificas con el tejido circundante; “bioabsorbible” si se disuelve dentro del
cuerpo a través de una actividad celular y el espacio vacante se ocupa eventualmente con
tejidos; y finalmente, “biodegradable” si el material se descompone en sus elementos
quimicos gradualmente, debido a una actividad bioldgica o bioquimica especifica (Campa

J. et al., 2007; Ratner, 1996).

En la actualidad existe una amplia diversidad y sofisticacion de biomateriales que son
comunmente utilizados en ciencias médicas. Estos son testimonio de los avances
significativos que han ocurrido en los ultimos 25 afios. Los biomateriales se pueden
catalogar de manera sencilla en tres clases: ceramicas, metales y polimeros (Ratner, 1996).
En el caso de las ceramicas, son materiales sélidos que estan esencialmente compuestos por
sustancias inorganicas y no metalicas (E. J. D. Bronzino, Raton, y Press, 2000). Las
cerdmicas son refractarios, compuestos policristalinos, usualmente inorgéanicos, incluidos
los silicatos, alcoxidos de metales y varios hidruros, sulfuros, y selenuros. Asi como los
oxidos Al,O,, MgO, SiO,, y ZrO, que contienen elementos metalicos y no metalicos, y
sales i6nicas como NaCl, CsCl y ZnS. Excepciones a lo anterior se encuentran en las
cerdmicas que tienen enlaces covalentes como el diamante y estructuras carbonaceas como

el grafito y el carbono pirolizado (E. J. D. Bronzino et al., 2000).

Las ceramicas que son destinadas a ser utilizadas dentro de un organismo vivo se
conocen como bioceramicas y deben poseer las caracteristicas que se muestran en la Tabla

I. Pueden ser clasificadas como no absorbibles (relativamente inertes), bioactivas o de



superficie reactiva (semi-inertes) y biodegradables o bioabsorbibles (Bronzino, 2000). Las
bioceramicas estan constituidas por combinaciones de enlaces i6nicos y covalentes que les
proporcionan caracteristicas como libertad de compresion, dureza, resistencia al desgaste, y
alta resistencia a la corrosion (Ratner, 1996). Estas caracteristicas juegan un papel

importante y brindan ventajas sobre las aplicaciones que pueden tener como biomateriales.

Tabla 1. Caracteristicas que deben tener las bioceramicas (Bronzino et al., 2000).

Caracteristicas

1. No toxicas

2. No carcinogénicas

3. No alérgicas

4. No presentar propiedades
inflamatorias

5. Biocompatibles

6. Biofuncionales mientras se
encuentren dentro del cuerpo

Las aplicaciones de los biomateriales se pueden categorizar en tres niveles dependiendo
de sus dimensiones: macrométricos = 10° m en adelante, micrométricos = 10° m, y
nanométricos = 10° m (Clark y Pazdernik, 2012). En la actualidad existen un sinfin de
aplicaciones dentro de estas categorias, en el caso de las bioceramicas algunos ejemplos se

pueden observar en la Tabla II.



Tabla II. Aplicaciones de las bioceramicas.

Macrométricos Micrométricos Nanométricos

Compositos para

i ey Herramientas de diagnéstico
reparaciones de tejido dseo

Reemplazo de huesos

Recubrimiento para protesis Marcaje fluorescente y

Implantes dentales hechas de metal codificacion Optica

Deteccion de
microorganismos patégenos
o0 proteinas especificas

Dispositivos liberadores de

Implantes oculares .
medicamento

Terandsticos en medicina

Reconstruccion de huesos ~ Material de reparacion dsea .
personalizada

En el caso de las aplicaciones a niveles nanométricos en las ciencias de la vida se han
desarrollado por décadas, formdndose asi un nuevo campo interdisciplinario entre la
medicina, biologia, toxicologia, farmacologia, quimica, ciencia de materiales, ingenieria, y
las matematicas llamado, nanomedicina. En la actualidad, la nanomedicina esta
demostrando prometedores resultados que van desde nanodispositivos implementados en
diversas fases de preclinicas y clinicas, hasta muchos otros que se encuentran en fase de

desarrollo (Janib, Moses, y MacKay, 2010; Rai et al., 2010; Torchilin, 2006).

La nanomedicina consiste en la investigacion, el desarrollo y la aplicacion de materiales
a escalas de longitud entre 1 a 100 nm (nanomateriales) (Figura 1) para el tratamiento y la
deteccion de enfermedades (Huang, Barua, Sharma, Dey, y Rege, 2011; Vo-Dinh, 2007).
Los nanomateriales ofrecen ventajas como herramientas terapéuticas y de diagnodstico
debido a su disefio flexible, tamafio, gran area superficial, y la facilidad que presentan de
poder funcionalizar sus superficies con proteinas, farmacos, péptidos, o ligandos de interés
(pequeiias moléculas que se unen a otras mas grandes) para aumentar la avidez por blancos
moleculares o celulares (Huang et al., 2011; Nelson, Cox, y Lehninger, 2008; X.-Q. Zhang
et al., 2012).
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Figura 1. Comparacion de escalas de los nanomateriales (Castro, 2012).

En la actualidad, en nanomedicina se estdin desarrollando nanoparticulas
multifuncionales con la finalidad de que puedan funcionar como teranosticos (Janowski,
Bulte, y Walczak, 2012). Un terandstico es un sistema integrado por una nanoplataforma
capaz de diagnosticar, aplicar una terapia dirigida, y monitorizar la respuesta al tratamiento

(Janib et al., 2010; Rai et al., 2010).

En el desarrollo de estas nanoparticulas teranosticas (TNP) se encuentran involucrados
los sistemas de imagen médica, incluyendo las imagenes por resonancia magnética (MRI),
los rayos X de tomografia computarizada (CT), tomografia por emisiéon de positrones
(PET), imégenes por emision de foton tnico (SPECT), imagenes de bioluminiscencia
(BLI), iméagenes fluorescentes (FLI), y ultrasonido (US) (Ai, 2011; H. Yang et al., 2011).
Cada modalidad de sistema de imagen tiene sus propias ventajas y desventajas en términos
de resolucion espacial, blanco, y profundidad de penetracion (Ai, 2011). Para aprovechar
las ventajas que los sistemas de imagen ofrecen se desarrollan TNP con propiedades
magnéticas, radioluminiscentes, fosforescentes, bioluminiscentes, fluorescentes, o con la
combinacion de estas propiedades dependiendo de la modalidad de imagen médica a

utilizar (Janib et al., 2010; Janowski et al., 2012; Rai et al., 2010).



Las TNP pueden tener mecanismos de acumulacién selectiva, activacion del
medicamento, o de un agente de contraste. Un TNP ideal puede tener la orientacion
molecular que permita la obtencidon de iméagenes durante su circulacion en el cuerpo. Al
llegar a su destino, las TNP pueden interaccionar con receptores de superficie celular
especificos a través de ligandos que reconozcan al blanco, introducirse en el citosol,

reconocer a un objetivo intracelular si es necesario, y liberar el activo terapéutico (Janib et

al., 2010).

Hasta ahora, una amplia gama de nanoplataformas han sido investigadas y desarrolladas
como TNP. Por ejemplo, polimeros, dendrimeros, hidrogeles, nanotubos de carbono,
micelas, péptidos, vesiculas, estructuras recubiertas, nanoparticulas de oro, y nanoparticulas
de ceramicas (Ai, 2011; Hou et al., 2009, 2011; P. Yang et al., 2008; P. Yang, Yang, Teng,
Lin, y Huang, 2011). En el caso de las nanoparticulas ceramicas, la hidroxiapatita presenta
ventajas como lo son: una profunda penetracion en los tejidos para la obtencion de
imagenes, un bajo costo, y una manera relativamente facil de sintetizarla, una alta

biocompatibilidad y estabilidad (Huang et al., 2011).

Las nanoparticulas de hidroxiapatita [HAp, Ca;o(PO4)s(OH);] tienen la misma
composicion que el mineral de los huesos y dientes humanos. Por lo cual, presentan
propiedades de no toxicidad, no inflamacion, osteoconductividad y bioactividad (Graeve,
Kanakala, Madadi, Williams, y Glass, 2010; H. Liu et al., 2011). Ademads, pueden ser
cinéticamente estables en los fluidos corporales (L. Li et al., 2008; C. Zhang et al., 2009).
La HAp presenta una superficie porosa que puede ser usada para cargar el terapéutico
aplicando presion, esto permite que el medicamento se mantenga intacto durante la carga y
liberacion. Asimismo, tiene una alta superficie especifica y grupos OH™ que pueden ser
utilizados para funcionalizar ligandos especificos, terapéuticos o agentes de contraste (Hou

et al., 2009; H. Liu et al., 2011; P. Yang et al., 2008).



Las nanoparticulas de HAp, como parte de una plataforma ideal para el desarrollo de
teranosticos, permite la sustitucion de los iones de calcio de la molécula por diferentes
elementos con caracteristicas especificas, por ejemplo, iones de la serie de los lantanidos.
Al sustituir a los iones Ca®" por iones trivalentes como el Eu’", Dy’" y Tb>", las
nanoparticulas de HAp pueden exhibir una fuerte fluorescencia bajo una fuente de
radiacion electromagnética (L. Li et al., 2008). El uso de lantdnidos como elementos
activadores para la sustitucion de los iones de calcio exhiben ventajas como una alta
eficiencia en la luminiscencia, estabilidad térmica y quimica, y baja energia de resonancia.
Lo que indica un menor uso de energia para su excitacion, una larga emision, y baja

toxicidad (Gai et al., 2011; Hou et al., 2011; Nam et al., 2012).

Con base en lo anterior, el objetivo de esta tesis es desarrollar nanoparticulas de
hidroxiapatita impurificada con Dy’" (HAp:Dy’") , evaluar sus propiedades luminiscentes
en diferentes condiciones y fluidos. Finalmente, funcionalizar el material con una proteina.
Esto con la finalidad de que las nanoparticulas de HAp:Dy’ " puedan ser consideradas como
una plataforma ideal para el desarrollo de sistemas teranosticos para el tratamiento y

diagnostico de enfermedades.



Hipotesis y objetivos

Hipotesis

Las nanoparticulas de hidroxiapatita impurificada con iones de disprosio (HAp:Dy’")
presentan propiedades luminiscentes estables en diferentes fluidos y se pueden
funcionalizar con albumina sérica bovina (BSA). Asimismo, presentan propiedades

potenciales para funcionar como una plataforma ideal para el desarrollo de terandsticos.
Objetivo general
Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de HAp:Dy’, evaluar sus propiedades
luminiscentes en diferentes fluidos y funcionalizarlas con albimina sérica bovina (BSA).
Objetivos especificos
1. Sintetizar nanoparticulas de HAp:Dy’" por medio del método quimico sol-gel
asistido con acido tartarico, con diferentes concentraciones de iones Dy’ partiendo
de Dy(NO3)3.
2. Obtener nanoparticulas de HAp:Dy’* < 100 nm.
3. Realizar andlisis de fotoluminiscencia (PL) para determinar los espectros de
excitacion y emision de la nanoparticulas de HAp:Dy’" y determinar la

.7 3 .
concentraciéon de Dy’  a las cuales se presenten propiedades fluorescentes

superiores.



4. Caracterizar la estructura cristalina y composicion del material por difraccion de
rayos X (XRD) y espectroscopia de dispersion de energia (EDS), la morfologia y
tamano de las particulas por microscopia electrénica de transmision (TEM) y

microscopia electronica de barrido (SEM).

5. Caracterizar las propiedades fotoluminiscentes y el comportamiento de la HAp:Dy>"

inmersa en agua con diferentes valores de pH, en orina y en suero humano.

6. Funcionalizar las nanoparticulas de HAp:Dy’" con albiimina sérica bovina (BSA).
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I1. Marco tedrico

I1.1 El espectro electromagnético

Las ondas electromagnéticas son formas de energia radiante constituidas por la
oscilacion conjunta de un campo eléctrico y un campo magnético que se propagan por el
espacio a una velocidad continua de 3.00 x 10° m/s (velocidad de la luz). El campo
eléctrico se produce por la presencia de cargas y es perpendicular al campo magnético que
se genera por el movimiento de las cargas, ambos campos se regeneran entre si

constantemente (Figura 2) (Picado y Alvarez, 2008; Rodriguez y Sanchez, 2005).

w— (Onda eléctrica

= Onda magnética

Direccion de
movimiento
de la onda

Figura 2. Oscilacién de una onda electromagnética (Rodriguez y Sanchez, 2005).

La distancia entre dos crestas de una onda electromagnética se denomina longitud de
onda (1) y la altura de las crestas de la onda se denomina amplitud. El nimero de veces que
la onda completa un ciclo en un segundo se define como frecuencia (v) y la relacion entre la

longitud de onda y la frecuencia se denomina velocidad de la onda (c). Esta relacion se
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expresa mediante la ecuacion ¢ = Av. Por lo que a medida que la longitud de onda aumenta,

la frecuencia disminuye y viceversa (Figura 3) (Burns, 2003; Rodriguez y Sanchez, 2005).

Longitud de onda larga Longitud de onda corta

—— 2 — o +]

/NN /N AANANAAN
Voo VTV

(a)

Figura 3. Relacion de la frecuencia y la longitud de onda. Las frecuencias bajas tienen longitudes de
onda largas (a) y las frecuencias altas tienen longitudes de onda cortas (b) (Burns, 2003).

Las ondas electromagnéticas emitidas o absorbidas por los 4&tomos y moléculas abarcan
espectros de longitudes de onda desde 107'® a 10’ m. Al conjunto ordenado de estas ondas
electromagnéticas, se le conoce como espectro electromagnético. El espectro
electromagnético estd conformado por diferentes regiones determinadas, la region del
espectro que el ojo humano puede detectar se conoce como luz visible y abarca desde una
longitud de onda de 400 nm que corresponde al color violeta hasta aproximadamente una
longitud de onda de 750 nm que corresponde al color rojo. Por debajo de la fraccion visible
con longitudes de onda més cortas se encuentra la region del ultravioleta (UV) cuyo rango
es de alrededor de los 4 nm hasta los 400 nm, las longitudes de onda mas proximas a la
region del visible se denominan UV cercano (321-400 nm) y las mas distantes UV lejano
(280-320 nm). Por debajo de la region ultravioleta se encuentra los rayos X cuya region
abarca desde alrededor de 0.1 nm hasta 10 nm. Por encima de la region del visible se
encuentra la region del infrarrojo (IR) que abarca una region desde los 770 nm hasta
aproximadamente 1000 um y se divide en IR cercano (770 nm-2500 nm), IR medio (2500
nm-5000 nm) e IR lejano (5000 nm-1000 pum) (Figura 4) (Burns, 2003; Ford y Freedman,
2005; McMurry y Cervantes, 2008).
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Las regiones del espectro electromagnético interactian de maneras diferentes con la
materia dependiendo de las longitudes de onda: cuando una longitud de onda determinada
se encuentra con un atomo, el campo eléctrico de la onda interfiere con la carga del
electron. Como consecuencia, puede suceder que la onda le entregue su energia al &tomo y
¢éste presente una respuesta determinada, que la energia tenga un efecto o no sobre el &tomo

depende de que éste pueda aceptar la energia recibida (Picado y Alvarez, 2008).
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Figura 4. El espectro electromagnético (Peiia, 2004).
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I1.2 Luminiscencia

La luminiscencia es la emision de luz (fotones) mediante un proceso de relajacion
electronica desde un estado excitado a un estado fundamental. En condiciones normales y
estables los atomos y moléculas se encuentran en su estado de menor energia o estado basal
donde la energia de sus nucleos, sus orbitales atdmicos, sus movimientos de vibracion,
translacion y rotacién se mantienen constantes pero con niveles bajos de energia y con un

gasto minimo de la misma (Fuentes, Castifieiras, y Queralto, 1998a).

Cuando los electrones de un dtomo ocupan los niveles mas bajos de energia de los
orbitales, se dice que se encuentran en su estado fundamental. Si el atomo absorbe energia
de una fuente externa, los electrones del estado fundamental pasan de ocupar niveles de
mayor energia (estado excitado) lo que produce un cambio en el ordenamiento de los
electrones en los orbitales por un periodo de tiempo finito, finalmente los electrones
regresan a ocupar los niveles de minima energia. Durante esta transicion, del estado
excitado al estado fundamental, el exceso de energia puede ser liberado en forma de fotones
que dependen de la fuente de energia externa y de la capacidad de los 4tomos para absorber

la energia suministrada (Devlin, 2004; Fuentes et al., 1998a).

Los diferentes tipos de luminiscencia reciben su nombre dependiendo de la fuente de
energia externa utilizada para excitar al material luminiscente. Si es excitado mediante
radiacion electromagnética (fotones) se denomina fotoluminiscencia y dependiendo del
tiempo de duracion de la emision se puede clasificar como fluorescencia y fosforescencia.
Cuando una molécula es excitada por una reaccion bioquimica se llama bioluminiscencia,
si la fuente de excitacion es una reaccion quimica se llama quimioluminiscencia. La
excitacion realizada mediante la aplicacion un campo eléctrico se denomina
electroluminiscencia. Cuando la excitacion se realiza mediante un haz de electrones se
llama catodoluminiscencia. La triboluminiscencia se da cuando la fuente de excitacion es
mediante trituracion o friccion mecénica. Finalmente, cuando la excitacion se produce

mediante la estimulacion térmica del material se denomina termoluminiscencia (Tabla III)
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(Blasse y Grabmaier, 1994; Fernandez, 2003; Fuentes et al., 1998a; Vasquez, y Echeverria,
2000).

Tabla III. Clasificacion de los distintos tipos de luminiscencia segiin la forma de excitacion (Fuentes
et al., 1998a).

Forma de excitacion Tipos de luminiscencia

Radiacion ultravioleta / visible Fotoluminiscencia

.o .. ., Quimioluminiscencia

Radiaciones quimicas y bioquimicas . . )

Bioluminiscencia

Estimulacion térmica Termoluminiscencia

Campo eléctrico Electroluminiscencia
Esfuerzos mecanicos Triboluminiscencia

11.2.1 Teoria de la fotoluminiscencia

La fotoluminiscencia es el proceso de emision de fotones basada en la excitacion de
atomos y moléculas mediante la absorcion de un haz de radiacion electromagnética. Este
fenomeno Optico presenta dos formas de emision: la fluorescencia y la fosforescencia

(Skoog, West, y Holler, 2001).

Los electrones en un dtomo se encuentran ordenados en orbitales atdbmicos (capas) con
diferentes niveles de energia, los niveles mas cercanos al nucleo poseen menor energia y
los mas alejados poseen mayor energia. Cada nivel de energia de un d&tomo comprende uno
o mas subniveles (subcapas), el nivel uno tiene un subnivel; el nivel dos tiene dos
subniveles, y asi sucesivamente. Cada subnivel tiene uno o mas orbitales que se designan
con las letras s, p, d y f. Cada orbital pueden tener como maximo dos electrones, pero estos
deben girar en direcciones opuestas, es decir, deben tener espines opuestos (Skoog, Holler,

y Crouch, 2008).

Cuando los electrones son excitados pasan a ocupar un nivel de energia superior en un
orbital mas alejado al nticleo, dependiendo de la direccion del espin del electron se habla de

un estado sencillo o uno triple. En un estado excitado sencillo el espin contintia siendo
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opuesto respecto al electron del estado fundamental, y en un estado excitado triple la
direccion del espin del electron cambia y pasa a ser la misma que la del estado fundamental
(Figura 5). El estado excitado sencillo presenta mayor energia y tiene mayor probabilidad
de ocurrir que el estado triple excitado. El estado triple tiene propiedades magnéticas y en
presencia de un campo magnético se desdobla en tres subniveles de energia (Burns, 2003;

Fuentes et al., 1998a; Skoog et al., 2008).

) | '
i |
|
| A |
Estado sencillo Estado sencillo Estado
fundamental excitado excitado triple

Figura 5. Estados electrénicos del espin de un atomo (Skoog et al., 2008).

La forma de fotoluminiscencia, al excitar los 4&tomos y moléculas mediante un haz de
luz, depende del estado electronico del espin. Si se produce una transicion desde el estado
sencillo excitado al estado fundamental y el estado excitado tiene un tiempo de vida de
alrededor de 10 s, la forma de emision es la fluorescencia. En cambio si la transicion se
produce del estado excitado triple al fundamental pasando por un estado excitado
metaestable, que permite que la duracion de la emision sea mucho mayor, desde 10
segundos hasta incluso dias, la forma de emision es la fosforescencia. Asimismo, en el
proceso de fosforescencia implica una menor pérdida de energia en comparacion con la

fluorescencia (Fuentes et al., 1998a; Skoog et al., 2008).
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11.2.1.1 Fluorescencia

En el proceso de fluorescencia la emision es de menor energia que la excitacion, esto se
debe al equilibrio vibracional que ocurre durante la transicion del estado fundamental al
estado excitado. La energia E tiene una relacion con la frecuencia vibracional v mediante la
ecuacion E = hv, donde 4 es la constante de Planck (6.62606896 x 107 Js), y la frecuencia
(v) se relaciona con la longitud de onda (4) de acuerdo a la ecuacion v = ¢/A, donde ¢ es la
velocidad de la luz. Por consiguiente, E = hc/4, lo que indica que la energia varia de manera
inversa con la longitud de onda. Por ejemplo, la fluorescencia en el visible se observa
cuando la fuente de excitacion es radiacion ultravioleta (Fuentes et al., 1998a; Skoog et al.,

2008).

Debido al equilibrio vibracional, en la fluorescencia el espectro de emision tiene cierta
simetria con el espectro de excitacion (Figura 6), pero desplazado en longitud de onda, este
desplazamiento a una longitud de onda mas larga o de menor energia, se conoce como

desplazamiento de Stokes (Fuentes et al., 1998a; Harris, 2007).
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Figura 6. Espectros de excitacion (linea continua) y emision (linea punteada) de una molécula tipica
fluorescente y su desplazamiento de Stokes (Freifelder, 2003).
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La estructura de los espectros de emision y excitacion de un material fluorescente se
explican a través de un diagrama de Jablonski, en este diagrama se representan los estados
electronicos y los diferentes niveles de energia involucrados en el proceso de fluorescencia
(Figura 7). En la Figura 7 el estado fundamental y sus cuatro subniveles se encuentran en la
parte inferior, designados con Sy. En condiciones normales y estables las moléculas y
atomos se encuentran en Sy. Los niveles de energia del estado excitado estan representados
por las dos lineas negras superiores denominadas S; y S,. Las lineas finas horizontales

representan a los niveles de energias vibracionales (Skoog et al., 2008).

Cuando una molécula o un atomo absorbe un foton, la transicion del electrén ocurre
desde el estado fundamental Sy a varios niveles vibracionales de los estados sencillos
excitados de S;y S,, en un tiempo aproximado de 10"* a 10™"° s. Los electrones excitados
en los estados S; y S, pierden rapidamente el exceso de energia vibracional y se relajan,
adquiriendo el nivel vibracional fundamental de ese estado electronico. En este caso, el
electron excitado puede volver a su estado fundamental por dos mecanismos de
desactivacion, el primero mediante la emision de un fotén (representado por las flechas
verticales en la Figura 7) a una velocidad de entre 10° a 10"° s, y el segundo mediante una
relajacion no radiante (indicada con flechas onduladas). De estos dos posibles mecanismos,
se produce aquel que reduce el tiempo de vida del estado excitado. Si la desactivacion del
estado excitado por fluorescencia es mas rapida que el mecanismo no radiante se observa la
emision de luz, en un caso contrario no se presenta la emision luminiscente. Las
caracteristicas estructurales y del entorno, de los 4atomos y moléculas en un material,
determinan la posibilidad de llevar a cabo el proceso de emision de fotones (Blasse y

Grabmaier, 1994; Skoog et al., 2008, 2001).

Dentro de los niveles de energia vibracional del estado excitado y fundamental se lleva a
cabo la relajacion vibracional que se da a través de colisiones entre moléculas excitadas y
sus alrededores con tiempos de vida es de aproximadamente 10" s. Durante las colisiones
el exceso de energia se transfiere entre los diferentes niveles de energia y se produce un

pequeiio aumento de temperatura. Una consecuencia de la relajacion vibracional es el
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desplazamiento de Stokes. Ademas, pueden tener lugar conversiones internas y externas
que son procesos menos eficaces que la relajacion vibracional, causando que los electrones
pasen de un estado electrénico a otro sin la produccién de una emision luminiscente. La
conversion interna se da por procesos intermoleculares y es un cruce de estados, por
ejemplo de Sy a S; o de S; a Sy. Este proceso ocurre cuando se da un traslape de los niveles
de energia vibracionales. Finalmente, la conversion externa se da por una interaccion del
estado electronico excitado con el medio o moléculas que lo rodean (Figura 7) (Skoog et

al., 2008, 2001).
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Figura 7. Diagrama de los niveles de energia de un sistema fluorescente (Skoog et al., 2008).
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11.2.2 Materiales fluorescentes

Los materiales fluorescentes regularmente estdn constituidos por estructuras cristalinas
inorgéanicas (estructuras que se acomodan de manera ordenada siguiendo un patrén
tridimensional) que hospedan un centro luminiscente (i6n activador), en el cual se
presentan transiciones electronicas que dan origen a los procesos de emision luminiscente

(Figura 8) (Blasse y Grabmaier, 1994; Madhukumar et al., 2007).

Excitacion Emisiéon

‘ I6n activador
‘ Red anfitriona

Relajacién no
radiante

Figura 8. Proceso de fluorescencia de una red cristalina que hospeda a un i6n activador.

La emision de fotones en un material y sus caracteristicas luminiscentes dependen de los
iones activadores y su interaccion con la estructura cristalina que lo hospeda. Las
modificaciones energéticas que se dan entre esta interaccidn permiten competir
cinéticamente con los procesos no radiativos, dando lugar a que ciertas transiciones del i6n

activador sucedan o no (Blasse y Grabmaier, 1994; Fernandez, 2003).

Los principales iones activadores son los metales de transicion del bloque d y los
lantanidos del bloque f. En el caso de los metales de transicion tienen incompletos los
orbitales d y la fluorescencia se lleva a cabo por las transiciones de los electrones de estos
orbitales. Las variaciones de la emision luminiscente dependen del tipo y la estructura a la

que esté¢ unido el i6n activador. Por otro lado, se encuentran los lantanidos que tienen
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incompletos los orbitales 4f, donde la emisidon resulta poco influida por los iones de
alrededor y por los cambios estructurales de la red anfitrién (Blasse y Grabmaier, 1994;

Fernandez, 2003).

Ademas de las estructuras cristalinas con impurificaciones de iones de metales de
transicion o iones lantanidos, y ciertos materiales, la fluorescencia también se presenta en
las biomoléculas conformadas por compuestos alifaticos con grupos carbonilo, anillos
aromaticos y algunas estructuras que presentan dobles enlaces (Fuentes et al., 1998a; Skoog

et al., 2008).

11.2.3 Iones lantanidos

La serie de los lantdnidos comprenden una serie de 15 elementos desde el lantano hasta
el lutecio. Los iones lantanidos tienen una configuracion electronica general
15%25°2p%35*3p%3d"0 4s*4p°4d' 55> 5p°4f *145575p°, los orbitales més externos de la serie
permanecen casi invariables por lo que los iones presentan propiedades quimicas muy
semejantes. En cambio los orbitales internos de la capa 4f se caracterizan por poseer
distintos nimeros de electrones en los siete orbitales de la capa, y en su mayoria los iones
tienen su capa 4f incompleta a excepcion del lantano (4f 55*5p°) (solo se muestra la
configuracion de los orbitales més externos) que la tiene completamente vacia y el lutecio
(4f "*55*5p% que la tiene completamente llena (Cartmell y Fowles, 2003; Marti, Conde,
Jimeno, y Méndez, 2008; Valenzuela, 1994).

La valencia caracteristica de los iones lantanidos es 3+, que se debe a que ademas de que
puede ceder los dos electrones de 6s° también puede ceder un electron 47", Sin embargo
algunos iones lantanidos pueden presentar valencias variables debido a la tendencia de
éstos a formar estructuras estables. Por ejemplo el Ce, Pr, Nd, Tb, y Dy que pueden
presentar tetravalencia, o el Eu, Sm, Er, e Yb que pueden presentar divalencia (Tabla IV)

(Blasse y Grabmaier, 1994; Cartmell y Fowles, 2003; Christen, 1986; Wells, 1978).
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Tabla IV. La serie de los lantanidos y sus configuraciones electrénicas correspondientes.

Numero

atémico Elemento Simbolo Valencia Atomo Ion trivalente
57 Lantano La 3+ 41 '5575p° 47°
58 Cerio Ce 3+, 4+ 4f*5575p° 41!
59 Praseodimio Pr 3+, 4+ 4135575p° 4
60 Neodimio Nd 3+, 4+ 41 *5575p° 4f>
61 Promecio Pm 3+ 41°5575p° 41°
62 Samario Sm 2+, 3+ 41 °5575p° 41>
63 Europio Eu 2+, 3+ 41 "5575p° 4f°
64 Gadolinio Gd 3+ 41°5575p° 41"’
65 Terbio Tb 3+, 4+ 41 5575p° 4f*®
66 Disprosio Dy 3+, 4+ 41 °55%5p° 4f°
67 Holmio Ho 3+ 41 ''55%5p° 471"
68 Erbio Er 2+, 3+ 4f 5575p° 41"
69 Tulio Tm 3+ 4f B5575p° 412
70 Iterbio Yb 2+, 3+ 4f 5575p° 41 >
71 Lutecio Lu 3+ 41 5575p° 41"

Con excepcion del lantano y del lutecio, la serie lantdnida del cerio al tulio presentan
electrones facilmente excitables, que al ser incorporados en un matriz sélida cristalina
poseen propiedades Opticas caracteristicas que distinguen a un i6n de otro. Algunas
propiedades son las transiciones especificas de cada i6n en las regiones ultravioleta, visible
e infrarrojo; y los espectros de absorcion y emision en forma de bandas muy estrechas, bien
delimitadas donde sus posiciones son muy poco sensibles a la red que lo contiene debido a
que los orbitales 4f se encuentran protegidos de las interacciones con fuerzas exteriores
mediante los orbitales externos 5s°5p°. Asimismo, presentan un amplio rango

electromagnético de excitacion (Blasse y Grabmaier, 1994; Marti et al., 2008).
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I1.3 Disprosio

El disprosio es un metal perteneciente a la serie de los lantdnidos, estable en el aire a
temperatura ambiente. El elemento presenta una fuerte susceptibilidad magnética, y una
configuracion electronica que le proporciona propiedades luminiscentes cuando es
incorporado en matrices organicas o inorganicas. (Conzone y Day, 2009; Enghag, 2007;
Kattel et al., 2012; Nakashima et al., 2005). Las caracteristicas generales del disprosio se

pueden observar en la Tabla V.

Tabla V. Caracteristicas generales del disprosio (Enghag, 2007).

Simbolo: Dy

Numero atomico: 66

Peso atomico: 162.50 g/mol
Configuracion electronica en estado base: [Xel4f 65

Configuracion electrénica como ion trivalente: [Xe]4f g

Valencia mas comun: 3+
Estructura cristalina: Hexagonal
Radio atémico: 1.77 A
Radio iénico del Dy*": 1.027 A

I1.3.1 Propiedades fotoluminiscentes del disprosio

El disprosio presenta propiedades luminiscentes interesantes, ya que puede emitir luz
simultaneamente a diferentes longitudes de onda (emisiones en colores amarillo, azul, rojo
o combinaciones de éstos) dependiendo de la matriz a la que se incorpore (Enghag, 2007;
Mohammad Reza Ganjali et al., 2012; Lemanski y Deren, 2011; Mallick et al, 2008). La
longitud o longitudes de onda que predominen en la emision de luz del material dependeran

de la estructura de la matriz y de la técnica de sintesis utilizada (Nagpure et al., 2009).
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Las emisiones del Dy’" provienen de las transiciones del nivel méas bajo de energia del
estado excitado *Foy hacia los niveles °Hsp, ®Hysn, "Hiin y "Hyy, del estado fundamental,

las primeras dos transiciones suelen ser las més dominantes (Figura 9) (Blasse y

Grabmaier, 1994; Song et al, 2011).
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Figura 9. Los niveles de energia del Dy’* y sus transiciones de emisién (Shinde et al., 2011).

El Dy’" presenta cuatro transiciones tipicas (Figura 10): la primera transicion
*Fo,>°Hys/ centrada en los 485 nm correspondiente a la longitud de onda del color azul, la
segunda transicion *Fo,>°H 3/ centrada en los 575 nm correspondiente al color amarillo
que suele ser la més intensa, la tercera transicion ‘Fon=>'Hjy» centrada en los 660 nm
correspondiente al color rojo y la cuarta transicion *Fo,=~> Ho, centrada en los 755 nm
dentro de la region del infrarrojo (Blasse Grabmaier, 1994; Lemanski Deren, 2011;

Madhukumar et al., 2007; Nagpure et al., 2009; Nakashima et al., 2005; Song et al., 2011).
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Figura 10. Espectro de emision del fosforo g-Ca;z(PO,),:Dy. A= 350 nm (Nakashima et al., 2005).

I1.3.2 Aplicaciones

El disprosio es comiinmente utilizado en materiales fluorescentes, materiales magnéticos
y en ciencias de la vida como materiales de contraste. Dentro de las aplicaciones mas
importantes del disprosio se encuentran la utilizacidon en materiales magnetostrictivos, que
son aquellos materiales que cambian de dimensiéon cuando son magnetizados. Otra
aplicacion interesante es la del 6xido de disprosio combinado con niquel que es utilizado
para enfriar las barras de los reactores nucleares, debido a la habilidad del disprosio para

absorber neutrones (Enghag, 2007; Mohammad Reza Ganjali et al., 2012).

En la actualidad la diversidad de materiales que presentan disprosio dentro de sus

composiciones tienen aplicaciones en lamparas fluorescentes libres de mercurio, diodos
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emisores de Iluz (LEDs), dispositivos de almacenaje, dosimetria, ldmparas
electroluminiscentes, turbinas de aire en energias verdes, carros eléctricos y como agentes
de contraste en sistemas de imagen médica como tomografia computarizada y resonancia
magnética (Hoenderdaal, Tercero Espinoza, Marscheider-Weidemann, Graus, 2013; Kattel
et al., 2012; Madhukumar et al., 2007; Nagpure et al., 2009; Ortega et al, 2004; Song et al.,
2011).

11.4 Hidroxiapatita

La hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH),, HAp) es un fosfato de calcio que se puede
encontrar de manera natural o sintética. Dentro del cuerpo humano la hidroxiapatita es la
fase mineral mayoritaria y las mas importante de las fases inorganicas que componen los

tejidos dseos y dentales (J. D. Bronzino, 2000; LeGeros et al., 2009).

Los tejidos 0seos estan compuestos por una fase inorgdnica que abarca alrededor del
69% del peso total, un 9% de agua y un 22% de una matriz orgénica (en su mayoria
colageno). Del 69% de la fase inorganica, la Ca;o(PO4)s(OH), ocupa alrededor del 80% de
la fase, asimismo se encuentran presentes otros compuestos minerales como la
hidroxiapatita con iones substituidos (por ejemplo incorporaciones de fluoruro (F-apatita),
de cloruro (Cl-apatita) y de carbonato), el fosfato dicalcico (Ca,P,05), el fosfato de calcio
dibasico (CaHPO,), el fosfato tricalcico (Cas3(PO),), fosfato octacélcico, fosfato tricalcico
con substitutos de magnesio y algunas fases amorfas de fosfato de calcio. Ademas existen
otros iones como citrato (CsHsO-"), carbonato (CO;3)*, hidroxilo (OH), fluoruro (F), y
algunas impurezas como magnesio, sodio, hierro y cloro (Bhat, 2005; Campa J. et al., 2007;

LeGeros et al., 2009).

Los tejidos dentales estan compuestos por tres tejidos especializados: el esmalte que
contiene una fase inorgénica que abarca alrededor del 97% de peso su peso total, un 1% de

una fase organica y un 2% de agua; la dentina que contiene una fase inorganica que ocupa
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alrededor del 70% de su peso, un 20% de una fase organica y un 10% de agua; y el cemento
que contiene una fase inorgdnica que abarca del 46% al 50% de peso total, un 22% de una
fase organica y un 32% de agua. Dentro de la fase inorgénica de los tejidos dentales
especializados, la hidroxiapatita carbonatada es el componente mayoritario (Campa J. et al.,

2007; Fitzgerald et al,. 2004; Mooney y Barrancos, 2006; Ross y Pawlina, 2008).

La hidroxiapatita sintética es una bioceramica de uso comun ya que practicamente tiene
la misma composicion que los tejidos dseos y dentales (Thian et al,. 2006; Yang et al.,
2011). Las principales diferencias entre la hidroxiapatita sintética y la hidroxiapatita
bioldgica son los indices de cristalinidad, los contenidos de calcio y fosforo y las relaciones
atdmicas Ca/P. Los tejidos 6seos presentan hidroxiapatita con una cristalinidad promedio
de 33-37%, un porcentaje en peso de 35.5% de calcio y 17.1% de fosforo, y una relacién
atdbmica Ca/P de 1.71. El esmalte dental presenta hidroxiapatita con un indice de
cristalinidad de 70-75%, un porcentaje en peso de 36.1% y 17.3% de fosforo, y una
relacion atomica Ca/P de 1.62. La dentina presenta hidroxiapatita con un indice de
cristalinidad de 33-37%, un porcentaje en peso de 35.5% de calcio y 17.1% de fosforo, y
una relacion atomica Ca/P de 1.59. Las variaciones en los contenidos de calcio y fosforo en
la hidroxiapatita biologica se deben a que la estructura presenta substituciones idnicas e
impurificaciones minimas de distintos iones. En cambio, la hidroxiapatita sintética tiene un
indice de cristalinidad del 80-100%, tiene un porcentaje en peso de 39% de calcio y 18.5%
de fosforo, y una relacion atomica de 1.667 (Campa J. et al., 2007; LeGeros et al., 2009;
Uddin, Matsumoto, Okazaki et al,. 2010).

I1.4.1 Estructura de la hidroxiapatita

La hidroxiapatita es una ceramica perteneciente a la familia de las apatitas, cuya formula
general es Ajo(BO4)sX, (Tabla VI). Esta familia se distingue por tener un sistema
hexagonal y un grupo espacial P63/m a pesar de su amplia gama de composiciones

(Bronzino, 2000; Demirkiran et al,. 2010; LeGeros et al., 2009).
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Tabla VI. Caracteristicas de la hidroxiapatita sintética (LeGeros et al., 2009).

Peso molecular: 1004.6206 g/mol

Familia mineral: Apatita

Sistema cristalino: Hexagonal

Grupo espacial: P6;/m

Dimensiones de la celda unitaria: a=b=9432Ayc=6881A
Relacion Ca/P: 10:6

La estructura de la hidroxiapatita, Ca;o(PO4)s(OH),, puede reescribirse como:
Ca(I)4Ca(IT)6(PO4)s(OH),. Donde se utiliza la notacién calcio tipo I Ca(I) y calcio tipo II
Ca(Il) para indicar los distintos tipos de posiciones que los 4tomos de calcio ocupan la
estructura. La division se relaciona con el numero diferente de d&tomos de oxigeno que se
encuentran rodeando a los atomos de calcio de la molécula. En la estructura el Ca(l) se
encuentra rodeado por nueve atomos de oxigeno, y el Ca(Il) se encuentra rodeado por seis y
un grupo OH'". Por otra parte, el fésforo se encuentra rodeado por cuatro d&tomos de oxigeno
y forma una tetraedro que es representativo del grupo fosfato (PO,”). Finalmente, los
grupos OH" tienen una densidad de carga con simetria casi esférica (Bronzino et al., 2000;

Campa J. et al., 2007; Graeve et al., 2010; LeGeros et al., 2009).

La unidad de construccion mas simple que contiene una representacion completa de la
distribucion de los dtomos de la estructura cristalina de la hidroxiapatita se denomina celda
unitaria. Las dimensiones de la celda unitaria de la hidroxiapatita son a = 9.432 Ay ¢ =
6.881 A, y contiene un arreglo de diez atomos de calcio (Ca™"), seis grupos fosfato (PO4>)
y dos grupos hidroxilo (OH") (Figura 11). La celda unitaria representa la porcion mas
simple del cristal y al repetirse se obtiene la estructura cristalina hexagonal de la apatita

(Bronzino et al., 2000; LeGeros et al., 2009).
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Figura 11. Celda unitaria de la hidroxiapatita. Mostrando los 4tomos de calcio tipo I (Ca(l)) y los de
calcio tipo II (Ca(Il)) en color azul, los 4tomos de fésforo rodeados por cuatro &tomos de oxigeno (color
rojo) formando el tetraedro representativo del grupo fosfato en color morado claro y los grupos
hidroxilo en color verde (Pavan et al,. 2012).

Dentro de la estructura hexagonal de la hidroxiapatita los Ca(Il) se ubican un poco
desplazados del centro del hexagono, los grupos OH™ presentan cierta movilidad debido a
que interactiian con las cargas de los dtomos de oxigeno y de los calcio tipo II. Los Ca(I)
forman prismas trigonales triapuntados con los atomos de oxigeno que los rodean y se
encuentran en las esquinas de la estructura hexagonal. Los tetraedros PO,>" se colocan de
tal manera que quedan entre los dos tipos de calcio en la estructura. El arreglo hexagonal de
la hidroxiapatita se puede observar en Figura 12 (Campa J. et al., 2007; LeGeros et al.,
2009).
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Figura 12. Cuatro celdas unitarias adyacentes representado la estructura hexagonal de la
hidroxiapatita a lo largo del eje c. Ca*" = azul, OH™ = verde, O = rojo, PO,>" = morado (Pavan et al.,
2012).

La Ca;o(PO4)s(OH), es una estructura muy estable y flexible ya que permite la
sustitucion de los iones Ca*", P°", o los grupos OH que la componen por diversos iones.
Por ejemplo, los iones Ca®" que tienen un radio iénico de 1.12 A pueden ser substituidos
por iones univalentes o trivalentes como el Sr**, Ba*,Mg*", Cd*", Ev’", Dy’", Y, La’",
Na'’, y el K'". La sustitucion de calcio se da preferentemente en los Ca(Il) ya que tienen un
menor nimero de coordinaciéon que los Ca(l). Los P>" pueden ser substituidos por iones
tetravalentes o hexavalentes como el V>, As>", Si*", Ge*", 8", Cr®’, y los grupos OH™
pueden ser substituidos por aniones como el F', CI', Br', T, (C03)2', y 0~ (Ardanova et al.,
2010; Balamurugan et al,. 2009; Z. Y. Li et al., 2007; Ouenzer y Piriou, 1999; Silva et al.,
2008). Las substituciones ionicas tienen como consecuencia la adquisicion de nuevas
propiedades; por ejemplo: propiedades luminiscentes, cataliticas o antibacteriales. También

producen cambios en la cristalografia y en las propiedades fisicoquimicas de la
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hidroxiapatita; por ejemplo, cambios en los arreglos de la red cristalina, las propiedades
espectrales, color, morfologia, solubilidad o la estabilidad térmica. El grado en los cambios
de la estructura son proporcionales al tamafio y la concentracion de los iones sustituyentes,
y la adquisicion de nuevas propiedades vienen dadas directamente por los de tipos iones
utilizados para substitucion. Aunque las sustituciones idnicas son comunes en las
hidroxiapatita biolodgica, la substituciones de los iones en la hidroxiapatita sintética
presentan diferentes respuestas de las células in vitro (Ardanova et al., 2010; Ciobanu,
Massuyeau, Constantin, y Predoi, 2011; LeGeros et al., 2009; Z. Y. Li et al., 2007; Uddin et
al., 2010).

11.4.2 Propiedades de la hidroxiapatita

La HAp es una bioceramica absolutamente biocompatible con los tejidos vivos. Es
bioactiva dado que tiene la capacidad de tener interacciones especificas con los tejidos del
cuerpo, es osteoconductiva ya que promueve la generacion de nuevo tejido de manera
direccionada, es muy estable en medios fisiologicos, permite la adhesion celular, es
insoluble, tiene la capacidad de unirse al tejido 6seo. Presenta una alta porosidad que
permite el crecimiento de hueso dentro y a través de la estructura, no presenta toxicidad, y
no presenta propiedades inflamatorias (Ardanova et al., 2010; Graeve et al., 2010; Hou et
al., 2009; Kuriakose et al., 2004; H. Liu et al., 2011; Silva et al., 2008; Thian et al., 2006;
Wei Wang et al., 2006; P. Yang et al., 2011; C. Zhang et al., 2009).

11.4.3 Aplicaciones de la hidroxiapatita

La hidroxiapatita es el compuesto més importante de los fosfatos de calcio que
conforman la fase inorganica de tejidos 6seos y dentales. Debido a esto, la mayoria de las
aplicaciones del material tienen como objetivo reemplazar de manera parcial o total los

tejidos 6seos o dentales del cuerpo humano.
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La HAp es una bioceramica utilizada comunmente como material de relleno 6seo,
material de recubrimiento para protesis metdlicas, material para reconstrucciones
ortopédicas y dentales, andamio para el crecimiento de tejidos, substituto total de hueso en
areas que no se someten a altas presiones, protesis ortopédicas y dentales, y dispositivos
liberadores de medicamento (Ardanova et al., 2010; E. J. D. Bronzino et al., 2000;
Demirkiran et al., 2010; Fitzgerald et al., 2004; He, Kjellin, Currie, y Handa, 2011; Hench,
1991; Silva et al., 2008).

Ademas, la hidroxiapatita es utilizada para absorber componentes toxicos (absorcion de
iones de cloro, fluor, paladio, cobre, cadmio, uranio, plutonio, arsénico, selenio, etc.) de
aguas contaminadas y para la absorcion de gases. Asimismo, la hidroxiapatita y la
hidroxiapatita impurificada con diversos iones son aplicadas como sensores, materiales
luminiscentes, materiales para laser, y agentes cataliticos (Ardanova et al., 2010). Otras
aplicaciones de la hidroxiapatita son la utilizacién para la separacion y purificacion de
proteinas y acidos nucleicos mediante cromatografia (Ardanova et al., 2010; Voet et al,.

2007).

11.4.4 Hidroxiapatita impurificada con disprosio como una plataforma ideal para el

desarrollo de teranosticos

La hidroxiapatita impurificada con disprosio es un material idoneo para ser utilizado
como una plataforma para el desarrollo de terandsticos. Debido a que la hidroxiapatita es
un material altamente biocompatible y bioactivo, presenta una alta porosidad que puede ser
utilizada para introducir algin agente activo y transportarlo intactamente hasta su blanco,
tiene una alta superficie especifica y grupos OH™ que pueden ser utilizadas para
funcionalizar ligandos especificos, terapéuticos o agentes de contraste (Hou et al., 2009;
Huang et al., 2011; H. Liu et al., 2011; P. Yang et al., 2008). La hidroxiapatita es una
molécula muy estable y flexible ya que los componentes de la estructura son altamente

sustituibles, lo que permite la insercion de diversos iones y la obtencion de nuevas
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propiedades (Ardanova et al., 2010; Balamurugan et al., 2009; Z. Y. Li et al., 2007,
Ouenzer y Piriou, 1999). Ademas, la hidroxiapatita es un material que actualmente ya tiene
diversas aplicaciones en ciencias médicas (Ardanova et al., 2010; Bronzino et al., 2000;
Demirkiran et al., 2010; Fitzgerald et al., 2004; He et al., 2011; Hench, 1991; Silva et al.,
2008).

Por su parte, el disprosio tiene propiedades luminiscentes y magnéticas, es un ion
trivalente que se puede introducir facilmente en la estructura de la apatita dado que presenta
un radio i6nico similar al del calcio de la estructura pero con una densidad de carga mayor
(Ardanova et al., 2010; Mohammad Reza Ganjali et al., 2012). El disprosio es un agente de
contraste utilizado comUnmente en sistemas de imagen médica como tomografia
computarizada y resonancia magnética. (M R Ganjali, Zare-Dorabei, y Norouzi, 2009;
Kattel et al., 2012; Ortega et al., 2004). Asimismo, el uso de disprosio como i6n activador
para la sustitucion de los iones de calcio exhiben ventajas como una alta eficiencia en la
luminiscencia, estabilidad térmica y quimica, baja energia de resonancia, una larga emision,

y una baja toxicidad (Gai et al., 2011; Hou et al., 2011; Nam et al., 2012).

Las nanoparticulas de HAp:Dy®" representan un material que combina las propiedades
de la hidroxiapatita y del disprosio, lo que lo hace un candidato ideal para ser utilizado
como un sistema capaz de diagnosticar, aplicar una terapia dirigida y monitorizar la
respuesta a un tratamiento. Asimismo la hidroxiapatita con diferentes morfologias y
propiedades es investigada como una plataforma para ser utilizada como un teranostico

(Hou et al., 2009; H. Liu et al., 2011; P. Yang et al., 2008, 2011).



33

I1.5 Fluidos corporales

Aproximadamente el 72% del peso del cuerpo humano est4 constituido por agua. En el
caso de los hombres es alrededor del 62% del peso corporal, en las mujeres el 52% y en
infantes el 72%. Las mujeres tienen menos proporcion de agua en el cuerpo debido a que

ellas presentan mas tejido adiposo que los hombres (Sircar, 2008).

En un hombre adulto de buena salud con un peso de 60 kg, el volumen total de agua en
el cuerpo es de alrededor de 32 L que se distribuyen de manera no uniforme en los fluidos
corporales. De los 32 L, 24 L conforman los fluidos intracelulares que son los que
contienen las células y constituyen su medio interno, 12 L conforman los fluidos
extracelulares y son aquéllos que se encuentran fuera de las células. Tres de los 12 L estan
presentes dentro de las valvulas sanguineas como fluidos intravasculares. Los nueve litros
restantes son llamados fluidos extravasculares; €stos se dividen en dos, una quinta parte lo
conforman el plasma que se encuentra alrededor de las células como un fluido intersticial,
que es separado solamente por las paredes de las valvulas sanguineas de los fluidos
intravasculares. Los otros cuatro quintos de los nueve litros estan conformados por los
fluidos transcelulares que se encuentran en compartimientos especializados. Por ejemplo,
los fluidos cerebro espinales, los fluidos intraoculares, las secreciones gastrointestinales y

la orina (Fuentes et al.,1998b; Sircar, 2008).

I1.5.1 Agua

El agua es la sustancia incolora, inodora e insipida mas abundante en los seres vivos.
Como se menciond anteriormente, constituye aproximadamente el 72% del peso total del
cuerpo humano. El contenido suele mantenerse constante en el organismo pero existe gran
variabilidad en la proporcion dependiendo del tejido, su estado fisioldgico y la actividad.
En tejidos mas jovenes y con una alta actividad, el contenido de agua es mayor que en los

tejidos de mayor edad y con menor actividad (Teijon y Garrido, 2006). El agua es una
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sustancia muy reactiva y sus propiedades fisicas y quimicas son de gran importancia para

las estructuras y funciones de las moléculas del organismo.

La molécula de H,O presenta enlaces covalentes entre los atomos de oxigeno e
hidrégeno (O-H), con una distancia de enlace de 0.958 A (1 A =10 m) y con un angulo
de 104.5 ° formado entre los tres elementos. Se ordena en el espacio en forma de un
tetraedro irregular, donde el atomo de oxigeno estd ubicado en el centro y los atomos de
hidrégeno dirigidos hacia los vértices del tetraedro dando como resultado una molécula con

distribucion de cargas asimétricas (Voet et al., 2007).

La molécula de agua es una estructura eléctricamente polar: el &tomo de oxigeno con sus
electrones no apareados presenta una carga parcial negativa y los dos 4&tomos de hidrogeno
presentan una carga parcial positiva. Las atracciones electrostaticas entre los dipolos de las
moléculas de agua son fundamentales en las reacciones bioquimicas del cuerpo (Voet et al.,
2007). Las orientaciones de las moléculas de agua forma puentes de hidrogenos entre €stas,
lo que permite mantenerlas unidas, esto se puede observar en la Figura 13 (Berg,

Tymoczko, y Stryer, 2007).
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Figura 13. Cuatro moléculas de agua ordenadas en el espacio en forma de tetraedro y unidas entre
si por puentes de hidrogeno (sefialados con puntos) (Teijén y Garrido, 2006).
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Cada molécula de agua puede unirse a otras cuatro moléculas mediante puentes de
hidrégeno, lo que produce una cohesion interna y es la base de sus propiedades de tanto
interés biologico. Dentro de las propiedades que juegan un papel fundamental en el cuerpo
humano se encuentran: el tener un elevado calor especifico, lo que permite que los puentes
de hidrégeno se rompan lentamente produciendo en el organismo una estabilizacién en la
temperatura, tener un elevado calor de vaporizacioén, lo que proporciona al cuerpo la
capacidad de mantener una temperatura mas baja que la del ambiente cuando hace calor;
tener una elevada conductividad térmica que facilita al cuerpo mantener una temperatura
igualitaria en todas las partes del cuerpo, y finalmente contar con una elevada tension
superficial, lo que posibilita la dsmosis entre las células permitiendo el intercambio de
fluidos entre los tejidos (Teijon y Garrido, 2006; Voet et al., 2007). Ademas, el agua es un
disolvente muy versatil permitiéndole disolver compuestos i6nicos, compuestos polares y

solubilizar compuestos de caracter lipidico (Berg et al., 2007).

11.5.2 Orina

Los rifiones son los 6rganos encargados de mantener constantes las caracteristicas
fisicoquimicas de los fluidos internos del cuerpo humano. La formacion de orina se realiza
mediante el ultra filtrado del plasma sanguineo por medio de los rifiones. En este proceso se
lleva a cabo la reabsorcion de agua y sustancias esenciales filtradas para el funcionamiento
del cuerpo, donde en promedio 170 000 ml de plasma filtrado son transformados en 1 200
ml de orina en un dia. La orina es utilizada como una herramienta base para el diagnostico

del cuerpo humano (Coté et al,. 2008; Strasinger y Schaub, 2010).

La orina estd compuesta de urea y otras sustancias quimicas tanto organicas como
inorganicas disueltas en agua. Contiene 95% de agua y 5% de solutos, esta concentracion
de solutos suele variar dependiendo de factores como la alimentacion, la actividad fisica, el
metabolismo corporal, el clima, las funciones endocrinas, entre otros. La urea es el

producto de desecho producido en el higado por la actividad catabolica de proteinas y
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aminoacidos. El color de la orina es amarillo, su reaccion es acida y su sabor salado

(Strasinger y Schaub, 2010). La composicion de la orina se puede observar en Tabla VII .

Tabla VII. Composicion de la orina recolectada en 24 h (Strasinger y Schaub, 2010).

Componente Cantidad Comentario
Organico
60-90% de material nitrogenado; derivados del
Urea 25-35¢g . Lo )
metabolismo de los aminodcidos en amoniaco
.. Derivado de la creatina, sustancia nitrogenada en el tejido
Creatinina 15¢g
muscular
Componente comun de los calculos renales, derivados del
Acido trico 04-1¢g catabolismo de los 4acidos nucleicos en los alimentos y la
destruccion celular
Acido El 4cido benzoico se elimina de cuerpo en esta forma,
o 0.7¢g . .
hipurico aumenta con dietas de alto contenido de vegetales
Hidratos de carbono, pigmentos, acidos grasos, enzimas,
Otras - }
sustancias 29¢ hormonas; pueden estar presentes en pequefias cantidades
en funcion de la dieta y el estado de salud
Inorganico
NaCl 15¢g Sal principal; varia con el aporte dietético
K"’ 33¢g Aparece como cloruro, sulfato y sales de fosfato
Sulfato . D,
(S0.Y) 25¢g Derivados de aminoacidos
3- Se produce en general como compuestos de sodio que
PO4 0.7 g , .y .
actian como solucion amortiguadora en la sangre
. Procedente de las proteinas y del metabolismo de la
Amonio . s i . , .,
(NH,") 0.7¢g glutamina en los rifiones; la cantidad varia en funcion de la
¢ sangre y de la acidez del liquido del tejido
Mg 0.1g Aparece como cloruro, sulfato y sales de fosfato
Ca™ 03¢g Aparece como cloruro, sulfato y sales de fosfato
I1.5.3 Suero

La sangre es el medio de transporte mas importante del organismo. En un hombre adulto

tiene un volumen aproximado de 6 L que equivale en promedio del 7% al 8% de peso

corporal. La sangre mantiene la homeostasis del cuerpo, transporta y distribuye desde
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sustancias nutritivas, oxigeno, células, hormonas, sustancias reguladoras y agentes

humorales hasta desechos, restos celulares y didoxido de carbono (Ross y Pawlina, 2008).

La sangre tiene una composicion general de células sanguineas (eritrocitos, leucocitos y
trombocitos) y sus derivados y el plasma sanguineo rico en proteinas. El volumen relativo

de células sanguineas es del 45% y del plasma 55% (Koolman y R6hm, 2004) .

El plasma sanguineo es un liquido claro y ligeramente amarillento compuesto en mas del
90% de agua, alrededor del 7% de proteinas y 1% de otros solutos (Tabla VIII). Las
proteinas plasmaticas son principalmente albumina, globulinas y fibrindgeno, pero existen
otras en menores cantidades. La albiimina es la proteina mas abundante del plasma y
constituye del 54-58% de las proteinas totales. Su funcion general es el transporte de la
tiroxina y de la triyodotironina, la conservacion de la presion osmotica, el transporte de
acidos grasos, bilirrubina, acidos biliares, hormonas esteroides, iones inorganicos, y

farmacos (Koolman y R6hm, 2004; Ross y Pawlina, 2008; Teijon y Garrido, 2006).

Tabla VIII. Composicién del plasma sanguineo (Ross y Pawlina, 2008).

Componente %

Agua 91-92
Proteinas (albumina, globulinas, fibrindgeno)  7-8
Otros solutos: 1-2

- Electrolitos (Na", K", Ca™", Mg2+, Crl,
HCO5', PO, SO4Y)

- Sustancias nitrogenadas no proteicas
(urea, acido urico, creatina,
creatinina, sales de amonio)

- Sustancias nutritivas (glucosa,
lipidos, aminoécidos)

- Gases sanguineos (oxigeno, didéxido
de carbono, nitrégeno)

- Sustancias reguladoras (hormonas,
enzimas)
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Las globulinas comprenden a las inmunoglobulinas (en mayor concentracién) y a las
globulinas no inmunes. Sus funciones son servir como proteccidn, transporte de iones y
agentes de coagulacion. El fibrindgeno es la proteina mas grande dentro del plasma y tiene
como funcion ser un factor de coagulacion que se convierte en fibrina por la accion de otras

proteinas contenidas en el plasma sanguineo (Ross y Pawlina, 2008).

El suero tiene la misma composicién que el plasma sanguineo excepto que éste carece
de los factores de coagulacion (fibrindgeno y otros factores). El suero es obtenido después
de separar los factores de coagulacion, regularmente mediante centrifugacion (Koolman y

Rohm, 2004; Ross y Pawlina, 2008).

11.6 Proteinas

Las proteinas son polimeros organicos lineales que desempefian una amplia variedad de
funciones vitales. La diversidad de los papeles que juegan las proteinas en el organismo se
pueden clasificar de manera general en funciones: de estructura, de transporte, de
proteccion y defensa, de control y regulacion, de catalisis, de comunicacion, de
almacenamiento, de movimiento, y muchas otras especializadas (Alberts et al., 2006; Voet

etal., 2007).

Las proteinas se ensamblan a partir de un grupo de 20 L-aminoacidos, cada uno con
diferentes propiedades quimicas, que son definidas por las cadenas laterales de cada
aminodcido. Un L-aminodcido tiene una estructura general mostrada en la Figura 14 y
consiste en un atomo de carbono central, llamado carbono o, unido a un grupo amino (-
NH3), un grupo carboxilo (-COOH), un 4tomo de hidrégeno y un grupo R (cadena lateral)
que es diferente en cada aminoacido (Berg et al., 2007; Teijon y Garrido, 2006).
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Figura 14. Estructura general de los aminoacidos (Voet et al., 2007).

Los L-aminoacidos se ensamblan unos con otros a través del enlace peptidico. Un enlace
peptidico es una reaccion de condensacion covalente que se forma cuando el atomo de
carbono del grupo carboxilo desprotonado (disociado) (-COO7) de un aminoacido comparte
electrones con el atomo de nitrogeno de un grupo amino protonado (-NH;") de otro

aminoacido (Figura 15) (Alberts et al., 2006; Berg et al., 2007).

Glicina

Alanina

FORMACION DE

ENLACE PEPTIDICO @& Ao
CON ELIMINACION

DE AGUA

Enlace peptidico en glicilalanina

Figura 15. Ensamble de dos aminoacidos mediante el enlace peptidico (Alberts et al., 2006).
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Cada proteina difiere en su secuencia de aminoacidos, de manera que la posicion
secuencial de las cadenas laterales le confiere sus propiedades individuales y la
conformacion estructural que adopta. Las proteinas se pliegan en conformaciones unicas y
de menor energia, estas conformaciones se mantienen estables mediante puentes de
hidrogeno, enlaces i6nicos y fuerzas de Van der Waals. Lo que les permite tener complejos

niveles de organizacion (Figura 16) (Alberts et al., 2006).

Niveles de organizacion de las proteinas

o°°°'>¢ofn

000
- ﬂ¢ gloj Estructura primaria de las proteinas

PW es la secuencia o cadena de amino acidos
Amino Acidos oo nc%
A -0

Hoja Plisada Hélice Alfa

Estructura secundaria de las proteinas
se produce cuando la secuencia de amino acidos
estan unidas por enlaces de hidrégeno

Hoja

Plisada Estructura terciaria de las proteinas
se produce cuando ciertas atracciones estan presentes
entre las hélices alfa y hojas plegadas.

Helice

Alfa

Estructura cuaternaria de las proteinas
es una proteina formada por mas de una
cadena de amino acidos.

Figura 16. Estructuras conformacionales de las proteinas (Witherly, 2012).
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11.6.1 Albumina sérica

La albimina sérica es una proteina que tiene una masa molecular de alrededor de 66
kDa, su sintesis es llevada a cabo en el higado, presenta una alta solubilidad en agua, y
tiene un punto isoeléctrico de 4.8 lo que le confiere un caracter acido. La estructura
primaria de la proteina estd constituida por una cadena polipeptidica de 582 aminoécidos,
que carece de carbohidratos (no esta glucosilada). De los 582 aminoécidos que conforman
la estructura, destacan 60 lisinas (Lys) que mediante los grupos amino protonables (-NH>)
de sus cadenas laterales le permiten unirse a otras proteinas y péptidos. También notorios
son los 41 residuos de acido aspartico (Asp) y los 58 de 4cido glutdmico (Glu), que
mediante los grupos carboxilo disociables (-COOH) de sus cadenas laterales le permiten
unirse a diferentes proteinas y péptidos, asi como a ligandos. Asimismo, destacan los 35
residuos de cisteina (Cys) que le permiten formar 17 puentes de disulfuro (Koolman y

Rohm, 2004; Misra et al., 2010; Ross y Pawlina, 2008; Teijon y Garrido, 2006).

Tabla IX. Composicion de aminoacidos de la albtiimina sérica bovina (Bloomfield, 1966; Hirayama,
Akashi et al., 1990).

Aminoacido Cantidad Aminoacido Cantidad

Ala 48 Val 38
Phe 30 Asp 41
Lys 60 His 16
Pro 28 Met 5

Thr 34 Arg 26
Cys 35 Trp 3

Gly 17 Glu 58
Leu 65 Ile 15
Gln 21 Ser 32

Try 21 Asn 14
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La conformacion estructural inica de la albumina sérica esta dada por los 17 puentes de
disulfuro que contiene. De manera que su plegamiento forma 9 bucles agrupados en tres
dominios homologos de tres bucles cada uno (1-3, 4-6, 7-9) (Figura 17) (Peng et al., 2011).
La albimina sérica humana tiene una estructura secundaria constituida por un 55% de alfa

hélice (a-hélice) y un 16% de hoja plegada (hoja-B) (Teijon y Garrido, 2006).
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Figura 17. Esquema de la disposicién en bucles de la albumina y principales sitios de unién de los
ligandos (Teijon y Garrido, 2006).

Como se menciond anteriormente, la albumina es la proteina mas abundante del plasma
sanguineo y constituye del 54-58% de las proteinas totales. Es responsable de ejercer la
presion sobre la pared de los vasos sanguineos (presion coloidosmoética) manteniendo la
proporcion correcta de volumen sanguineo con respecto al volumen del liquido intersticial.
La albimina también juega un rol importante en el almacenamiento y transporte de una
gran cantidad de farmacos, hormonas, acidos grasos y muchas otras moléculas bioactivas

pequenas (Koolman y R6hm, 2004; Ross y Pawlina, 2008).
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II1. Técnicas experimentales

ITI.1 Sol-gel

El proceso de sol-gel es un método de sintesis de materiales que permite obtener solidos
homogéneos de alta pureza a escala molecular mediante la preparacion de una fase sol, la
gelacion del sol y la remocion del solvente utilizado (Brinker y Scherer, 1990; Liu,
Troczynski, y Tseng, 2001). Sol-gel engloba una diversidad de técnicas que permite
obtencién de polvos cristalinos, polvos amorfos, monolitos, materiales recubiertos, fibras y

peliculas (Figura 18).
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Figura 18. Esquema general del proceso sol-gel y su versatilidad de técnicas para la obtencién de
materiales. Se resalta en verde la ruta utilizada en esta investigacion (Brinker y Scherer, 1990).
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El proceso general de sintesis de materiales mediante las técnicas sol-gel consta de cinco
fases: la primera fase consiste en la obtencion de una solucién de precursores, que se puede
llevar a cabo por una ruta coloidal compuesta por sales metalicas en una solucion acuosa o
por una ruta metal-orgdnica compuesta por alcoxidos metalicos en una solucién acida o

basica (Steinfeldt, 2007).

Los alcoxidos metalicos son miembros de la familia de los compuestos metal-organicos
y son los més utilizados en el proceso sol-gel. Los alcoxidos metélicos, como precursores,
consisten en un elemento metdlico o metaloide atrapado por varios ligandos (complejo
metalico). Los ligandos mds utilizados son los alquil formados a partir de la remocion de un
hidrégeno de un alcano, y los alcoxi formados a partir de la remocion de un hidréogeno de
un alcohol (Brinker y Scherer, 1990; Pierre, 1998). Asimismo, se han utilizados acidos
hidroxicarboxilicos como el citrico (CsHgO7) o el tartarico (C4HeOg) para la formacion de

complejos estables (Figura 19) (Taxak, Khatkar, Han, Kumar, y Kumar, 2009).

o. &
Oy 0 £
O Dy
O /\
g © ©
Lo

Figura 19. I6n disprosio atrapado por un par de moléculas de 4dcido tartarico. Los iones lantanidos
trivalentes tienden a formar complejos estables con los dcidos hidroxicarboxilicos.

Una vez formados los complejos en la solucion de precursores, la segunda fase consiste
en la obtencion de una suspension coloidal estable de particulas sélidas en un liquido,
llamada sol. Las particulas presentes en el sol tienen un tamano de entre 1-1000 nm y se

mantienen unidas por fuerzas débiles como fuerzas de Van der Waals y cargas
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superficiales. En esta fase ocurre una hidrélisis y una condensacion de la solucion de

precursores (Brinker y Scherer, 1990; Pierre, 1998).

La tercera fase consiste en la formacion del gel mediante un proceso de gelacion, en
donde el sol sufre una policondensacion y pasa de una fase viscosa y liquida a una fase
solida. El gel es una red solida tridimensional y porosa que presenta residuos del disolvente
entre sus poros. La conformaciéon de gel depende de las interacciones de la red

tridimensional con el solvente que mantiene atrapado en sus poros (Pierre, 1998).

En la cuarta fase, llamada envejecimiento del gel, ocurre una contraccion en la red sélida
e involucra procesos de condensacion, disolucion y reprecipitacion (formacion de un solido
a partir de un liquido). La fase de envejecimiento tiene fuertes efectos en la estructura y

propiedades finales del material (Branda, 2011).

La quinta fase consiste en retirar el liquido contenido en los poros de la estructura del
gel. Si este proceso se realiza mediante temperatura, la estructura obtenida se conoce como
xerogel (Branda, 2011; Brinker y Scherer, 1990). Una vez obtenido el xerogel, éste se
somete a un tratamiento térmico. Las condiciones del tratamiento térmico dependen de la

aplicacion final del material.

I11.2 Difraccion de rayos X

Las propiedades de un material solido estan determinadas por su estructura atdmica y
molecular. Un s6lido cristalino es aquel en el cual los 4tomos, los iones y las moléculas que
lo componen se acomodan de manera ordenada siguiendo un patrén tridimensional.
Ademas presentan planos cristalinos (formados por capas de dtomos) bien definidos, que
forman angulos definidos unos con otros. Por otro lado, un sélido amorfo presenta una
estructura de manera desordenada y al azar (Figura 20) (Atkins y Jones, 2006; Cortes et al.,

20006).
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Figura 20. Representacion esquematica bidimensional de (a) un sélido cristalino y (b) un sélido
amorfo (Shriver, Atkins, y Langford, 2004).

La difraccion de rayos X (XRD) es una técnica utilizada para determinar la disposicion
ordenada de los atomos y moléculas de una estructura cristalina. Permite conocer la
distancia entre los atomos y sus angulos de enlace, asi como la determinacion de la
estructura cristalina mediante el andlisis de los patrones de difraccion obtenidos, que son

caracteristicos de cada material cristalino.

El proceso de difraccion de rayos X consisten en la generacion de un haz de rayos X
con una longitud de onda del orden de 0.1 nm. El difractoémetro cuenta con una serie de
filtros que hacen al haz de rayos X colimado y monocromatico (Atkins y Jones, 2006;
Serway y Jewett, 2004; Skoog et al., 2008). El haz de rayos X se hace incidir sobre una
muestra cristalina que tiene una separacion entre sus atomos de alrededor de 0.1 nm. Esto
produce que los rayos X se difracten y como consecuencia se generan fendmenos de
interferencia en las ondas de los rayos X. Estas interferencias pueden ser de caracter

constructivo que se presentan cuando los picos de una onda coinciden con otra, ocasionado
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un aumento en la amplitud de la onda; o de carécter destructivo, que se presentan cuando
los maximos de una onda coinciden con los valles de la otra, ocasionando una disminucion
en la amplitud de la onda. Las interferencias de cardcter constructivo son registradas por un
detector y de esta manera se genera un patron de difraccion caracteristico del material

cristalino analizado. (Figura 21) (Atkins y Jones, 2006; Serway y Jewett, 2004).
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Figura 21. Esquema general de 1a obtencién de los patrones de difraccion de una estructura
cristalina (Atkins y Jones, 2006).

Las interferencias constructivas estan condicionadas por la ley de Bragg (2dsen6 = nA).
Esto de se debe a que las capas de atomos de un cristal pueden reflejar los rayos del haz por
un capa superior o una inferior. Teniendo en cuenta que los rayos X inferiores recorren una
mayor distancia que los superiores, existe una diferencia entra ambas capas igual a 2dsen,
donde d es la distancia que existe entre las capas. La interferencia se cumple cuando la
diferencia de camino es un multiplo entero (n) de la longitud de onda (1) del haz (Figura

22) (Serway y Jewett, 2004).
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Figura 22. Descripcion bidimensional de la reflexion de una haz de rayos X en dos planos paralelos
de un cristal (Serway y Jewett, 2004).

La ley de Bragg es indispensable para llevar a cabo la caracterizacion de estructuras
cristalinas. En este tipo de estudios, el patron de difraccion obtenido se compara con una
base de datos de estructuras cristalinas a partir de polvos del Centro Internacional de Datos

de Difraccion (ICDD) (Atkins y Jones, 2006; Skoog et al., 2008).

IT1.3 Microscopia electronica de transmision

La microscopia electronica de transmision (TEM) es una técnica con un principio
similar al del microscopio Optico, con la diferencia de que en TEM se utiliza un haz de

electrones en lugar de un haz de luz (Ross y Pawlina, 2008).

La base del funcionamiento del TEM es un cafién de electrones. El haz de electrones se
produce calentando un filamento de tungsteno (catodo). Los electrones son atraidos hacia el
anodo generandose un haz de electrones debido a la diferencia de potencial entre el catodo
y el anodo. Esta diferencia de potencial genera un voltaje de aceleracion de entre 20 000 y
200 000 voltios. El haz de electrones es enfocado sobre un area determinada de la muestra
utilizando un condensador electromagnético cuya funcion es dar forma al haz, cambiar su

diametro y dirigir el haz de electrones en linea recta con la finalidad de escanear la muestra,
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cumpliendo la misma funcién que el condensador de luz en un microscopio 6ptico (Ross y

Pawlina, 2008; Tortora et al., 2007).

La muestra regularmente es preparada sobre una rejilla de cobre, y posteriormente es
montada en el microscopio que presenta una atmodsfera de alto vacio para su
funcionamiento. El haz de electrones condensado primero atraviesa la muestra que se
encuentra en la rejilla, después es enfocado y aumentado por una lente objetivo, y
finalmente el haz de electrones es enfocado y aumentado de nuevo por las lentes
magnéticas proyectoras que despliegan la imagen sobre una pantalla fluorescente (Figura
23). La imagen obtenida se forma por la dispersion de los electrones que se impactan con el
nucleo y los electrones de la muestra, de manera que se observan imagenes de formas claras
para aquellas partes donde el haz ha atravesado la muestra y oscuras para las partes donde
la muestra ha dispersado los electrones. La resolucion del microscopio electronico de
trasmision permite observar objetos separados por una distancia de 2.5 nm y ampliarlos de

10 000 a 100 000 x (Ceccotti y Sforza, 2007; Ross y Pawlina, 2008; Tortora et al., 2007).
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Figura 23. Microscopio electrénico de transmision (Tortora et al., 2007).
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I11.4 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido (SEM) permite obtener informacién morfologica
y topografica de la superficie de la muestra. El microscopio electronico de barrido genera
un fino haz de electrones denominado haz primario, mediante un caiidon de electrones. El
haz primario atraviesa una serie de lentes electromagnéticos, que tienen como finalidad
controlar la intensidad, el enfoque y los aumentos del haz (Ross y Pawlina, 2008; Tortora et
al., 2007). Una vez que el haz de electrones de alta energia ha sido condensado por las
lentes, éste realiza un barrido por la superficie de la muestra sin atravesarla. Los electrones
que bombardearon la superficie de la muestra son retro-disparados (reflejados por la
superficie) y los electrones superficiales de la muestra son expulsados (emitidos) de la
superficie, generando un haz secundario. El haz secundario es colectado por uno o varios
detectores, amplificado y reprocesado para producir una sefal eléctrica que modula la
intensidad del haz que forma una imagen de tipo tridimensional en un tubo de rayos
catddicos (TCR) de alta resolucion. El efecto tridimensional de la imagen se obtiene debido
a que los electrones secundarios varian de direccion, dependiendo de los diferentes angulos
de incidencia que tiene el haz primario con la superficie de la muestra (Ceccotti y Sforza,
2007; Ross y Pawlina, 2008; Tortora et al., 2007). La imagen obtenida se puede observar
directamente en la pantalla y registrarse en forma digital. La muestra también emite rayos
X, por lo que se pueden usar otros detectores para medirlos y obtener informacion sobre la

composicion del material (Ross y Pawlina, 2008).
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Figura 24. Microscopio electrénico de barrido (Tortora et al., 2007).

La resoluciéon del microscopio electronico de barrido permite definir objetos separados
por una distancia de 20 nm y ampliarlos de 1 000 a 10 000 x. Ademas permite obtener una
nitidez de profundidad en la muestra de hasta diez veces mas que la que se obtiene con el

microscopio optico (Ceccotti y Sforza, 2007; Tortora et al., 2007).

IIL.5 Espectroscopia de dispersion de energia

La espectroscopia de dispersion de energia (EDS) es una técnica utilizada para conocer

la composicion elemental de una muestra de manera semicuantitativa.

El espectrometro de dispersion de rayos X puede acoplarse al microscopio electronico
de barrido. Cuando el sistema se encuentra acoplado, el haz primario de alta energia,

procedente de la fuente del microscopio, bombardea a la muestra y hace un barrido de la
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superficie con lo que se generan electrones retro-disparados de los diferentes dtomos que

conforman la muestra (haz secundario) (Fernandez, 2003; Vasquez y Echeverria, 2000).

Los electrones retro-disparados crean huecos en orbitales internos de los 4tomos, estas
vacantes creadas son ocupadas por otros electrones de un orbital superior del mismo atomo
que presenta la vacante. Como cada elemento tiene una estructura electronica y un conjunto
de orbitales unicos, la energia liberada por esta transicion de orbital es Uinica y de longitud
de onda de los rayos X. Estos fotones presentan una intensidad de emision baja y son
detectados por un cristal semiconductor de manera electronica. Los atomos del cristal se
ionizan dependiendo de la cantidad de energia de cada foton, lo que permite digitalizar el
voltaje por cada fotén incidente y analizarlo mediante una computadora (Figura 25) (Cao,

2004; Vasquez y Echeverria, 2000).

Haz de electrones
Espectrometro de dispersion
de energia

Espécimen

Rayos X de diferentes
energias

Analisis de la senal
por computadora

Figura 25. Esquema del espectroscopio de dispersion de rayos X acoplado al microscopio electrénico
de barrido (Vasquez y Echeverria, 2000).

El espectroscopio de dispersion de rayos X reconoce las frecuencias de emision de una

gran variedad de energias, mide la transicion, determina a que atomo corresponde y realiza
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un grafica de las cantidades relativas del atomo en una muestra (Vasquez y Echeverria,

2000).

I11.6 Espectroscopia de fotoluminiscencia

La espectroscopia de fotoluminiscencia (PL) es una técnica que tiene como finalidad la
evaluacion analitica de las propiedades luminiscentes de un material, se basa en la emision
de luz de un material después de que éste ha sido excitado mediante un haz de radiacién
electromagnética. En el caso de la PL, la excitacion se realiza con luz ultravioleta que

abarca las longitudes de onda desde los 200 a los 400 nm del espectro electromagnético.

La excitacion de los electrones ocurre desde el estado fundamental hasta varios niveles
de energia superiores en el estado excitado. Cuando los electrones se relajan desde el estado
electronico excitado al estado fundamental, el exceso de energia se libera en forma de
fotones. Si el tiempo de vida del estado excitado es de alrededor de 10 s, el proceso es
llamado fluorescencia (Figura 26). En cambio, si la duracion de vida del estado excitado es
de mas de 10” segundos hasta incluso dias, la forma de emision se denomina
fosforescencia (Devlin, 2004; Fuentes et al., 1998a). En el proceso de fotoluminiscencia la
emision luminiscente es de menor energia que la excitacion, esto se debe al equilibrio
vibracional que ocurre durante la transicion del estado fundamental al estado excitado. Por
ejemplo, la fluorescencia en la region del visible se observa cuando la fuente de excitacion

es radiacion ultravioleta (Fuentes et al., 1998a; Skoog et al., 2008).
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Figura 26. Transiciones electrénicas de absorcion y fluorescencia (Devlin, 2004).

La evaluacion analitica de las propiedades fotoluminiscentes de los materiales se lleva a
cabo utilizando un espectrofluorometro. La fuente luminosa del espectrofluorémetro es una

lampara de xendn que genera un haz de luz de elevada intensidad.

El haz de luz producido por la lampara de xenén atraviesa una serie de lentes y un
monocromador, lo que permite seleccionar una longitud de onda determinada. El haz
monocromatico obtenido es dividido en dos, el primer haz resultante impacta en un
fotodiodo de referencia y el segundo continua su trayectoria hacia la muestra (Figura 27).
Cuando el haz monocromatico impacta la muestra, ésta produce emision de luz visible en
todas direcciones debido a la fluorescencia de la misma. Los fotones emitidos son captados
a un angulo recto respecto al haz de excitacion y pasan por una serie de lentes y un
monocromador que colecta todas las longitudes de onda. Finalmente, las longitudes de
onda captadas inciden en un fotomultiplicador que analiza espectralmente la luminiscencia
emitida por la muestra, digitaliza los datos y genera una grafica de la intensidad respecto a

la longitud de onda llamada espectro de emision (Freifelder, 2003; Skoog et al., 2001).
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Figura 27. Esquema general de un espectrofluorémetro (Freifelder, 2003).

Una vez que se conocen las longitudes de onda en las que la muestra emite se procede a
generar un espectro de excitacion, esto con la finalidad de obtener la longitud de onda de
excitacion. El espectro de excitacion se obtiene fijando la longitud de onda de emision;
generalmente, la mas intensa obtenida en el espectro de emision, y se realiza un barrido en
las longitudes de onda de la region del ultravioleta del espectro electromagnético. Esto
permite determinar la longitud de onda de excitacion que favorecerd la emision fluorescente

del material.

I11.7 Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica utilizada para identificar los grupos
funcionales en una muestra. Ademas, permite determinar los tipos de enlaces presentes en
las moléculas de un material. La region infrarroja del espectro electromagnético abarca
desde 7.8 x 107 m hasta aproximadamente 10 m, pero en espectroscopia IR suele
utilizarse de 2.5 x 10°® m hasta 2.5 x 10” m. Esta region suele expresarse en frecuencia
(nimero de onda). El nimero de onda, representa el numero de ciclos u ondas en una

distancia de un centimetro, calculado como 1/ donde las unidades utilizadas son los cm™.
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Por lo tanto, la region del infrarrojo utilizado en la espectroscopia IR abarca desde 5000

cm™ a 670 cm™ (Bailey y Bailey, 1998; McMurry y Cervantes, 2008).

Este intervalo de frecuencias es utilizado debido a que es comparable al rango donde las
moléculas vibran de manera natural. Las moléculas se mantienen unidas por enlaces que
vibran de manera constante a medida que los 4&tomos que las conforman se acercan y alejan
unos de otros. Los enlaces de una molécula pueden absorber energia y aumentar la
amplitud en sus vibraciones (Atkins y Jones, 2006; Bailey y Bailey, 1998; Weininger y
Stermitz, 1988).

Las frecuencias a las cuales una molécula vibra depende de las masas de los atomos que
la componen, del tipo de enlace y su rigidez. La rigidez de los enlaces son directamente
proporcionales a la fuerza de éstos. Por ejemplo, atomos unidos por enlaces rigidos tienen
una mayor frecuencia de vibraciéon que atomos unidos por enlaces débiles (Figura 28)

(Atkins y Jones, 2006; Bailey y Bailey, 1998).

<« Fuerza de enlace creciente

C=C C=C c—C
2100-2260 cm~! 1600-1670 ecm~! 800-1200 cm™!
C=0 C—O0
1660-1780 cm™  1000-1300 cm™!
C=N C=N C—N

2210-2260 cm~!  1630-1690 cm™  1250-1360 cm™!

Energia de absorci6n creciente (frecuencia mas alta)
para causar vibracion longitudinal del enlace

Figura 28. La frecuencia requerida para producir vibraciones en los enlaces es proporcional a la
fuerza de éstos (Bailey y Bailey, 1998).

Cuando una molécula se somete a radiaciones de 5000 cm™ a 670 ¢cm™, sus enlaces
pueden vibrar de manera longitudinal o plegada (flexiones) (Figura 29) si las energias

coinciden con las frecuencias de vibracidon y ocurre un cambio de polaridad en la molécula.
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Las absorciones mas intensas de IR se dan entre las vibraciones de los enlaces mas polares

como, C=0 y O-H (Atkins y Jones, 2006; Weininger y Stermitz, 1988).
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Figura 29. Diferentes vibraciones moleculares causadas al hacer incidir radiacién infrarroja (Bailey
y Bailey, 1998).

La espectroscopia IR se utiliza para llevar a cabo un analisis cualitativo de los diferentes
enlaces y grupos funcionales caracteristicos que contiene una molécula, ya que cada enlace
en una molécula absorbe a energias especificas del infrarrojo. En el caso de moléculas
simples la identificacion es sencilla, pero en el caso de moléculas poliatomicas es muy
dificil. La identificacién de moléculas poliatomicas mediante espectroscopia IR se realiza
identificando las bandas de absorcion caracteristicas asociadas a varios grupos especificos

en el espectro (Atkins y Jones, 2006; Weininger y Stermitz, 1988).

El andlisis de espectroscopia IR se realiza mediante un espectrofotometro infrarrojo
como el que se muestra en al Figura 30; éste consta de una fuente de radiacion infrarroja
que genera un haz de luz con todas las frecuencias del infrarrojo. El haz generado es
dividido en dos, uno de los haces llamado haz de referencia pasa directamente a un
monocromador, mientras que el otro incide a la muestra que se pretende analizar y después

pasa al monocromador (Atkins y Jones, 2006; Weininger y Stermitz, 1988).
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El monocromador selecciona las frecuencias del IR de una en una de los dos haces
divididos y las hace pasar a un detector. El detector emite una sefial electronica
correspondiente a la intensidad de luz que recibe de ambos haces, lo que permite medir
directamente la luz absorbida o transmitida por la muestra a cualquier longitud de onda.
Finalmente, se genera un registro que grafica los datos de manera continua de la luz
trasmitida o absorbida por la muestra para cada frecuencia utilizada (Weininger y Stermitz,

1988).

Monocromador Registro
Rayo de
referencia
Rayo de referencia o
__ Rayo
Rayo incidente transmitido
Fuente de Tubo de
radiacién .
electromagnética Fotémetro

Figura 30. Espectrofotometro de infrarrojo (Allinger et al,. 1984).

I11.8 Funcionalizacion de nanoparticulas con proteinas

Las nanoparticulas (NPs) ofrecen ventajas como herramientas terapéuticas y de
diagnostico debido a su disefo flexible, a su tamafio y gran area superficial (Huang et al.,
2011; A. Zhang et al.,, 2012). Ademas, dependiendo del tipo de NPs inorganicas
sintetizadas (nanoparticulas semiconductoras, metalicas, 6xidos de metales o con
impurificaciones con iones lantdnidos) se pueden obtener propiedades magnéticas,
plasmonicas, radioluminiscentes, fosforescentes, fluorescentes o combinaciones de estas
propiedades (Janib et al., 2010; Janowski et al., 2012; Rai et al., 2010). Sin embargo, las

NPs resultantes requieren modificaciones superficiales para obtener estabilidad coloidal en
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el medio biolodgico o para funcionalizar su superficie con proteinas, fArmacos, péptidos,
cadenas de ADN o ligandos de interés (Nam et al., 2012). Con la finalidad de que sean
capaces de diagnosticar, aplicar una terapia dirigida y monitorizar la respuesta al

tratamiento (Janib et al., 2010; Rai et al., 2010).

La funcionalizacion de nanoparticulas con proteinas puede definirse como la uniéon de
dos moléculas que se mantienen estables con la finalidad de obtener nuevas propiedades o
cumplir funciones especificas como liberar medicamento, detectar moléculas o células de
interés. Para llevar a cabo la funcionalizacion, el primer paso es realizar una conjugacion de
las NPs mediante modificaciones de su superficie. Muchas estrategias se han desarrollado
para llevar a cabo las modificaciones superficiales, y se pueden categorizar por el tipo de
moléculas que se utilizan; pequenios ligandos de superficie, polimeros y lipidos (Nam et al.,

2012).

El método y tipo de ligando a utilizar dependen de la conformacién molecular de la
nanoparticula y de la proteina, péptido o farmaco a funcionalizar. El proceso de
conjugacion se puede clasificar dependiendo del tipo de enlace que mantiene unidas las
nanoparticulas con el ligando. La reaccion y la representacion de este proceso se puede

observar en la Tabla X.

En esta investigacion se utilizd una conjugacion covalente y el ligando de superficie
seleccionado fue la carbodiimida. La razon de utilizar esta pequefia molécula como ligando
de superficie es que mantiene al minimo el tamafio hidrodindmico (Nam et al., 2012). La
carbodiimida tiene dos grupos funcionales, uno es utilizado para interactuar con la
nanoparticula y el otro para interactuar con la proteina, en este caso, con las cadenas

laterales de los aminoéacidos que estructuran a la albumina sérica bovina (BSA).
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Tabla X. Representacién del proceso de conjugacion de las nanoparticulas inorganicas. El circulo
rojo representa a las NPs y el 6valo azul representa el enlace destinado para la funcionalizacion (Nam

et al.,, 2012).
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La reaccion de funcionalizacion de las nanoparticulas de HAp:Dy’" con la albumina
sérica bovina utilizando el clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) para la conjugacion entre ambas moléculas se observa en la Figura 31. Donde las
condiciones del medio son un pH de 4.5 y una temperatura de 37 °C para que se lleve a
cabo la reaccion. La carbodiimida reacciona con los grupos OH™ de las nanoparticulas de
HAp:Dy’" para formar O-acilisoureas como intermediarios activos, debido a que son
inestables en medios acuosos y facilmente desplazados por los ataques nucleofilicos de los
grupos amino protonados (-NH;") de las cadenas laterales de la albimina. Los grupos
amino de la proteina forman un enlace con los carbonos activos de la carbodiimida, dejando
como producto la funcionalizaciéon de las nanoparticulas y las proteinas y como

subproductos derivados solubles de la urea (Isoureas) (Hermanson, 2010).

OH 4

/_/N\
N-o-N 1
R HCI
OH — HC N \N/\/\EJI/CHa
- CH,
+ N/
OH /_/- ~
N=C=N HCI
OH o
HJC/\N)\\N/\/\E}_/CHa
CH,
HAp:Dy 3" hexagonal EDC O-acilisoureas Intermediarios activos

HAp:Dy 3" funcionalizada con BSA Isoureas como subproductos

Figura 31. Esquema de la reaccién de funcionalizacion de las nanoparticulas de hidroxiapatita
impurificada con disprosio (HAp:Dy’") con la proteina albiimina sérica bovina (BSA).
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Los compuestos de carbodiimida proporcionan un método popular y versatil para
realizar la conjugacion y modificacion de aminodacidos, péptidos, proteinas y diferentes
grupos funcionales. Dentro de los compuestos de carbodiimida solubles en agua, el 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) clorhidrato de carbodiimida (EDC) es el compuesto mas comun y

facilmente disponible para realizar la conjugacion en medios acuosos (Hermanson, 2010).
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IV. Materiales y método

En este capitulo se detallan los elementos necesarios y los métodos utilizados para la
realizacion de los experimentos. En primer lugar se describen los reactivos y materiales
necesarios, en segundo lugar la sintesis de la HAp:Dy’" por el método sol-gel asistido con
acido tartarico, en tercer lugar se detallan los pasos realizados para el estudio del
comportamiento de fluorescencia de la HAp:Dy*" en diferentes fluidos, en cuarto lugar se
describen las pruebas de estabilidad del material en agua bajo diferentes valores de pH, en
quinto se describe el proceso de funcionalizacidon con albimina sérica bovina, y finalmente

se describen los equipos utilizados para realizar la caracterizacion del material.

IV.1 Reactivos y materiales

Para la sintesis: Ca;o(PO4)s(OH), (99%, Sigma Aldrich), acido L-Tartarico (C4HgOs,
99%, Acros Organics), Dy(NO;);*5SH,O (99.9%, REacton), y HNO; (70%, Fisher

Scientific).

Para la funcionalizacién: albumina sérica bovina (BSA) (>99%, Sigma Aldrich),
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (>98.5%, Sigma
Aldrich), Trizma base (>99.9%, Sigma Aldrich) (estos reactivos fueron usados sin algun

otro proceso de purificacion), y HCI (36.6%, Faga Lab).

1V.2 Sintesis de HAp:Dy3Jr

La sintesis de HAp:Dy’" se realizo por el método sol-gel asistido con acido tartarico,
utilizando una version modificada descrita por Taxax y colaboradores, donde sintetizaron

nanoparticulas de Y,0;:Eu’" (Taxak et al., 2009).
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La estequiometria de la reaccion fue la siguiente:

Cao(PO,)s(OH), + xDY(NO3); D Cay.Dy(POs)(OH),, O, + xCa + xOH + xH, + 5xH,0 + (1)
x(NO3)3

Donde x representa la variacion de fraccion molar.

Variacion de fraccion molar = (Cantidad de elementos sustituibles)(Impurificacién molar) (2)

/ Molécula (1) + Impurificacion molar

En este trabajo se llevaron a cabo varias secuencias de sintesis, donde se utilizaron
impurificaciones de Dy’" del 0.5, 1, 2.5, 5y 10 %. El procedimiento utilizado se muestra a

continuacion (Figura 32):

. Ca;po(PO4)s(OH), y Dy(NOs); fueron pesados estequiométricamente en base a la
ecuacion 1, y disueltos en 35 ml de agua destilada. Después un minimo de HNO;

(35% molar) fue agregado con lo cual se obtuvo una solucion transparente.

II.  Acido L-Tartarico fue disuelto en 10 ml de agua destilada en una solucion
individual. La concentracion molar de acido L-Tartarico fue de una proporcion 1:2

respecto los iones metalicos presentes en la HAp.

III.  La solucion de L-Tartarico fue agregada a la solucidon principal y dejada en
agitacion constante en la plancha de calentamiento por 24 horas a temperatura
ambiente. Una vez concluidas las 24 horas se verific6 que el pH de la reaccion se

encontrara en ~ 0.5.

IV.  La mezcla fue calentada a 80 °C, en agitacion constante utilizando una plancha de
calentamiento por un periodo de 2 h con la finalidad de reducir el volumen de la

solucion para formar la fase “sol”.
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V. Después, la solucion en fase sol fue calentada a 120 °C en una plancha de
calentamiento y agitacion constante hasta la formacion de la fase gel,

subsecuentemente, éste fue secado para obtener el precursor (xerogel).

VI.  El xerogel fue colectado y divido en 2 porciones de igual peso. Cada porcion fue

sometida a un tratamiento térmico de 800 °C y 1000 °C por 3 h, respetivamente.

i ; (C‘)m(POJ «(OH);
(Ca),((PO,) ((OH),
“ Calentamiento a
“ CHO, HNO, Calentamlento a 120 oC Secado Tratamlento
—_—
HNO, Agitamiento [ | Piluido 80 °Cpor2h Hasta el secado Termuco
Diluido | Por24h | cno,

Solucién de precursores Xerogel Producto calcinado

Figura 32. Sintesis de HAp:Dy3+ por el método sol-gel.

IV.3 Estudio del comportamiento de la fluorescencia de la HAp:Dy*" en fluidos

Los analisis de fotoluminiscencia de HAp:Dy’" se realizaron en tres diferentes fluidos:

agua destilada (pH de 7.5), suero sanguineo y orina humana.

El suero sanguineo fue obtenido de la centrifugacion de muestras de sangre a 11 000
rpm por 3 min en una centrifuga para hematocrito (LW Scientific) y conservado en hielo.
La orina humana fue obtenida fresca y conservada en un recipiente oscuro para evitar su
descomposicion. Ambos fluidos corporales fueron donados. El procedimiento que se

realiz6 para cada fluido se describe a continuacion:
I.  Se analizé 1 ml de cada fluido por PL a una A= 350 nm (referencia).

II. 1 mgde HAp:Dy " fue mezclado en 1 ml del fluido (suero sanguineo, orina o agua

destilada) y fue dispersado en bafio de ultrasonido en frio por 30 segundos.
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III. La mezcla de HAp:Dy’" y el fluido correspondiente se colocd en una celda de
cuarzo (evitando que el material precipitara), y fue analizada por PL a una A= 350

nm.

IV.4 Pruebas de estabilidad de fluorescencia de la HAp:Dy’" en agua bajo diferentes

valores de pH

Las pruebas de estabilidad en agua destilada se realizaron en dos etapas.

La primera etapa consistio en:

I.  Introducir 1 mg de HAp:Dy’" en tubos Eppendorf y agregarles 1 ml de agua
destilada (pH 7.2).

II. Lamezclade HAp:Dy "y agua, se coloco en una celda de cuarzo y fue analizada

por PL a una Ae= 350 nm.

III. Una vez finalizada las mediciones de la mezcla, ésta se devolvido a su tubo
Eppendorf correspondiente. Se esperd un periodo de 20 minutos y se volvid a

realizar la medicion de fotoluminiscencia.

IV.  El proceso de medicion de PL cada 20 minutos se repitidé por un lapso de una

hora. Finalmente, el material en agua se regreso a los tubos Eppendorf.
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En la segunda etapa:

L

IIL.

I1I.

IV.

Se analiz6é 1 ml de agua destilada a un pH de 5.6 por PL a una A= 350 nm

(referencia).

Se colocaron una serie de 12 tubos Eppendorf a los cuales se les agregd 1 mg de
muestra a cada uno y se procedi6 a adicionarles 1 ml de agua destilada a un pH de

5.6.

Después se llevo a cabo la modificacion del pH de las muestras. Cuatro tubos a un
pH de 3.5 agregandoles acido nitrico, 4 tubos a un pH de 10.5 agregandoles
hidréxido de amonio y los tubos restantes se conservaron a un pH de 5.6. Los 12
tubos se mantuvieron en constante movimiento para evitar que la HAp:Dy

precipitara.

La mezcla de cada tubo fue analizada por PL a una A= 350 nm. Evitando que el

material precipitara en la celda de cuarzo.

IV.5 Funcionalizacion de HAp:Dy’‘con BSA

Antes de llevar a cabo el proceso de funcionalizacidon se prepararon tres soluciones: una

solucion de BSA con una concentracion de 100 pg/ml, una de EDC al 0.1 M, y una de Tris-

HCl a 10 mM (pH 5.5).

. . . . ., + , . , . .
El procedimiento de funcionalizacion de HAp:Dy’" con albumina sérica bovina

(HAp:Dy’ @BSA) se describe a continuacion:

L

Las muestras se prepararon en tubos Eppendorf en base a la Tabla XI.
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IV.

68

Una vez realizada la preparacion de las muestras, éstas se sometieron a bafio maria

por 2 horas a 37 °C con agitacion cada 30 min.

Después, las muestras fueron centrifugadas a 6 000 rpm por 2 min a 4 °C en una

centrifuga con refrigeracion (Allegra, Beckman Coulter).

Tabla XI. Preparacion de las muestras para funcionalizacién.

Orden Reactivo Tubo 1 Tubo 2
1 HAp:Dy’" 0.05g 0.05¢g
2 Tris-HCI 10 mM 940 wl 950 ul
3 BSA 50 ul 50 ul
4 EDC 10 pl -
Volumen total 1 ml 1 ml

El sobrenadante fue decantado y los polvos de HAp:Dy® ™ fueron resuspendidos en
agua destilada, y se volvio a centrifugar a 6 000 rpm por 2 min a 4 °C. Este paso fue
repetido 9 veces con la finalidad de eliminar el excedente de proteina, es decir, la

proteina que no se unid a las nanoparticulas.

Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 6 000 rpm por 2 min a 4 °C, el
sobrenadante fue decantado y los polvos fueron analizados mediante espectroscopia

IR.
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IV.6 Caracterizacion

Los patrones de difraccion de rayos X se obtuvieron con un difractometro Philips X’pert
con radiacion CuK. (A= 0.15406 nm), utilizando un intervalo de 26 = 10—80 ° con pasos de

medicion de 0.1 Oy 1 segundo por punto. Las imagenes de TEM fueron obtenidas con un
microscopio JEOL-2010 utilizando un voltaje de aceleracion de 200 kV. Las imagenes de
SEM vy los espectros EDS fueron obtenidos con un microscopio JEOL JSM-5300 equipado
con un espectroscopio de dispersion de rayos X modelo Thermo Noran Superdry II. Los
espectros de fotoluminiscencia fueron analizados con un espectrofluorémetro Hitachi FL-
7000. Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos utilizando un espectrémetro Nicolet
6700 con dispositivo de reflectancia total atenuada con una resolucion de 2 cm y la

acumulacion de 32 exploraciones.
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V. Resultados y discusion

En este capitulo se presentan y discuten los resultados de los analisis realizados a la
hidroxiapatita impurificada con disprosio (HAp:Dy’") sintetizada por el método sol-gel
asistido con 4acido tartarico. Los analisis realizados fueron el comportamiento de la
fluorescencia de la HAp:Dy’" inmersa en agua con diferentes valores de pH, en orina y en
suero humano, y finalmente, los analisis de la funcionalizacion de la HAp:Dy’* con
albimina sérica bovina (HAp:Dy’ @BSA). Las propiedades fotoluminiscentes (espectros
de emision y excitacién) de las nanoparticulas de HAp:Dy’', antes y después de
sumergirlas en los diferentes fluidos, se analizaron por fotoluminiscencia (PL). La
estructura cristalina y la composicion del material se determind por difraccion de rayos X
(XRD) y espectroscopia de dispersion de energia (EDS). La morfologia y el tamafio de las
nanoparticulas se analizé por microscopia electronica de transmision (TEM) y microscopia
electronica de barrido (SEM). Finalmente, los analisis de la funcionalizacion de la

HAp:Dy’ @BSA se realizaron por espectroscopia infrarroja (IR) y PL.

V.1 Difraccion de rayos X

La Figura 33 muestra los patrones de difraccion de la hidroxiapatita pura y la
hidroxiapatita impurificada con 0.5% de disprosio (HAp:0.5 Dy’") a dos diferentes
tratamientos térmicos, 800 °C y 1000 °C por 3 h.

Los patrones de difraccion para la HAp:0.5 Dy’ horneada a 800 °C (Figura 33b)
presentan picos de difraccion bien definidos, los cuales pueden ser indexados a la fase
hexagonal de la hidroxiapatita de acuerdo con la tarjeta de cristalografia JCPDS No. 09-
0432. No se detectd la formacion de otras fases cristalinas secundarias. Los patrones de

difraccion de la HAp:0.5 Dy’" con un tratamiento térmico de 1000 °C (Figura 33c), de
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igual manera, presentan picos de difraccion bien definidos correspondientes a la fase
hexagonal de la hidroxiapatita que son mas intensos en comparacion con los resultados
obtenidos a 800 °C, lo que indica una mayor cristalinidad. Ambos resultados tienen
similitud con los patrones de difraccion de la hidroxiapatita pura, pero la muestra con un
tratamiento térmico de 1000 °C presenta trazas de la fase -Cas(PO,),. La formacién de -
Ca3(PO4); es comun cuando la hidroxiapatita es sometida a tratamientos térmicos mayores a
1000 °C (Demirkiran et al., 2010; Graeve et al., 2010). No se logr6 detectar ninguna fase

. 3+ . . ., ., .
relacionada con el Dy’ ya que la impurificacion 0.5% es una concentracion muy baja.
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Figura 33. Patrones de XRD. a) Hidroxiapatita pura (Aldrich, 99 %, USA), b) HAp:0.5 Dy*" a 800
°C por 3 h'y ¢) HAp:0.5 Dy*" a 1000 °C por 3 h.

La Figura 34 muestra los patrones de difraccion de la hidroxiapatita pura y de la
hidroxiapatita impurificada con 5% de disprosio (HAp:5 Dy’") con dos tratamientos

térmicos, 800 °C y 1000 °C. Los picos de difraccion corresponden a la fase hexagonal de la
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hidroxiapatita, de la misma manera, que para los patrones de difraccion de la HAp:0.5
Dy’". Con el tratamiento térmico de 1000 °C, también aparecen las trazas de B-Caz(PO,),.
No se detectaron otras fases relacionadas con la impurificaciéon del 5% de Dy’". Estos
resultados indican que los iones de Dy’ han sido incorporados exitosamente en la
estructura cristalina de la Ca;o(PO4)s(OH),. Yang y colaboradores reportaron resultados

similares para la impurificacion de hidroxiapatita con 5% de Eu’ (P. Yang et al., 2008).
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Figura 34. Patrones de XRD. a) Hidroxiapatita pura (Aldrich, 99 %, USA), b) HAp:5 Dy** a 800 °C
por 3 hy ¢) HAp:5 Dy*" a 1000 °C por 3 h.

Los resultados de DRX mostrados en las figuras 33 y 34, indican que los productos
finales fueron la formacion de la fase hexagonal de la hidroxiapatita con una correcta
incorporacion de los iones de Dy’* a la red, y un aumento de la cristalinidad conforme
aumenta la temperatura (D. M. Liu et al., 2001). La HAp:Dy’" sintetizada por el método

sol-gel asistido con 4cido tartarico con un tratamiento térmico de 800 °C presenta la
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formacion de la fase hexagonal de la apatita de manera homogénea. Las caracteristicas
cristalinas obtenidas (una fase homogénea y alta cristalinidad) en la hidroxiapatita van
encaminadas a la aplicacién de la misma como plataforma ideal para el desarrollo de

teranosticos.

V.2 Microscopia electronica de barrido

La Figura 35 muestra las imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) de los
polvos de la HAp:0.5 Dy’ con un tratamiento térmico de 800 °C y 1000 °C. Las iméagenes
muestran polvos amorfos y agregados. La HAp:0.5 Dy’" horneada 800 °C (Figura 35a)
muestra la formacion de la laminas agregadas con poros en su superficie. A 1000 °C
(Figura 35b) los polvos parecen aglomerarse y presentan ldminas mas separadas y con una
mayor porosidad en comparacién con el tratamiento térmico de 800 °C. La morfologia en

ambas imagenes no parece seguir alglin patrén en particular.

Figura 35. Imagenes de SEM de HAp:0.5 Dy’*. a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.

La Figura 36 muestra la morfologia de los polvos de la HAp:5 Dy’ con un tratamiento
térmico de 800 °C y 1000 °C. Las muestras de la HAp:Dy’" al 0.5 y 5% de Dy’", con un

tratamiento térmico de 800 °C, mantienen una similitud en morfologia. Sin embargo, a
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1000 °C los polvos de HAp:5 Dy’* presentan aglomeracion y poros semicirculares de
diversos tamafios que predominan en la estructura, estos resultados difieren mucho de la
muestra con 0.5% de Dy’ con el mismo tratamiento térmico. Mientras que en la Figura
35b los resultados de la impurificacion de la hidroxiapatita con 0.5% de disprosio se
observan ldminas porosas y separadas. En la Figura 36b con una impurificacion de
disprosio del 5% se observan estructuras aglomeradas y sobre puestas donde predominan

poros semicirculares.

Figura 36. Imagenes de SEM de HAp:5 Dy’". a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.

V.3 Espectroscopia de dispersion de energia

Los andlisis de espectroscopia de dispersion de energia (EDS) de la hidroxiapatita
impurificada con 0.5% de disprosio con un tratamiento térmico de 800 °C y de 1000 °C,
confirman la presencia de calcio, fosforo y oxigeno. El disprosio no se observa debido a

que la concentracion de 0.5% de disprosio es muy baja (Figura 37).
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Figura 37. Espectro EDS de HAp:0.5 Dy3+. a) 800 °C por 3 hy b) 1000 °C por 3 h.

La Figura 38 muestra los resultados de EDS de la hidroxiapatita impurificada con 5% de
disprosio (HAp:5 Dy") con un tratamiento térmico de 800 °C y 1000 °C. Los espectros
confirman la presencia de calcio, oxigeno, foésforo y disprosio. Considerando que EDS es
un método semi-cuantitativo los porcentajes en peso de disprosio de 4.17% y 3.96% de

ambos espectros, corresponden a la composicion de 5% de disprosio del material.

Figura 38. Espectro EDS de HAp:5 Dy3+. a) 800 °C por 3 hy b) 1000 °C por 3 h.

V.4 Microscopia electronica de transmision

La Figura 39 muestra las imagenes de microscopia electronica de transmision (TEM) de

la HAp:5 Dy’ con un tratamiento térmico de 800 °C y 1000 °C. En la muestra horneada a
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800 °C se observan nanoparticulas uniformes y porosas con didmetros desde los 50 nm a
los 200 nm (Figura 39a). Con el aumento de tratamiento térmico a 1000 °C se produce un
crecimiento de las nanoparticulas con un intervalo didmetro de entre 200 nm y 1000 nm
(Figura 39b) que presentan una mayor aglomeracién en comparacion con los resultados
obtenidos a 800 °C. Con el tratamiento térmico de 1000 °C las estructuras son menos
porosas y mas gruesas, lo que impide distinguir los planos cristalinos presentes. El aumento
en la aglomeracion da las particulas de hidroxiapatita conforme aumenta la temperatura del

tratamiento térmico es un efecto comun (Graeve et al., 2010).

La porosidad de las nanoparticulas de HAp:Dy”* podria ser utilizada para introducir una
amplia diversidad de moléculas y transportarlas intactas hasta sus blancos (Hou et al.,
2009). Yang y colaboradores reportaron el uso de la superficie porosa de la hidroxiapatita
para la carga y liberaciéon de moléculas de ibuprofeno in vitro (P. Yang et al., 2008),
mientras que Hou y colaboradores realizaron pruebas in vitro de carga y liberacion de
moléculas de captopril, utilizando la hidroxiapatita como sistema de transporte (Hou et al.,

2009).

La HAp:Dy’‘como una plataforma ideal para el desarrollo de terandsticos, requiere

particulas con tamafios menores a 100 nm y que no presenten aglomeracion.

Figura 39. Imagenes de TEM de HAp:5 Dy’". a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.
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Para intentar resolver el problema de la aglomeracion de las nanoparticulas con un
tratamiento térmico de 800 °C, las muestras fueron sumergidas en etanol absoluto y se
sometieron a ultrasonido en frio durante 3 h, después fueron filtradas al vacio, y finalmente

analizadas por TEM.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 40. Las nanoparticulas se lograron
separar un poco pero se siguid presentando la aglomeraciéon. En la imagen de baja
resoluciéon se observa la separacion de particulas en la muestra (Figura 40a), la
nanoparticula semicircular presenta un tamano de alrededor de 50 nm y poros en su

superficie.

En la imagen de alta resolucion de la nanoparticula de la HAp:5 Dy*" (Figura 40b) se
observan los planos [100] caracteristicos de la estructura hexagonal de hidroxiapatita (el
pico de difraccion correspondiente se puede ver en los patrones de difraccion de la Figura
33). La distancia de 0.82 nm entre las franjas adyacentes concuerdan bien con los datos

calculados a partir de los patrones de difraccion de rayos X encontrados en la literatura

(JCPDS No. 09-0432) (C. Zhang et al., 2009).

Figura 40. Imagenes de TEM de HAp:5 Dy3+ con un tratamiento térmico de 800 °C por 3 h. a)
Imagen de baja resolucion y b) Imagen de alta resolucion de mostrando los planos [100] separados por
0.82 nm.
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Una solucioén a los problemas de aglomeracion que presentan las nanoporticulas podria

ser realizar modificaciones al método de sintesis.

V.5 Fotoluminiscencia

La Figura 41 muestra los espectros de excitacion de la hidroxiapatita impurificada con
0.5% de disprosio (HAp:0.5 Dy’") con un tratamiento térmico de tratamiento térmico de
800 °C y 1000 °C, utilizando una longitud de onda de emision en 574 nm. El espectro
muestra cinco picos de absorcion bien definidos centrados en 295 nm, 324 nm, 350 nm,
364 nm y 389 nm respectivamente. La longitud de onda mayor de absorcidon se centra en
los 350 nm. El incremento en la temperatura de tratamiento térmico no parece influir en las

posiciones de las longitudes de onda a las cuales absorbe el material.
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Figura 41. Espectros de excitacién de HAp:0.5 Dy*". a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.

La Figura 42 muestra los espectros de excitacion de la hidroxiapatita impurificada con
5% de disprosio (HAp:5 Dy>") con un tratamiento térmico de 800 °C y 1000 °C, utilizando

una longitud de onda de emision en 592 nm. El espectro presenta seis picos de absorcion
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bien definidos que no varian de posicion respecto a la diferencia de temperatura del
tratamiento térmico, pero presenta distintas longitudes de onda de absorcion en
comparacion con las longitudes de absorcion de la impurificacion del 0.5% de Dy*" (Figura
41). Los espectros de la impurificacion de 5% de disprosio (Figura 42), presentan los picos
de absorcién centrados en 295 nm, 319 nm, 341 nm, 356 nm, 380 nm y 389 nm
respectivamente. En estos espectros el pico de mayor absorcion se centra en los 341 nm.
Los espectros de excitacion presentan un corrimiento en las longitudes de onda en
comparacion con la impurificacién de 0.5% de disprosio, los Gnicos picos de absorcion que
se presentan en ambas figuras a las mismas longitudes de onda son los picos centrados en
295 nm y 389 nm. Las transiciones de absorcion dptica correspondientes a las longitudes de
onda de la Figura 41 y de la Figura 42 se encuentran dentro de las transiciones electronicas

de absorcién de la configuracion 4f° del Dy’ (Madhukumar et al., 2007; Song et al., 2011).
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Figura 42. Espectros de excitacién de HAp:5 Dy*". a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.

La Figura 43 muestra los espectros de emision de la HAp:0.5 Dy’ a diferentes
longitudes de onda de excitacion (Figura 41). La HAp:0.5 Dy’" presenta los espectros de
emision, los cuales son muy similares independientemente de la temperatura del

tratamiento térmico. Los picos de emision corresponden a tres de las cuatro transiciones
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tipicas del Dy”". Las emisiones provienen del nivel mas bajo de energia del estado excitado
“Fo,» hacia los niveles 6H15/2, Hysp y "Ho, del estado fundamental. La primera transicion
*Fon>°H, s/, centrada en los 485 nm, la segunda transicion *Fon>°H, 32 centrada en los 575
nm, y la tercera transicion *Fo>"Hop, centrada en los 755 nm, Las tres transiciones
corresponden a las regiones del azul, del amarillo y del infrarrojo del espectro
electromagnético, respectivamente. La transicion “Fon>H,1n correspondiente a la region
del rojo del espectro electromagnético no se observa en los espectros de emision (Blasse y
Grabmaier, 1994; Lemanski y Deren, 2011; Madhukumar et al., 2007; Nagpure et al., 2009;
Nakashima et al., 2005; Song et al., 2011).

Los dos distintos tratamientos térmicos de 800 °C y 1000 °C parecen no afectar las
posiciones en longitud de onda de las transiciones de emision de la HAp:0.5 Dy’". La
temperatura del tratamiento térmico influye en la intensidad relativa de emision debido al
incremento en la cristalinidad del material. Este incremento en la intensidad relativa no se

observa debido a que los espectros reportados se encuentran normalizados.
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Figura 43. Espectros de emision HAp:0.5 Dy*". a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.
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La Figura 44 muestra los espectros de emision de la HAp:5 Dy’" a diferentes longitudes
de onda de excitacion (Figura 42). Los picos de emision corresponden a las transiciones
tipicas del Dy’". La primera transicién *Fon=>°H)sp centrada en los 485 nm, la segunda
transicion *Fon>°H;3/ centrada en los 575 nm, y la tercera transicion 4F9/297H9/2 centrada
en los 755 nm. Las transiciones del Dy’ no parecen verse afectadas por la diferencia en la

. , . . . ., . 3+
temperatura del tratamientos térmico ni por el cambio en la concentracion de iones de Dy

en las diferentes muestras.
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Figura 44. Espectros de emision HAp:5 Dy’". a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.

Los espectros de emision de la HAp:0.5 Dy’ " (Figura 43) y de la HAp:5 Dy’" (Figura 44)
presentan las transiciones tipicas del Dy’". Sin embargo, la forma de los picos y la
direccion son diferentes, mientras que los picos de las transiciones de la HAp:0.5 Dy’" se
inclinan hacia la izquierda, en las transiciones de la HAp:5 Dy’" ocurre un corrimiento y se
inclinan hacia a la derecha. Asimismo, los picos de excitacién de los espectros de la
impurificacion del 0.5% (Figura 41) presentan un corrimiento en longitudes de onda en
comparacion con los picos del espectro de la impurificacion del 5% (Figura 42). Estas
diferencias se deben a la concentracién de Dy’" utilizada para la impurificacion de la

hidroxiapatita.
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La estructura Ca;o(PO4)s(OH), puede reescribirse como: Ca(I)sCa(Il)s(PO4)s(OH), (E. J.
D. Bronzino et al., 2000; Campa J. et al., 2007; Graeve et al., 2010; LeGeros et al., 2009).
Esta estructura es muy estable y flexible, permite la sustitucion de los atomos de Ca®" que
tienen un radio iénico de 1.12 A por iones de Dy’ con un radio iénico de 1.027 A, ya que
tienen radios i6nicos muy similares. Cuando los atomos de calcio de la estructura son
substituidos por Dy, los grupos hidroxilo son transformados en iones 6xido, para proveer
una compensacion de carga en la estructura Ca;oxDyx(PO4)s(OH),<Ox. La cantidad de
iones que puede substituir a los &tomos de calcio en la red depende del radio i6nico y de la
compensacion de carga (Ardanova et al., 2010; Get’'man et al., 2005; Y. Li et al., 2009).
Por lo cual, las substituciones de los iones de Dy’ tienen un limite en la red de la apatita y
es diferente para cada ion sustituyente. En el caso de los iones Dy’", el limite para mantener
la fase hexagonal de la hidroxiapatita homogénea para las substituciones de iones Dy’" es x
= 1.4 (donde x representa la variacion de fraccion molar). Concentraciones superiores a x =

1.4 causan la formacion de Dy;PO7 y DyPO4 monoclinico (Get’man et al., 2005).

Respecto a la posicién que ocupan los iones lantdnidos en los distintos sitios de los
atomos de calcio de la estructura hidroxiapatita: regularmente los dtomos de Ca(Il) son
preferentemente substituidos por los iones lantanidos trivalentes que los Ca(I). En el caso
del disprosio las substituciones de los Ca(Il) son predominantes. Esto se asocia con la
compensacion de carga entre los enlaces de los Dy’ con los O*; con el menor niimero de
coordinacién de los Ca(Il) en comparacion de los Ca(I), con el aumento de la diferencia
del radio i6nico entre Ca(II) y Dy’" y con una polarizacion superior de los Dy*" en los sitios
de los Ca(II) en comparacion con los Ca(I) (Ardanova et al., 2010; Get’man et al., 2005; Y.
Li et al., 2009).

En una impurificacion de la hidroxiapatita con disprosio donde x = 1.4, los cuatro sitios
de Ca(I) son ocupados por 0.132 iones de disprosio y por 3.868 de calcio, mientas que los
seis sitios de Ca(Il) son ocupados por 1.266 iones de disprosio y por 4.734 de calcios. La

maxima cantidad de iones disprosio que aceptan los Ca(I) es 0.132 y los Ca(Il) es 1.266
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(Ardanova et al., 2010; Get’man et al., 2005). Cabe mencionar que la variacién de fraccion

molar 1.4 de Dy’" equivale a una impurificacion de alrededor de 16.3%.

Con base en lo anterior, la impurificaciéon de 5% de Dy’ equivale a una de x = 0.4716.
Donde alrededor del 90.248% del Dy*" ocupa los sitios de los Ca(Il) y sélo alrededor del
9.428% del Dy’ ocupa los sitios de los Ca(I). Para esta impurificacién de Dy’ la
ocupacion total en los sitios de los Ca(I) y Ca(Il) ocasiona que los espectros de emision

presenten un corrimiento e inclinacion hacia longitudes de onda mayores.

.. . . ., 3+
Asimismo, otro efecto que presenta la impurificacion del 5% de Dy’ es una
disminucién en la intensidad relativa de emision. Esto se debe a que porcentajes altos de
impurificacion ocasionan un proceso de relajacion cruzada. Este proceso se presenta
cuando un i6n excitado transfiere parte de su energia a otro i6on. Al aumentar la
., 3+ . . . . . .

concentracion de Dy’ ', la distancia entre estos iones disminuye, lo que incrementa los
procesos de relajacion cruzada y la consecuente disminucion de los procesos radiativos

(Lemanski y Deren, 2011; Nagpure et al., 2009; Song et al., 2011).

Los resultados reportados hasta el momento corresponden a las dos impurificaciones que
presentaron mayor intensidad relativa de emision. Sin embargo, se analizaron las
propiedades luminiscentes para porcentajes de impurificacion de Dy’ de 0.5%, 1%, 2.5%,
5% y 10% utilizando todas las longitudes de excitacion obtenidas que se pueden observar

en la Figura 41 y Figura 42.

En la Figura 45 se puede observar el comportamiento de la intensidad de emision de la
HAp:Dy’" en funcion de la impurificaciéon y la longitud de onda, con un tratamiento
térmico de 800 °C. Se puede observar claramente que la impurificacion de 0.5% de Dy’ " es
superior a las otras concentraciones de impurificacion en las diferentes longitudes de onda
de excitacion. La longitud de onda de 350 nm es la mas intensa para 0.5%. La segunda

concentracion de impurificacion con una mayor intensidad de emision a las diferentes
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longitudes de onda de excitacion es la de 5% de Dy’", donde de igual manera la longitud de

excitacion en la que la HAp:Dy®" es mas intensa es alrededor de los 350 nm.
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Figura 45. Comportamiento de la intensidad de la emisién de la HAp:Dy’* en funcién de la
impurificacién y la longitud de onda. Tratamiento térmico de 800 °C por 3 h.

En la Figura 46 se puede observar el comportamiento de la intensidad de emision de la
HAp:Dy’" en funcion de la impurificaciéon y la longitud de onda, con un tratamiento
térmico de 1000 °C. Se puede observar claramente que la impurificacion de 0.5% de Dy’
de la misma manera que con el tratamiento térmico de 800 °C (Figura 45) es superior a las
otras concentraciones de impurificacion y que la emision en la longitud de onda de
excitacion de 350 nm es la mas intensa en comparacion con las otras longitudes de onda de
excitacion utilizadas. A 1000 °C la segunda impurificacion que presenta emisiones mas
intensas a las diversas longitudes de onda de excitacion es la impurificacion de 1% y no la
de 5% como en el caso del tratamiento de 800 °C (Figura 45). La impurificacion de 5% de

Dy’" ahora ocupa el tercer lugar en las impurificaciones con emisiones mas intensas.
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Figura 46. Comportamiento de la intensidad de la emisién de la HAp:Dy’* en funcién de la
impurificacion y la longitud de onda. Tratamiento térmico de 1000 °C por 3 h.

La concentracion de 1% de disprosio no permanece constante con los diversos
tratamientos térmicos. Por esta razon, para realizar las pruebas de estabilidad, el
comportamiento de la HAp:Dy’" en fluidos y la funcionalizacion con albumina sérica
bovina, se seleccionaron: la concentracion de 0.5% de Dy’", que fue la mas intensa en
ambos tratamientos térmicos y la impurificacion de 5% de Dy’ que se mantiene constante

como una de las concentraciones con emisiones relativas mas intensas en el tratamiento

térmico de 800 °C y 1000 °C.

La Figura 47 muestra los espectros de excitacion y emision de hidroxiapatita
impurificada con 0.5% de disprosio (HAp:0.5 Dy’") con un tratamiento térmico 800 °C y
1000 °C, utilizando una longitud de onda de emision de 574 nm y una longitud de onda de
excitacion de 350 nm. Como se menciond anteriormente, la diferencia en los tratamientos
térmicos no afecta las transiciones de la HAp:Dy’ " y se puede observar que los espectros
tanto de emision como de excitacion son muy similares a 800 °C y 1000 °C. Los espectros

de emision presentan cuatro picos de emision correspondientes a las transiciones tipicas del
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Dy3 . La primera transicion “Fop=>"H;js;, centrada en los 485 nm, la segunda transicion
6 , . .., 4

*Fon>°Hy3/ centrada en los 575 nm que es la mas intensa, la tercera transicion Fon>Hiip

centrada en los 660 nm y la cuarta transicion *Fo2> Ho)» centrada en los 755 nm.
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Figura 47. Espectros de excitacién y emision HAp:0.5 Dy*" .a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.
Emision en A, =350 nm y excitaciéon en A, = 574 nm.

La Figura 48 muestra los espectros de excitacion y emision de hidroxiapatita
impurificada con 5% de disprosio (HAp:5 Dy’") con un tratamiento térmico de 800 °C y
1000 °C, utilizando una longitud de onda de emision de 592 nm y una longitud de onda de
excitacion de 341 nm. Los espectros de emision presentan las 4 transiciones tipicas del

Dy’"y el efecto de corrimiento de los picos de emision.
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Figura 48. Espectros de excitacién y emisién HAp:5 Dy’ .a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.
Emision en A.,= 341 nm y excitacién en A, = 592 nm.

V.6 Fotoluminiscencia: pruebas de estabilidad y comportamiento en fluidos

La hidroxiapatita impurificada con disprosio como una plataforma ideal para el
desarrollo de terandsticos, debe ser capaz de mantener estable su estructura y sus
propiedades luminiscentes en medios fisiologicos. En esta seccion se reportan las
mediciones de las propiedades fluorescentes de la hidroxiapatita impurificada con 0.5% y
5% de Dy’" ya que fueron las que presentaron mayor intensidad en las propiedades
fotoluminiscentes. Las muestras se analizaron inmersas en agua con diferentes valores de

pH, orina y suero humano. La longitud de onda de excitacion fue de 350 nm.

V.6.1 Fotoluminiscencia de HAp:Dy’* en agua

La Figura 49 muestra los espectros de emision de la HAp:0.5 Dy’" inmersa en agua con
diferentes valores de pH. La HAp:0.5 Dy’" a 800 °C y 1000 °C muestran las cuatro

.. , . 3+ C ey ,
transiciones tipicas del Dy” . Los espectros de emision para el agua estan en color negro.
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Los espectros de emision de la HAp:0.5 Dy’ no se ven afectados por los pH de 3.5 (en
r0jo), 5.6 (en verde) y 10.5 (en azul). A 800 °C (Figura 49a) los espectros de emision
presentan cierto ruido, esto se debe a que la HAp:0.5 Dy’ precipita demasiado rapido al
fondo de la celda de cuarzo y la mediciéon se ve afectada. A 1000 °C (Figura 49b) los
espectros de emision se ven muy claros y con picos bien definidos ya que las intensidades

relativas de emision son mayores.
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Figura 49. Espectros de emisién de HAp:0.5 Dy’ en agua bajo diferentes pH. a) 800 °C por 3 h y b)
1000 °C por 3 h. 2,= 350 nm.

La Figura 50 muestra los espectros de emision de la HAp:5 Dy’" inmersa en agua con
diferentes valores de pH. Los espectros de emision muestran las cuatro transiciones tipicas
del Dy’" y estas transiciones no se ven afectadas por los diferentes valores de pH de 3.5 (en
10jo), 5.6 (en verde) y 10.5 (en azul). De igual manera que en la Figura 48, en los espectros
se observa el efecto del corrimiento de los picos de emision dado por las emisiones
simultaneas de los Dy’" en los Ca(I) y Ca(Il) de la hidroxiapatita debido a la impurificacion

del 5%.
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Figura 50. Espectros de emision de HAp:0.5 Dy’* en agua bajo diferentes valores de pH. a) 800 °C
por 3 hyb) 1000 °C por 3 h. =350 nm.

Con la finalidad de conocer el comportamiento de las propiedades fotoluminscentes de
las nanoparticulas de HAp:Dy®" inmersas en agua a un pH igual al del cuerpo humano y la
estabilidad de las propiedades conforme aumentaba el tiempo de exposicion. Las
nanoparticulas de HAp:Dy®" fueron inmersas en agua con un pH de 7.2. La Figura 51
muestra los espectros de emisién de la HAp:Dy’" con un tratamiento térmico de 800 °C,
inmersas en agua por un periodo de 60 minutos utilizando una longitud de onda de
excitacion de 350 nm. La Figura 51a muestra la impurificacion del 0.5% y se observa

. ey . . .. 3+
claramente picos de emision bien definidos de las transiciones del Dy .

Los espectros de emision de la Figura 51b correspondientes a la impurificacion del 5%

3+ . .. . .
de Dy’ presentan de la misma manera las transiciones, pero menos intensas y definidas en
comparacion con los espectros de emision de la Figura 51a. Los espectros no parecen verse

afectados por el aumento de tiempo en contacto con el agua.

Dado que los resultados de PL y XRD indicaron que los iones Dy’* fueron incorporados
exitosamente en la estructura cristalina de la Ca;o(PO4)s(OH),, y dado que la hidroxiapatita

bioldgica es muy estable a pH >4.2. Las nanoparticulas de HAp:Dy’" no se ven afectadas
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por estar inmersas en agua a pH de 7.2 por un periodo de 60 minutos y se esperaria que se

vean afectadas por periodos de tiempo mas largos (Campa J. et al., 2007; Demirkiran et al.,
2010).
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Figura 51. Espectros de la estabilidad de emision de HAp:Dy3’+ en agua a pH 7.2. Tratamiento
térmico de 800 °C por 3 h. a) 0.5% de impurificacion y b) 5% de impurificacion. A,= 350 nm.

V.6.2 Fotoluminiscencia de HAp:Dy’* en orina

La Figura 52 muestra los espectros de emision de la HAp:0.5 Dy’" inmersa en orina,
utilizando un longitud de onda excitaciéon de 350 nm. Los espectros de emision en color
negro representan la orina sola y los espectros en verde la HAp:0.5 Dy’" inmersa en orina.
Debido a que la transicion *Fo;>°Hs), centrada en los 485 nm es completamente opacada
por el espectro de luminiscencia de la orina, la HAp:0.5 Dy’ inmersa en orina presenta tres
de las cuatro transiciones tipicas del Dy’". A 800 °C (Figura 52a) las transiciones del Dy*"
se ven opacadas por el espectro de luminiscencia de la orina y apenas se alcanzan a
distinguir, en cambio a 1000 °C (Figura 52b) el pico de la transicion *Fo,>%H, 5 centrada
en los 575 nm se define claramente. En ambos espectros la transicion *Fon>Ho)» centrada
en los 755 nm se observa claramente ya que se encuentra mas alejada del espectro de

luminiscencia de la orina.
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Figura 52. Espectro de emisién de HAp:0.5 Dy’ en orina. a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.
Aex= 350 nm.

. .., 3+ . .

La Figura 53 muestra los espectros de emision de la HAp:5 Dy’ inmersa en orina. Pero
en comparacion con los espectros de emision de la Figura 52, en la impurificacion del 5%
3+ o . . . . ’
de Dy la otras tres transiciones apenas se alcanzan a distinguir ya que en su mayoria son

opacados por el espectro de luminiscencia de la orina.
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Figura 53. Espectro de emisién de HAp:5 Dy*" en orina. a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h. A=
350 nm.
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La luminiscencia de la orina se debe a la interaccion de los grupos funcionales -H,N de
la urea con los cationes presentes en el organismo que se pueden ver en la Tabla VII. El
maximo en el espectro de luminiscencia de la orina normal esta centrado en la region de
480 nm. Este puede variar la ubicacion del pico maximo y centrarse en 570 nm o en 670
nm dependiendo de los diferentes complejos formados entre la urea y las sales
predominantes en la muestra de orina (Coté et al., 2008). La medicioén de los espectros de
emision de la HAp:Dy’" se ven interferidos por los nuevos centros luminiscentes formados
por la orina. Pero las propiedades luminiscentes de la HAp:Dy’* se mantienen. Algunas de
las posibles situaciones que podria ocurrir por el contacto prolongado de la HAp:Dy’",
aparte de la descomposicion de la orina, seria la substituciéon de algunos iones en la

estructura de la apatita tal como ocurre con la hidroxiapatita bioldgica.

V.6.3 Fotoluminiscencia de HAp:Dy’* en suero sanguineo

La Figura 54 muestra los espectros de emision de la HAp:0.5 Dy’" inmersa en suero
sanguineo, utilizando un longitud de excitacion de 350 nm. Los espectros de emision en
color negro representan el suero y los espectros en azul la HAp:0.5 Dy’* inmersa en suero.
A 800 °C y 1000 °C tres de las cuatro transiciones del Dy’ se ven opacadas por los
espectro de emision del suero, el pico de emision de la transicion *Fo,>%Hj5, centrada en

los 575 nm se alcanza a distinguir completamente.

+ . . .
La HAp:0.5 Dy’" inmersa en suero causa en corrimiento a la derecha en el pico de
emision del suero. El pico de emision mas intenso del suero se centra en 520 nm, cuando el
material se encuentra inmerso en suero el pico de emision se recorre 20 nm y se centran en

la longitud de onda de los 540 nm.
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Figura 54. Espectros de emision de HAp:0.5 Dy’* en suero sanguineo. a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C
por 3 h. A= 350 nm.

La Figura 55 muestra los espectros de emision de la HAp:5 Dy’" inmersa en suero
sanguineo. A 800 °C y 1000 °C los espectros de emision de la HAp:5 Dy~ se ven

completamente opacados por el espectro de emision del suero.
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Figura 55. Espectros de emisién de HAp:5 Dy*" en suero sanguineo. a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C
por 3 h. A= 350 nm.
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La luminiscencia del suero estd determinada por la estructura de las proteinas, las
sustancias nitrogenadas no proteicas (urea, acido urico, creatina, creatinina, sales de
amonio), y las sustancias nutritivas (glucosa, lipidos, aminoacidos) que lo componen.
Ademas, por la posible formacion de nuevos centros luminiscentes de la urea con los
electrolitos (Na+, K, Ca2+, Mg2+, CI, HCOy5', PO43', SO42') que viajan por la sangre. Las
propiedades luminiscentes de la HAp:Dy* inmersa en suero no deberian verse afectadas

por los componentes del suero.

V.7 Espectroscopia infrarroja de la funcionalizacién de HAp:Dy’* @BSA

La funcionalizacién de nanoparticulas con péptidos o proteinas es un topico importante
en el desarrollo de nanoparticulas multifuncionales que puedan funcionar como
teranosticos. De las proteinas utilizadas para la funcionalizacion, la albumina sérica bovina
(BSA) es la mas frecuente debido a que es la proteina mas abundante del plasma sanguineo,
constituye del 54-58% de las proteinas totales del plasma, es la proteina que tiene mayores
puntos de unidon para medicamentos y otras sustancias fisiologicas, y puede ser facilmente
unida con otras proteinas, con marcadores fluorescentes o nanoparticulas diversas (Misra et

al., 2010; Peng et al., 2011; Ross y Pawlina, 2008).

En la funcionalizacién de las proteinas con nanoparticulas, el pH juega un papel
importante en la union de las nanoparticulas con el ligando y la proteina. La albumina
sérica bovina es una proteina que posee extremos hidrofilos (que es soluble en agua) y
hidrofobos (que rechaza el agua) debido a la presencie de grupos NH, (polar) y COOH
(apolar) en su estructura molecular. Esto ocasiona diferentes cargas netas de la molécula en
medios con diferentes valores de pH. Especificamente tiene una carga positiva neta por
debajo de su punto isoeléctrico de 4.8 y una carga negativa neta por encima de su pl (Misra

et al., 2010; Peng et al., 2011).
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Para corroborar funcionalizacion la HAp:Dy’" y la albumina, se llevd a cabo
espectroscopia infrarroja (IR). La Figura 56 muestra los espectros de infrarrojo de la
HAp:Dy’" y la HAp:Dy’" funcionalizada con albumina sérica bovina (HAp:Dy’' @BSA),
impurificada con 0.5% y 5%, y sometidas a un tratamiento térmico de 800 °C. El espectro

color negro representa la HAp:Dy’ "y el espectro azul la HAp:Dy’ @BSA.

Los espectros de la HAp:Dy’ ‘@BSA impurificada al 0.5% y 5% de Dy’" muestran dos
picos de transmitancia que no varian de posicion en los dos diferentes espectros. Estos
estan relacionados con la estructura de la albimina sérica bovina, el primero centrado en
1649 cm™ que corresponde a la banda caracteristica de la amida I, y el segundo centrado en
1544 cm” que corresponde a la banda de la amida II. La banda mas intensa de
transmitancia de la albumina es la de la amida I y se asocia principalmente a las vibraciones
del grupo carbonilo (C=0) del enlace peptidico y el patron de enlaces del H. La banda de la
amida II estd relacionada con las vibraciones de los enlaces N-H, C-N y C-C de la
estructura (Ferrer et al., 2008; Peng et al., 2011). Los resultados de espectroscopia IR de la

. . . ., + , . , . .
Figura 56 corraboran la funcionalizacion de HAp:Dy’* con albiimina sérica bovina.

100

80 4
80

60 -

\ s
\ co,

60

Transmitancia %
Transmitancia %

\ CH
3
40 4 ) OH Amida1”” 0-H Lif:res U (@964 cm”) Amida |
O-H Libres (3306 cm™) 3 f 404 (@sesem™) -H 4 (6a9cm™)
a4 (1649 cm ) (3306 cm )
(3566 cm™)
Amida Il Amida Il
20 (1544cm’) I P %
HA 'D a HAp_Dy (1544 cm )
APy 20 4—— HAp:Dy"'@ BSA
——HAp:Dy" @ BSA
0 T T T T T 4 T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 4000 3500 3000 2500 2000 1500

. -1
Numero de onda (cm™) Nimero de onda (cm")

Figura 56. Espectro IR de HAp:Dy*" y HAp:Dy’* @BSA. Tratamiento térmico de 800 °C por 3 h. a)
0.5% de impurificacién y b) 5% de impurificacion.
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V.8 Fotoluminiscencia de la funcionalizacién de HAp:Dy’ @BSA

La Figura 57 muestra los espectros de emision de la HAp:0.5 Dy’" funcionalizada con
albtmina sérica bovina (HAp:0.5 Dy’ @BSA), utilizando una longitud de onda de
excitacion de 350 nm. Los espectros de emision en color negro representan el agua y los
espectros en azul la HAp:Dy”' @BSA inmersa en agua. A 800 °C y 1000 °C los espectros
son muy similares y muestran picos de emision bien definidos correspondientes a las 4

transiciones tipicas del Dy’".

a) . A= 350 nm b) M =350 nm

——HAp:Dy”@ BSA .
Agua Destilada ——HAp:Dy" @ BSA
—— Agua Destilada

Intensidad (U.A.)
Intensidad (U.A.)

T T T T T d T T T T T
500 600 700 800 500 600 700 800

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 57. Espectros de emisién de HAp:0.5 Dy’* funcionalizada con BSA. a) 800 °C por 3 h y b)
1000 °C por 3 h. 2,= 350 nm.

La Figura 58 muestra los espectros de emision de HAp:5 Dy’ @BSA. De la misma

manera que la Figura 57 se observan las cuatro transiciones tipicas del Dy’".
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Figura 58. Espectros de emisién de HAp:5 Dy*" funcionalizada con BSA. a) 800 °C por 3 h y b) 1000
°C por 3 h. A= 350 nm.

V.9 Resumen

En resumen, la hidroxiapatita impurificada con disprosio (HAp:Dy’") fue sintetizada por

el método sol-gel asistido con 4cido tartarico. Las impurificaciones de Dy’" fueron de 0.5%

y 5%. El material fue sometido a tratamientos térmicos de 800 °C y de 1000 °C por 3 h.

Los resultados de difraccion de rayos X (XRD) demostraron que los productos

finales fueron la fase hexagonal de la hidroxiapatita, homogénea con el

tratamiento térmico de 800 °C, y la formacion de la fase hexagonal de la

hidroxiapatita con trazas de la fase de f-Cas(POs4), con el tratamiento térmico de

1000 °C. Asimismo, se observd que los iones de Dy’" fueron incorporados

exitosamente en la estructura cristalina de la Ca;o(PO4)s(OH),.

Los resultados de microscopia electronica de barrido (SEM) mostraron la

obtencidn de polvos en forma de ldminas agregadas con poros en su superficie.
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Los resultados de espectroscopia de Dispersion de Energia (EDS) confirmaron la
presencia de calcio, oxigeno y fosforo para el caso de la impurificacion del 0.5%,
y de calcio, oxigeno, fosforo y disprosio para el caso de la impurificacion del

5%.

Los resultados de microscopia electronica de transmision (TEM) mostraron la
obtencion de nanoparticulas uniformes y porosas con diametros desde los 50 nm
a los 200 nm aglomeradas con un tratamiento térmico de 800 °C . A 1000 °C
mostraron la obtencion de particulas uniformes de un intervalo de didmetro de
entre 200 nm y 1000 nm altamente aglomeradas y con cristales fusionados. Tras
la separacion de nanoparticulas que fueron sometidas a un tratamiento térmico de
800 °C , mediante ultrasonido y filtrado al vacio las nanoparticulas se lograron

separar un poco pero se siguio presentando la aglomeracion.

Los resultados de fotoluminiscencia (PL) demostraron que los espectros de
excitacion corresponden a las transiciones electronicas de la nivel 4/° del Dy’
Asimismo, la obtenciéon de cuatro picos de emision correspondientes a las
transiciones tipicas del Dy’". La primera transicion “Fo,=>°H)s/ centrada en los
485 nm, la segunda transicion *Fo,>%Hi3 centrada en los 575 nm, la tercera
transicion *Fon>H,y» centrada en los 660 nm y la cuarta transicion *Fon>Hop
centrada en los 755 nm. Los dos distintos tratamientos térmicos de 800 °C y

1000 °C no afectaron las transiciones de emision del material.

La concentracion de impurificacion de Dy’" que mostré propiedades
fluorescentes superiores fue la de 0.5%, seguida de la impurificacion de 5%. La
longitud de excitacion en la cual el material present6 propiedades fluorescentes
superiores a las diferentes impurificaciones fue alrededor de los 350 nm. Las
diferencias y el corrimiento en los espectros de emision de la impurificacion del
5% son la combinacion de las absorciones y emisiones de los iones de disprosio

que substituyen los sitios de los Ca(l) y los Ca(Il) de la estructura de la
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hidroxiapatita. Asimismo, otro efecto que presenta la impurificacion del 5% de
Dy’" es una disminucion en la intensidad relativa de las muestras. Esto se debe
que la con esa cantidad de impurificacion de Dy’" ocurre un proceso de

relajacion cruzada.

Los resultados de espectroscopia infrarroja (IR) demostraron la presencia de las
bandas de la amida I y II lo que corrobord la funcionalizacién de HAp:Dy’* con

albumina sérica bovina.

Finalmente, los resultados de los espectros de emision de la HAp:Dy’" inmersa
en fluidos y la HAp:Dy’ @BSA inmersa en agua, que se observan en las figuras
59 y 60, muestran las transiciones tipicas del Dy’". Los resultados demostraron
que la estructura y las propiedades luminiscentes de la HAp:Dy’" no se ven
afectadas por la interaccion con los diversos fluidos. Los resultados obtenidos
demuestran que la Hidroxiapatita impurificada con disprosio podria funcionar

como una plataforma ideal para el desarrollo de terandsticos.

A= 350 nm b) LM, A, =350 nm
——HAp:Dy™’en agua ——HAp:Dy*en agua
——HAp:Dy™ en orina ——HAp:Dy”* en orina
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Figura 59. Espectros de emisién de HAp:0.5 Dy** en fluidos. a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.

Aex= 350 nm.
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Figura 60. Espectros de emisién de HAp:5 Dy*" en fluidos. a) 800 °C por 3 h y b) 1000 °C por 3 h.
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Conclusiones

Nanoparticulas de hidroxiapatita impurificada con diferentes concentraciones de
disprosio fueron exitosamente sintetizadas por el método sol-gel asistido con

acido tartarico.

. + . . . .
Los iones de Dy’ fueron incorporados exitosamente en la red cristalina de la

hidroxiapatita.

Se obtuvieron nanoparticulas < 100 nm con el tratamiento térmico de 800 °C.

La HAp:Dy’" mostro la presencia de cuatro picos de emision correspondientes a
las transiciones tipicas del Dy’". Lo que es una indicacion clara de que el Dy’"

actia como centro luminiscente en la estructura.

La concentracion de impurificacion de Dy’ en la cual la HAp:Dy’" present6

propiedades flourescentes superiores fue del 0.5%.

La propiedades luminiscentes de la HAp:Dy’" inmersa en fluidos no se ven

afectadas.

La HAp:Dy’" permanece estable en medios con valores diferentes de pH.

Las nanoparticulas de HAp:Dy’" fueron exitosamente funcionalizadas con

albumina sérica bovina.

Las nanoparticulas de HAp:Dy’" podrian funcionar como una plataforma ideal

para el desarrollo de terandsticos.
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Investigaciones futuras requieren solucionar los problemas de la aglomeracion y
la obtencion de nanoparticulas con tamafios similares. Una vez solucionados
estos problemas, se requiere realizar pruebas deteccion, transporte y liberacion

en sistemas bioldgicos.
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