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VI Resumen y abstract

Resumen

Los microorganismos causantes de muchas enfermedades y condiciones médicas comunes se han
vuelto resistentes a una amplia gama de medicamentos antimicrobianos. Por lo tanto, es necesario
el desarrollo de nuevos agentes antibacterianos, fadrmacos, vacunas y estrategias en nanotecnologia.
La hidroxiapatita (HA) es uno de los principales constituyentes de la matriz ésea, es el mas estable,
mas denso y menos soluble de los fosfatos de calcio (CaPs), es biocompatible y bioactiva; su modelo
estructural idnico puede aceptar sustituyentes catidnicos y anidnicos, lo que permite adaptar sus
propiedades y mejorar su aplicacion. Nanoparticulas de HA con nanoparticulas metalicas y dxidos
metalicos pueden ser un material prometedor para combatir las enfermedades infecciosas.

Esta investigacion se enfoca en la obtencién de nanocompuestos de hidroxiapatita dopada con
oxido de magnesio y platino a través de la ruta de sintesis solvotermal, a diferentes relaciones
surfactante/cosurfactante con el fin de controlar la morfologia de los nanocompuestos.

Los polvos sintetizados fueron caracterizados empleando varias técnicas como difraccién de rayos
X (DRX) para determinar su estructura y pureza; Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR), para identificar los grupos funcionales presentes; Microscopia Electrénica de Barrido
(SEM) y Microscopia Electréonica de barrido por Emisién de campo (FESEM) para observar la
morfologia, tamano y distribucién de las nanoparticulas. Posteriormente, se evallo la actividad
antibacteriana mediante el método de difusién por disco frente a bacterias gram- positivas y gram
negativas, con y sin radiacién ultravioleta. Para fines comparativos y el andlisis del efecto de las
nanoparticulas metalicas y de 6xidos metalicos en la actividad antibacteriana, se estudié ademas, el
comportamiento de nanocompuestos dopados con plata.

Los resultados demuestran que el método solvotermal es una forma de sintesis prometedora para
producir nanoparticulas de hidroxiapatita dopada con nanoparticulas metalicas y de oxidos
metalicos, con determinada morfologia y susceptibilidad en bacterias como Streptococcus mutans
y Escherichia Coli; mostrando asi, el posible uso de este material como antibacteriano.

Palabras clave: hidroxiapatita, actividad antibacteriana, éxido de magnesio, platino, método
solvotermal.
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Abstract

Microorganisms cause many diseases and common medical conditions and they have become
resistant to antimicrobial drugs. Therefore, the development of new antibacterial agents, drugs,
vaccines and strategies in nanotechnology is necessary. Hydroxyapatite (HA) is one of the main
constituents of the bone matrix. It material is the most stable, densest and least soluble of the
calcium phosphates (CaPs) and have others qualities like biocompatible and bioactive.
Hydroxyapatite lonic structural model can accept cationic and anionic substituents, which allows to
adapt its properties and to improve its application. Hydroxyapatite nanoparticles combined with
metal nanoparticles and metal oxides can be a promising material to combat infectious diseases.

Research focus is obtain nanocomposites of hydroxyapatite doped with magnesium oxide and
platinum. Synthetic route used was solvothermal at different surfactant / cosurfactant ratios in
order to control the morphology of the nanocomposites.

Synthesized powders were characterized using several techniques such as X-ray diffraction (XRD) to
determine their structure and purity; Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), to identify the
functional groups present; Scanning Electron Microscopy (SEM) and Field Emission Scanning
Electron Microscopy (FESEM) to observe the morphology, size and distribution of nanoparticles.
Subsequently, antibacterial activity was evaluated by disc diffusion method whit gram-positive and
gram-negative bacteria, with and without ultraviolet radiation. Behavior of nanocomposites doped
whit silver was also studied to compare and analyze the effect of metal nanoparticles and metal
oxides on bacterial activity.

Results demonstrate that the solvothermal method is a promising synthetic form to produce
nanoparticles of hydroxyapatite doped with metal nanoparticles and metal oxides with different
morphology and susceptibility to Streptococcus mutans and Escherichia coli.

Keywords: hydroxyapatite, antibacterial activity, magnesium oxide, platinum, solvothermal
method.
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Introduccion

El ser humano esta expuesto a una infinidad de microorganismos, tales como bacterias y virus,
capaces de producir numerosas enfermedades. En los ultimos afos, el control de la poblacién
microbiana se ha convertido en un problema creciente a nivel mundial, debido a la ubicuidad de
estos microorganismos y su habilidad para auto-establecerse (1).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reveld en su primer informe sobre la resistencia a los
antibidticos, que las infecciones que en las Ultimas décadas han logrado tratarse gracias a los
antibidticos pueden volver a ser potencialmente mortales por el aumento de la resistencia de las
bacterias a estos farmacos. Lo cual representa una amenaza a la salud humana y animal, se pone
en peligro la capacidad de tratar enfermedades infecciosas comunes y en consecuencia el aumento
de la discapacidad; la muerte; enfermedades mas largas; estancias prolongadas en el hospital;
intervenciones como el trasplante de érganos, la quimioterapia del cancer, el tratamiento de la
diabetes o la cirugia mayor (cesareas, protesis de cadera, entre otras) representarian
procedimientos de alto riesgo (2).

Se ha demostrado que mediante la combinacién de la nanotecnologia y la ciencia de los materiales
se puede combatir el incremento de la resistencia de patégenos hacia los antibidticos, ya que
permiten desarrollar materiales con propiedades antimicrobianas intrinsecas (3). Varias
alternativas han sido estudiadas, entre ellas, el uso de nanoparticulas (4). Nanopaticulas metalicas
y de dxidos metalicos poseen potenciales propiedades antibacterianas, que las convierten en una
alternativa como agente antimicrobiano con mayores ventajas que los antibidticos tradicionales.
Tienen una vida util prolongada; son estables a elevadas temperaturas y/o presiones; es poco
probable la aparicién de resistencia antibacteriana; pueden ser modificadas para usos terapéuticos
especificos a través de funcionalizacion y activadas por estimulos (quimicos, calor, campos
magnéticos, pH y radiacion UV) que amplian su espectro bactericida (5).

Independientemente del tamafio pequefio de las nanoparticulas (<100 nm), varios pardmetros son
relevantes para mejorar sus propiedades estructurales, magnéticas, eléctricas, épticas, mecdanicas
y antibacterianas; entre ellos la composicién elemental, carga, forma, cristalinidad, drea superficial,
solubilidad y agregacion. Las nanoparticulas poseen propiedades fisicoquimicas Unicas debidas a
su tamafio, éste afecta la movilidad y transporte de las particulas; particulas con diferentes formas
(esféricas, tubulares y cubicas) tienen distinta afinidad y accesibilidad a la pared celular; el potencial
Zeta influye en la habilidad de las particulas para penetrar las células; la aglomeracién afecta las
propiedades de superficie de las nanoparticulas y su bio-disponibilidad a las células (6).
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Algunos estudios realizados en nanoparticulas metalicas y 6xidos metdlicos se han enfocado en
determinar cdmo influye la morfologia en la respuesta biocida. Wang et al. demostraron que
particulas cubicas y octaedrales de Ag,0 pueden inhibir el crecimiento de E.coli ; sin embargo, las
de morfologia cubica son mas eficientes (7).

En el afio 2013, Talebian et al. sintetizaron nanparticuas de ZnO con diferente morfologia mediante
el método solvotermal; determinaron la actividad antimicrobiana contra E.coli y S.aureus por
conteo de colonias, con y sin presencia de luz de nanoparticulas con morfologia esférica, barras y
forma de flor. Los resultados indicaron una eficiencia de inactivacion de las nanoparticulas en su
orden, en forma de flor> esféricas >barras bajo condiciones de radiacién UV y en la oscuridad (8).

Un aio después, Laha et al. sintetizaron nanoparticulas de cobre con morfologia de l[dmina y
esféricas, emplearon bacterias Gram-positivas y Gram- negativas para el analisis del efecto
antibacteriano de las nanoparticulas. El crecimiento de las bacterias Gram- negativas P.vulgaris y
E.coli fue completamente inhibido por las nanoparticulas esféricas a concentraciones de 0.16
mg/mL y 0.20 mg/mL, respectivamente. Las nanoparticulas en forma de lamina fueron mas
efectivas en bacterias Gram-positivas B.subtiles y M. luteus a 0.22 mg/mL y 0.20 mg/mL,
respectivamente. Esto puede deberse a que las nanoparticulas en forma de ldmina no puedan
penetrar la membrana externa de la bacteria Gram-negativa, contrario a las que presentan
morfologia esférica. Por otro lado, tienen mas carga superficial induciendo mas dafio en las
bacterias Gram-positivas (9).

Un requerimiento clave para el éxito en el uso de nanoparticulas en aplicaciones biomédicas es que
presenten baja toxicidad. Razén por la cual varias investigaciones estan orientadas a desarrollar
nanocompuestos o nanomateriales con incorporacion de diferentes metales u 6xidos metalicos.
Un ejemplo de ello son los compuestos de hidroxiapatita (HA) y nanoparticulas de HA dopadas con
iones y Oxidos metadlicos, que han sido de gran interés. Nathanael et al. prepararon
nanocompuestos de HA/TiO, por combinacién del método hidrotermal y de alta gravedad
(nanoesferas de TiO, fueron depositadas sobre nanobarras de HA); las propiedades biolégicas
fueron medidas usando células animales similares a los osteoblastos (CHO), a bajas
concentraciones de TiO, los nanocompuestos presentaron excelente respuesta celular;
nanocompuestos con 60% de TiO, mostraron actividad antibacteriana en S. aureus (10).

El efecto antimicrobiano de nanoparticulas de HA con nanoparticulas de Ag (tamafio promedio de
(65 + 17 )nm fue evaluado por Mocanu et al. mediante el método de difusién en agar nutritivo
con glucosa, de acuerdo al modelo de antibiograma. Emplearon discos con superficies lisas y
observaron zonas de inhibicion para E.coli entre 10 y 15 mm, para S. aureus entre 11 y 16 mm; las
cepas de Staphylococcus spp, fueron menos sensibles, su actividad fue registrada con contenidos
de plata de 4.5 wt% identificada con un halo de 14 mm. Para B.cereus hubo zona de inhibicién de
14 mm a 5.4 wt% de nanoparticulas de Ag (11).
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HA multisustituida con iones Mg?, Ni** y SiOs* fue sintetizada por el método de microondas
asistido con precipitaciéon por Alshemary et al. Investigaron las propiedades antibacterianas de
estas nanoparticulas contra P. aeruginosa mediante el método cualitativo de difusion por disco y
contra E.coli con el método de conteo. Las nanoparticulas mostraron efecto antibacteriano contra
E.coli, |a tasa de supervivencia de la bacteria disminuyé con la cantidad de iones Ni%*. La mayor
zona de inhibicién encontrada para P. aeruginosa (4.1 mm) fue en nanoparticulas de Ni-Mg-SiHA
con concentracion alta de Ni?*, longitud 55 nm y ancho de 21 nm (12).

Investigaciones orientadas a la sintesis de HA con sustitucién de magnesio han aumentado debido
a sus potenciales aplicaciones como desarrollo de hueso artificial, entre otras; la adicidn de este
catidon mejora la degradacion y bioactividad de la HA por los cambios en la composicién quimica,
tamano de cristal y microestructura. Las propiedades antibacterianas de este tipo de
nanoparticulas también han sido analizadas (13).

Por sus propiedades fisicoquimicas, la HA también ha sido considerada como un material aplicable
contra el cancer. Ezhaveni et al. sintetizaron HA mediante el método hidrotermal. Los estudios de
TEM mostraron una morfologia de nanobarras con un diametro de aproximadamente 18-24 nmy
una longitud de 33-40 nm. Cerca del 50% de muerte celular fue observado a 24 h de incubacién de
las células cancerigenas G2 con nano HA tratada a 200°C — 5 h y 56% de muerte celular a 48h de
incubacién. Nano HA sintetizada a 100°C- 5 h mostré un perfil de muerte celular similar al material
anterior (14).

Por otro lado, las propiedades biolédgicas y antibacterianas son evaluadas predominantemente con
nanoparticulas de HA que presentan morfologia esférica y de barras. No hay reportes comparativos
del efecto de la morfologia de HA en las propiedades antibacterianas pero si en las propiedades
biolégicas. La respuesta bioldgica de las NPs de CaPs depende del tamafio del cristal y la forma,
parametros que afectan la proliferacidon de osteoblastos, la actividad celular y la apoptosis. Xu et
al. demostraron que nanoparticulas de HA de 20 nm fueron efectivas en promover la proliferacién
celular, la actividad celular y la inhibicidon de apoptosis celular. Simultdneamente, observaron que
la proliferaciéon de osteoblastos y migracién celular mejoré cuando las células se cultivaron en
suspensiones con nanoparticulas esféricas de HA, comparada con la respuesta obtenida
empleando suspensiones de nanobarras de HA. Sin embargo, las nanoparticulas esféricas indujeron
mayores expresiones de las enzimas metabdlicas, lo que indica que podrian ser potencialmente
mas peligrosas para los osteoblastos que las particulas con forma de aguja (15).

Continuos avances en el campo de la medicina se han enfocado en el desarrollo de biomateriales
gue tengan un amplio espectro de actividad bactericida en la prevencién y/o tratamiento de una
infeccidn; que no sean tdxicos al huésped y susceptibles al desarrollo de resistencia microbiana
(16).
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De acuerdo a lo anterior, con este trabajo de investigacidn se propone sintetizar un nuevo material
de HA dopado con Mg y Pt (sin reporte bibliografico hasta el momento), que tenga morfologia
especifica y propiedad antibacteriana comparable a CPs con presencia de metales u dxidos
metalicos como Ag y TiO; que, a pesar de ser efectivos, son tdxicos. Teniendo en cuenta que se ha
demostrado el efecto bactericida y actividad fotocatalitica de NPs de MgO, se busca aumentar estas
propiedades con Pt y asi, obtener un material biocompatible con posible aplicaciéon de agente
antibacteriano. Para lograr esto, se empleard el método hidrotermal asistido con microemulsiones,
técnica que permite obtener productos cristalinos muy homogéneos a baja temperatura de
reaccién, menos aglomeracion entre particulas, distribucion de tamafio de particula pequenio, fase
homogénea, composicién uniforme, alta pureza en el producto y morfologia controlada (17).
Ademas, se evaluara su efectividad en bacterias Gram- positivas y Gram-negativas.

Este trabajo estd conformado por cuatro capitulos. En el primer capitulo, el lector encontrara
informacién relevante de los fosfatos de calcio; nanoparticulas metalicas y 6xidos metalicos como
agentes antibacterianos; métodos de sintesis; pruebas de evaluacién de actividad antibacteriana 'y
aplicaciones de las nanoparticulas como agentes antibacterianos. Posteriormente, se describe cada
una de las etapas del método de sintesis empleado para obtener los nanocompuestos. Finalmente,
se presentan los resultados de caracterizacidon estructural, morfoldgica y la evaluacion de la
susceptibilidad antibacteriana.






Objetivos

Objetivo General

Evaluar el efecto de la morfologia de nanocompuestos HA/MgO/Pt en sus propiedades
antibacterianas bajo activacién fotocatalitica.

Objetivos especificos

e Controlar la morfologia de nanocompuestos HA/MgO/Pt con la proporcion
estequiométrica surfactante/cosurfactante para determinar su posterior actividad
antibacteriana.

e Evaluar la capacidad bactericida de los nanocompuestos sintetizados sobre
microorganismos Gram positivos y Gram negativos.

e Determinar la existencia de un efecto sinérgico del Pt y el MgO en el efecto antibacteriano
de los nanocompuestos bajo activacidn fotocatalitica.



1. Marco teorico

El desarrollo del marco tedrico imparte conocimientos enmarcados en los conceptos y fenémenos
relacionados al tema de investigacion. En este apartado el lector encontrara: una introduccién a
los fosfatos de calcio, nanoparticulas como agentes antibacterianos, métodos de sintesis y
aplicacion; se resalta y sustenta la importancia de la tesis de acuerdo a los reportes cientificos.

1.1 Generalidades de los fosfatos de calcio

Los biomateriales basados en fosfatos de calcio (CaPs) son un grupo de compuestos que tienen una
relacion molar Ca/P en el rango de 0.5-2 y son empleados para la reconstruccion de defectos dseos,
especialmente en el campo de la odontologia, ortopedia y cirugia (18,19). Estos materiales
presentan propiedades de biocompatibilidad, osteoconductividad y osteointegracion que
potencializan sus aplicaciones en el campo biomédico (Tabla 1).

Tabla 1 Principales compuestos de fosfato de calcio. Modificado y tomado de (18), (20)

Compuesto Férmula Elipsis | Ca/P
Fosfato monocdlcico monohidratado Ca(H,P0,),.H,0 MCPM | 0.5
Fosfato monocalcico (anhidrido) Ca(H,P0O,), MCPA 0.5
Fosfato dicdlcico anhidrido CaHPO, DCPA 1
Fosfato dicalcico dihidratado CaHPO,.2H,0 DCPD 1
a- Fosfato tricélcico a— Caz(P0,), a-TCP 1.5
B- Fosfato tricalcico B — Caz(P0O,), B- TCP 1.5
Hidroxiapatita deficiente en calcio Ca;g_x(HPO,4)4(PO4)s_x | CDHA | 1.5-1.6

(OH),—x

Hidroxiapatita Ca;((P0O,)4 (OH), HA 1.67
Fluoroapatita Ca;o(PO,)6 F, FAP 1.67
Fosfato tetracalcico Ca,(P0O,), 0 TTCP 2

La nucleacidn y crecimiento de los CaPs en los sistemas bioldgicos ocurre en un medio rico eniones,
lo cual afecta la cinética y termodinamica de la cristalizacion, asi como también su estabilidad.
Estudiar la sustitucion idénica en los CaPs permite comprender mejor el proceso de
biomineralizacién, control de las propiedades, aumento de la bioactividad del material y liberacién
de iones capaces de tratar enfermedades dseas (18,21).

El modelo estructural idnico de la familia de las apatitas muestra una estructura que puede aceptar
sustituyentes catidnicos y anidnicos. La sustitucion induce modificaciones en la cristalinidad,
morfologia, pardmetros de celda y estabilidad de la estructura apatitica, afectando a su vez la
solubilidad en condiciones fisioldgicas. Esto permite adaptar sus propiedades de bioactividad,
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biocompatibilidad y adsorcién para adquirir caracteristicas similares a las apatitas bioldgicas, las
cuales no son estequiométricas, tienen imperfecciones estructurales, defectos e iones (22—-24).

La apatita es capaz de incorporar en su estructura atémica casi la mitad de los elementos del
sistema periddico; sin embargo, el nimero de sustituciones idnicas posibles en las bioapatitas se
ve limitado por los elementos presentes en los fluidos corporales y por los pardmetros estructurales
(25). Los iones conocidos y/o reportados en las apatitas dseas o de los dientes son F’, CI, Na*, K,
Fe?*, Zn%, Sr?*, Mg, citrato y carbonato. Las sustituciones de iones bivalentes pueden no causar
desequilibrio de carga en la red de la apatita, pero iones monovalentes como Na* y K*, si,
ocasionando vacancias adicionales o sustituciones simultaneas de cationes y aniones sin la
formacién de vacancias o pérdida de equilibrio de cargas. Reemplazar los iones Ca?* por otros
cationes ocasiona la contraccién o expansidn de los parametros de red, dependiendo del tamafio
idnico (22).

La mayoria de investigaciones sobre sustituciones idnicas en CaPs involucra la hidroxiapatita (HA),
compuesto de composicion Ca;y(P0O,)(0OH),, presenta una estructura hexagonal con el grupo
espacial P63/m. Es uno de los mayores constituyentes de la matriz dsea, es el mas estable, mas
denso y menos soluble de los CaPs (26), es biocompatible y bioactiva; ha sido empleada en
sustitutos éseos, como fuente de calcio en suplementos alimenticios, materiales dentales, como
agente de liberacion de farmacos, adsorbente de cromatografia liquida y proteinas, catalisis,
intercambio idnico (18,22), inhibicidén del crecimiento de muchos tipos de células cancerigenas,
entre otros (14).

La HA sintética es un material estequiométrico con relacidn Ca/P de 1.67, carece de trazas de iones
beneficiosos que se encuentran en el tejido duro natural, razén por la cual es considerada como un
material inferior de reparacion ésea, carente de habilidad para acelerar el proceso de reformacion
Osea (18,21). Su estructura cristalina hexagonal la componen dos sitios diferentes de cationes, Ca
(I) y Ca (Il), pero sélo un medio de fosfato; puede ser descrita como un ensamble de fosfatos
cruzados por canales de iones OH™, paralelos al eje cristalografico ¢ (Figura 1) (21).
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Figura 1 Estructura de la HA a lo largo del eje c. Las lineas negras conectan las columnas de Ca (I) en redes
hexagonales. El color cian y los tridngulos de color magenta conectan los &tomos escalonados de Ca (Il)
presentes en el mismo plano, pero a diferentes distancias con respecto al eje c. Tomado de (21).

Las paredes de canales estan formadas por atomos de Ca (Il) dispuestos en un conjunto triangular
escalonado. Los atomos de Ca (l) tienen diferentes medios y estan posicionados en columnas
paralelas a los canales de OH™. Entre los 10 cationes, los 4 atomos de Ca (l) estan fuertemente
unidos a 6 oxigenos y débilmente unidos a otros 3 oxigenos (Ca (I)-O distancia de 0.255 nm),
mientras que los 6 dtomos de Ca (ll) estan rodeados por 7 oxigenos (Ca (l1)-O distancia de 0.245
nm). Los atomos de Ca () estan estrictamente alineados en columnas y cualquier cambio pequefio
en las interacciones metal-oxigeno, afecta la estructura de la celda. Los dtomos de Ca (ll)
pertenecientes a capas consecutivas estan escalonados, lo cual permite desplazamientos aleatorios
sin comprometer la estructura. Como consecuencia, cationes mads pequeiios que el Ca o cationes
un poco mas grandes a bajas concentraciones se sitian preferiblemente en los Ca (l) donde estan
presentes las interacciones fuertes, mientras que los cationes mas grandes ocuparian la posicion
de los Ca (ll) a elevadas concentraciones (21,22).

Las sustituciones catidnicas pueden ocurrir en todos los rangos de composicidon, como sucede para
Sr2*,Cd?* y Pb2*; sin embargo, en el caso de iones mas pequefios como Zn%* y Mg?*, es limitado
porque inhiben la cristalizacion de la HA. Las sustituciones anidénicas mas importantes
biolégicamente, involucran F~ y C1™ para OH; CO32_ para PO43_ o OH™. Las sustituciones de
F~son favorecidas por la propiedad de formacién de puentes de hidrégeno y aumentan la
estabilidad y cristalinidad (21).

Esta caracteristica de las apatitas puede ser usada como una herramienta para desarrollar
materiales que no solamente sean aplicados como agentes de formacion de hueso sino también
como agentes antimicrobianos (13).
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1.2 Nanoparticulas metalicas como agentes antibacterianos

Un agente antimicrobiano es un compuesto quimico, natural o sintético, que mata o inhibe el
crecimiento de los microorganismos. Los agentes que matan microorganismos se denominan
agentes- cida, un prefijo que indica el tipo de microorganismo que mata. Se conocen agentes
bactericidas, fungicidas y virucidas que matan bacterias, hongos y virus, respectivamente. Los
agentes que no matan, sino que sélo inhiben el crecimiento se llaman agentes- estdticos, por
ejemplo, agentes bacteriostaticos, fungistaticos y virustaticos (27).

Varios tipos de nanoparticulas (NPs) y sus derivados han recibido gran atencidn por su potencial
efecto antimicrobiano (es decir, antiviral, antibacterial y antifingico) para aplicaciones como
biocidas, tratamiento antibidtico y recubrimientos. NPs metdlicas tales como plata (Ag), 6xido de
plata (Ag;0), éxido de titanio (TiO3), silicio (Si), 6xido de cobre (CuQ), dxido de zinc (Zn0), Au, éxido
de calcio (Ca0) y éxido de magnesio (MgO) han mostrado actividad antimicrobiana (5,28). Para
comprender las propiedades antibacterianas de las NPs, es importante tener en cuenta que el
mecanismo de actividad antibacteriana varia de nanoparticula a nanoparticula segin su
composicion. Aunque para toda la variedad de NPs no se ha logrado explicar completamente su
mecanismo antibacteriano, en la literatura se ha reportado que una NP de un material
inherentemente antibacteriano, podria tener multiples mecanismos de actividad antibacteriana,
tales como, liberacién de iones metdlicos antibacterianos de la superficie de la NP y otras
dependientes de la propiedades fisicas antibacterianas de una NP, relacionadas a la penetracién
de la pared celular o dafio de la membrana (29).

La Figura 2 representa los factores que influyen en los efectos antimicrobianos de los
nanomateriales con NPs metalicas /6xidos metélicos, derivados de la literatura. En la esquina
inferior izquierda se muestra la disolucion de iones metalicos de los nanomateriales con metales,
este proceso puede tomar lugar al interior o exterior celular. La esquina superior derecha, ilustra
las propiedades “nano-especificas” tales como, defectos cristalinos, reactividad de la superficie que
facilita la formacién de radicales libres ocasionando peroxidacidn lipidica y deformacién de las
proteinas. Esquina superior izquierda, indica la activacion de nanomateriales por agentes externos
tales como iluminacién UV, que llevan a la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y sus
reacciones con las moléculas bioldgicas. Debido a la complejidad de los procesos y la
interdependencia de diferentes propiedades fisicas y quimicas en la efectividad del material
antimicrobiano, se hace necesario identificar la contribucién de cada factor segun el sistema
empleado (30).
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Figura 2 Factores causantes de la actividad antibacteriana de los nanomateriales con metales/6xidos
metalicos. Tomado y modificado de (30)

1.2.1 Nanoparticulas de Plata

La actividad antibacteriana de la Ag fue demostrada en el siglo XIX y el uso de varias formas de la
Ag como control del crecimiento bacteriano en odontologia, catéteres y heridas de quemaduras,
es comun; ha sido evaluada como un recubrimiento antimicrobiano en dispositivos ortopédicos y
vasculares con cierto éxito. Un problema significativo con su aplicacidn es que no es esencial al
huésped y puede ser toxico (16). EIl mecanismo por el cual las NPs de Ag proporcionan efecto
antimicrobiano es debido a su habilidad para unirse con las proteinas e interferir con procesos
bactericidas y virales; ademdas puede unirse a grupos sulfurosos tales como tioles (SH’) en células
de mamiferos, inactivando las proteinas de las bacterias (6,16).

Es bien conocido que iones Ag" y compuestos basados en Ag son altamente téxicos a
microorganismos, mostrando fuertes efectos biocidas en hasta 12 especies de bacterias,
incluyendo E.coli (31). Otro posible mecanismo en la inhibicion del crecimiento, es la formacion de
radicales libres en la superficie de la Ag. La generacion descontrolada de radicales libres puede
atacar los lipidos de la membrana y llevar a una ruptura de la membrana (32).

El efecto de las NPs de Ag depende del tipo de microorganismo, estudios han demostrado un efecto
inhibitorio mayor en E.coli que en S.aureus. Resultados que sugieren que el efecto puede ser
asociado a las caracteristicas de la especie de bacteria; bacterias gram-positivas y gram-negativas
tienen diferencias en la estructura de la membrana, la mas importante es el espesor de la capa de
peptidoglicano. Esta capa es una caracteristica de la membrana de bacterias y no de células de
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mamiferos; por tanto, si el efecto de las NPs de Ag esta asociado con la capa de peptidoglicano,
seria mas facil y mas especifico su uso como agente antibacteriano (32).

La mayoria de reportes en la literatura discuten la dependencia de la interaccidn de las NPs de Ag
y las bacterias, con su tamafio; poco se conoce cémo afecta la forma de las NPs en su actividad
biolégica. Pal et al. demostraron que la inhibicion del crecimiento de E. coli por la presencia de las
NPs de Ag es significativamente diferente al variar la forma de las NPs. Para nanoplacas triangulares
truncadas de Ag se observé casi una inhibiciéon completa del crecimiento de la bacteria con un
contenido de 1ug. En el caso de NPs esféricas, un contenido de 12.5 ug redujo el nimero de
colonias significativamente, mientras un contenido de 50 a 100 pg de NPS de Ag causé 100% de
inhibicién del crecimiento bacteriano. Las NPs con morfologia de barras presentan el rendimiento
mas bajo, con 100 pg no hay inhibicién completa (33).

1.2.2 Nanoparticulas de 6xido de magnesio

El magnesio (Mg), cuarto catién mas abundante en el cuerpo humano, actia como cofactor para
varias enzimas y estabiliza la estructura del ADN y ARN, es esencial para muchos procesos en las
células eucaridticas; las concentraciones de Mg en la dentina natural y 6sea son de 1.23 wt% y 0.72
wt%, respectivamente. Fue usado por primera vez en cirugia ortopédica a principios del siglo XX, el
Mg vy las aleaciones de magnesio se han evaluado en aplicaciones ortopédicas y cardiovasculares
(16). Comparado con TiO,, plata, cobre y otros tipos de bactericidas sélidos, MgO NPs, son menos
toxicas y tiene buen potencial como nuevo material sélido bactericida (34). Las MgO NPs solas o en
combinacidon con otros desinfectantes muestran excelente efecto antibacteriano y buenas
propiedades fotocataliticas por su gran area superficial especifica; el Mg tiene un valor clinico
significativo, puede ser introducido en los tejidos, debido a su propiedad de bajo peso, excelente
conductividad térmica y calor especifico (5,34).

El mecanismo de actividad antibacteriana de las NPs de MgO depende de la presencia de defectos
0 vacancias de oxigeno en la superficie de las NPs. La ocurrencia de reacciones de dxido-reduccién
en la superficie de las NPs de MgO lleva a la formacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales
como, radicales superoxido (0, ), perdxido de hidrogeno (H,0,) y radicales hidroxilo (OH*). Las
proteinas en la pared celular de las bacterias tienen muchos enlaces peptidicos. El anidn superdxido
atacaria al carbonilo en los enlaces peptidicos permitiendo eventualmente la destruccién de la
bacteria. Krishnamoorthy et al. atribuyeron la diferencia de la actividad bactericida presentada por
las NPs de MgO en E. coli, P. aeruginosa y S.aureus, a la produccion elevada de ROS que excede la
capacidad del sistema de defensa antioxidante celular causando que las células entren en un estado
de estrés oxidativo; lo cual resulta en el dafio de los componentes celulares, tales como, lipidos,
proteinas y ADN. Las bacterias analizadas producen superéxido dismutasa, una enzima de defensa
celular antioxidante que puede actuar sobre los O, producidos por las NPs MgO, originando la
formacién de H, 0, que penetra en E.coli oxidando su sistema activo y matdndola. Por el contrario,



Efecto de la morfologia de nanocompuestos HA/MgO/Pt en sus propiedades 13
antibacterianas bajo activacién fotocatalitica

otra enzima antioxidante, catalasa, es producida por P. geruginosa y S.aureus neutralizando H,0,
a H,0y 0O,, por lo tanto, son menos susceptibles (1).

Al aumentar el area superficial de las particulas de MgO incrementa la concentracién de OH™ en
su superficie, que a su vez conlleva a mayor concentracidon de O, en solucidn y consecuentemente
se obtiene mejor efectividad en la destruccidn de la pared celular de la bacteria. La actividad
antibacteriana de las NPs de MgO depende del tamafio de particula. Sin embargo, cuando el
tamafio de particula es demasiado pequefio, por ejemplo inferior a 15 nm, el efecto de agregacién
es significativo afectando la interaccidn con la bacteria y por ende su eficiencia (35).

Las propiedades antibacterianas de NPs de MgO son débiles comparadas con las presentadas por
materiales que tienen Ag y actividad fotocatalitica. La concentracidn minima inhibitoria (CMI) de
las NPs de MgO contra E.coli es en el rango de 50-1000 mg/mL, el cual es mucho mas alto que el
de las NPs de Ag (<10 mg/L) y NPs de ZnO (~ 100 mg/mL, bajo radiacion UV). Varias investigaciones
han sido orientadas a mejorar la actividad antibacteriana de estas NPs, dopandolas o mediante la
formacidn de compuestos (34,36,37).

Zhu et al. demostraron mejor actividad antibacteriana en nanocompuestos de Ag-MgO que en NPs
de MgO e igual en Ag, sugiriendo un efecto sinérgico entre las NPs de Ag y MgO. La deteccion de
ROS, produccion de O, es considerado el factor mas importante para la promocién de la actividad
antibacteriana del nanocompuesto. La presencia de NPs de Ag en la superficie de MgO acelera la
transferencia de electrones y facilita la reduccidn de un electrén del oxigeno adsorbido, generando
mas cantidad de 0, (Figura 3) (36).

Figura 3 Mecanismo de actividad antibacteriana para nanocompuestos de Ag-MgO. Tomado de (36)

Las propiedades de superficie de las NPs de MgO son un factor importante en la generacién de
ROS. NPs con elevada concentracidon de defectos superficiales presentan la mas alta cantidad de
adsorbatos y formacion de ROS, contrario a las NPs con menor cantidad de defectos superficiales
gue no exhiben ROS. A pesar de esta diferencia, ambos tipos de NPs tienden a ocasionar similar
toxicidad hacia E.coli y B.atrophaeus, lo que indica que hay otro mecanismo que contribuye a la
actividad antibacteriana; el cual estd relacionado con la interaccién del nanomaterial y las
moléculas cargadas negativamente en la superficie de la bacteria, la unidén de MgO a las moléculas
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de la membrana celular ocasiona dafio mecéanico en la membrana (la elasticidad de la membrana
cambia al unirse el material a las moléculas de la membrana) (38).

1.2.3 Nanoparticulas de platino

Se ha demostrado que las NPs de platino (Pt) tienen la capacidad de entrar en las células; causan
dafio en el ADN y cambios en la respuesta antioxidante. En 1965, Rosenberg et al. publicaron un
reporte en el que las sales de platino, identificadas como [PtCl] ™2, cuando estaban presentes en
un medio libre de amonio e irradiadas con radiacién ultravioleta (UV) formaron tres especies
idnicas sustituidas con ligandos, cada una con diferente efecto bioldgico en E.coli; la doble carga
negativa en especies [PtClg]™2 fue bactericida; especies intermedias con una sola carga,
[PtCIsNH3]™ no presentaron efecto en E.coli; especies neutras [PtCl,NH;] inhibieron la division
celular sin efecto alguno en el crecimiento celular (39).

Particulas con tamafios pequefios muestran mejor actividad antibacterial debido a la presencia de
mayor cantidad de atomos en la superficie; sin embargo, se ha corroborado que la forma de las
NPs, también influye. Pelka et al. demostraron que la respuesta de las células dependia de la
cantidad y tamafio de NPs de Pt. A concentraciones de 80 y 160 pug/mL aumentd la produccidn de
ROS, debido a la formacién de agregados de particulas con un tamafio de 5-8 nm; concentraciones
inferiores favorecen la difusion de las NPs dentro de las células, causando dafo celular por la
liberacién de iones Pt2* que bloquean la divisién celular al unirse al ADN (40). Managa et al.
reportaron que NPs de Pt con morfologia cubica interactian de manera mas favorable con las
células comparado con NPs hexagonales; NPs sin forma determinada limitan la penetracion de la
pared celular, reflejado esto en una menor actividad antibacteriana contra S.aureus (41).

La formacién de complejos por el Pt exhibe actividad antibacteriana y antitumoral. Lépez et al.
probaron que nanocompuestos de H,PtCl,/SiO, y H,PtCl, /TiO,, obtenidos por el método de sol-
gel, pueden interactuar con el ADN y por tanto ser usados como alternativa en terapia local del
cancer. Las pruebas in vitro de reactividad al ADN e in vivo en tumores cerebrales C6 en ratas
Wistar, indicaron que la incorporacién de iones Pt en la estructura del titanio y de la silice, mejora
la reactividad al ADN debido a la presencia de defectos en la red y grupos superficiales OH. Bajas
concentraciones del Pt son necesarias para obtener alta dispersién en la superficie Pt — SiO, y Pt —
TiO,. Los compuestos de Pt coordinan al ADN, probablemente por la formacion de enlaces con el
ADN a través de hidrdlisis de los grupos fosfato. Un buen contacto del material con la membrana
celular permite la liberacion de los compuestos de Pt y alta drea superficial del material es
importante (42).
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Por otro lado, el platino es uno de los metales mas activos para mejorar la actividad fotocatalitica
bajo radiacion UV, puede producir una barrera Schottky mas alta entre metales facilitando la
captura de electrones y dificultando la recombinacion electrén-hueco (43,44).

1.3 Hidroxiapatita sustituida con nanoparticulas metalicas

La HA posee varias limitaciones, entre las que se encuentra la ausencia de actividad antibacteriana
que afecta su estabilidad y causa fallas en implantes. Lo cual ha generado especial interés en la
incorporacién de agentes antibacterianos inorgénicos como la plata (Ag*), cobre, (Cu?*), zinc (Zn?*),
titanio (Ti**) y 6xidos metdlicos (11,45).

Polvos de HA sustituida con Ag han mostrado excelente actividad antibacteriana contra E.coli, su
efecto depende de la concentracién de la Ag y su viabilidad en aplicaciones biomédicas es
determinada por la citotoxicidad. A altas concentraciones de Ag las propiedades de
biocompatibilidad y osteoconductividad de la HA disminuyen. La viabilidad celular de este material
puede aumentar con la co-sustitucion de Mg (45).

La actividad antibacteriana de iones inorganicos es selectiva; en algunos casos no funcionan bien.
HA dopada con Ti (IV) y co-sustituida con iones Ag* (HATiAg) y Cu?* (HATiCu) presentan actividad
antibacteriana con y sin radiacién UVA contra E.coli y S.aureus, mientras que HA dopada con Ti (IV)
y co-sustituida con Zn?* (HATiZn) tiene actividad bajo radiacién UVA. Esto se debe a la generacién
de 0, en ambos casos, con y sin luz; HATiZn sélo tiene accion bacteriostdtica, caso contrario con
la presencia de iones Ag' y Cu?* que matan la bacteria. HA, HATi sélo tienen la funcidon de
descomponer la bacteria bajo radiacién UVA, pero si la radiacion es débil no se forman
suficientes O, y ningun efecto es observado en la bacteria (46).

Nano HA multisustituida también ha sido evaluada en cultivos de bacterias E.coli, S. aureus,
Staphylococcus spp, Bacillus cerius y Candida albicans. HA sustituida con Zn, Ag y Au tiene efecto
bactericida en todas las cepas, siendo mas efectivo en S.aureus; sin embargo, si no hay presencia
de iones Ag en el compuesto, no hay efecto contra las bacterias (11).

Alshemary et al. analizaron la actividad antibacteriana de HA, SiHA, Mg-SiHA y Ni-Mg-SiHA contra
P.aeruginosa y E.coli; sélo el compuesto Ni-Mg-SiHA inhibid el crecimiento de las bacterias, debido
ala liberacién en el medio de iones N%, los cuales son rapidamente atacados por los grupos fosfato
y carboxilicos, (cargados negativamente) presentes en la superficie de la bacteria. La acumulacién
de iones N?* en la pared celular de la bacteria inhibe la respiracién de las células, también la
penetracién de estos iones en el citoplasma de las células ocasiona la muerte celular. Los iones N2
pueden interactuar con Fe?* dentro del citoplasma generando patogenicidad bacteriana o puede
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unirse a grupos SH de la metionina y cisteina inhibiéndolas. Al igual, pueden unirse a los grupos
PO43_ del ADN, impidiendo su replicacion (12).

La incorporacién de Mg en la HA permite obtener un material con propiedades antimicrobianas y
larvicidas. Udhayakumar et al. observaron mayor zona de inhibicién en E.coli que en S.aureus con
la presencia de NPs de Mg-HA sintetizadas por el método de radiacién por microondas; evaluaron
el efecto de estas NPs en larvas instar de Ae.aegypti, An.stephensiy Cx. Quinquefasciatus, los iones
Mg hacen que la estructura de las NPs sea mas compatible con la capa de cuticula de los mosquitos
y ocasione la ruptura de la célula; sin embargo, NPs de HA también mostraron actividad larvicida
debido tal vez a las propiedades de intercambio idnico, a los enlaces O — H y a los grupos fosfato
(13).

HA carbonatada y con sustituciéon de magnesio puede ser una apatita bioldgica de interés, ya que
Lala et al. demostraron suficiente viabilidad celular de células de ovarios de Hamster a una
concentracidén de 1000 pg/mL de NPs por un tiempo de incubacion de 48 horas, confirmando la
citocompatibilidad de este compuesto (47).

El magnesio es de gran importancia, en los tejidos calcificados, la cantidad de magnesio asociada
con la fase apatitica es mayor a la encontrada al inicio del proceso de reestructuracion ésea y
disminuye con el aumento de la calcificacidn. El magnesio aumenta la cinética de nucleacién de la
HA; por esta razdn la concentracién del magnesio es mas alta en el cartilago y en el hueso joven
hay un crecimiento evidente, este podria ser un factor importante en los cambios cualitativos de la
matriz ésea que determinan la fragilidad dsea. La deficiencia de magnesio afecta todas las etapas
del metabolismo 6seo, causando retardo en el crecimiento dseo, disminucion de la actividad de los
osteoblastos y osteoclastos y osteopenia. Consecuentemente, la incorporacién de iones magnesio
en la estructura de la HA es de gran interés para el desarrollo de hueso artificial (23).

No obstante, la sustitucidn idnica puede afectar la estructura cristalina, la carga superficial, la
solubilidad, entre otras propiedades; asi, es recomendable dopar con bajas concentraciones para
evitar cambios en el rendimiento de la HA (22,48). El Mg tiene un efecto inhibitorio en la nucleacién
y crecimiento de la HA, la sustitucion del Ca por el Mg sdlo ocurre a rangos de composicién
limitados ((Mg/Mg + Ca) entre 5y 7% mol) y se ve reflejada en una reduccién del eje ¢, debido a
que el radio iénico del Mg?* (0.078 nm) es considerablemente mas pequefio que el Ca (0.106 nm)
(21,22,24).
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1.4 Activacion de nanomateriales antibacterianos con radiacion
ultravioleta

La fotocatalisis se define como “la aceleracidn de una fotorreaccidon por la presencia de un
catalizador”, lo cual indica que es necesario la presencia de luz y un catalizador para llevar a cabo
o acelerar una transformacion quimica (49).

Oxidos metalicos semiconductores tiene especial atencién por sus propiedades fotocataliticas. Las
reacciones fotocataliticas se llevan a cabo en la superficie del semiconductor con presencia de
radiacion en un rango especifico. Entre los fotocatalizadores tipicos se encuentran materiales de
Oxidos semiconductores (TiO,, ZnO, CuO, MgO, Sn0,, W03 SiO;, Fe;03 y Nb,Os, entre otros),
nanocompuestos de hibridos metdlicos (CdS y ZnS) y estructuras dopadas (Ag/TiO,, TiO,/CuO,
TiO,/Pt y otros)(49,50).

Los 6xidos metdlicos semiconductores participan en reacciones redox catalizadas por luz debido a
su configuracion electrénica Unica (tal como una banda de valencia llena y una banda de
conduccién vacia) y a la produccién pares de electron-hueco. La cantidad de energia de luz
requerida para producir los pares de electron-hueco dependen del tamafio de banda gap (Eg), el
cual es especifico para cada semiconductor. Por consiguiente, a cada fotocatalizador le
corresponde un rango de longitudes de onda de luz con el cual pares electrén- hueco podrian ser
inducidos por absorcidon de energia y foto-activacién. Dependiendo de la longitud de onda de
radiacién ultravioleta (UV) puede dividirse en UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) y UVC (200-
280 nm) (49,50).

Cuando un fotén con una energia hv iguala o excede la energia de banda gap (Eg) del
semiconductor, un electrén (eq’) pasa de la banda de valencia (VB) a la banda de conduccién (CB)
dejando un hueco (hy?). Los electrones en estado excitado de la CB y los huecos de VB pueden
recombinarse en picosegundos y disipar la energia en forma de calor, o reaccionar con donantes
de electrones y aceptores de electrones adsorbidos sobre la superficie semiconductora (49,50).

Por ejemplo, la energia de banda de la anatasa del TiO es aproximadamente 3.2 eV, para iniciar la
fotocatdlisis es necesario fotones que ejerzan energia = 3.2 eV. Esto implica una fuente de luz que
tenga una longitud de onda inferior a 385 nm. La foto generacidn de pares de electrén (e’)-hueco
(h*) sobre la superficie de TiO, permite que reaccionen con electrones aceptores o donadores en
la superficie, tales como, moléculas de O,, H,O y otros compuestos organicos que dan inicio a las
reacciones redox. Como resultado de este proceso se tiene la formacién de especies ROS que
inactivan los microorganismos (49,50).
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El MgO ha sido comparativamente menos estudiado a otros dxidos como TiO, y ZnO, posee una
energia de banda gap amplia ~5.4 eV caracteristica que lo hace menos activo fotocataliticamente.
Este oxido metalico genera luminiscencia en el rango espectral UV-violeta-azul cuando se excita
Spticamente por debajo del valor del intervalo de banda, debido a la presencia de defectos nativos;
también se ha reportado la formacidn de especies ROS en la superficie del MgO bajo radiacién UV
(365 nm). Aunque el MgO presenta actividad antibacteriana sin luz, se ha reportado que su
actividad mejora al ser irradiado con una fuente de luz UV. Por ello, es necesario investigar el efecto
de radiacion sobre la actividad antibacteriana de este éxido semiconductor (38,50).

1.5 Meétodos de sintesis

Dado que las propiedades de los materiales a nanoescala pueden verse afectadas por la forma y
tamafio de las nanoestructuras, la eficiencia de procesos fotocataliticos y actividad antimicrobiana
dependen de estos pardmetros, el control de las propiedades estructurales de NPs es critico para
el desarrollo de materiales con potenciales aplicaciones biomédicas (43).

Nanopolvos de CaPs pueden ser sintetizados por varios métodos: estado sélido, métodos quimicos
humedos, proceso hidrotermal, técnicas mecanoquimicas, ondas de choque de pH, proceso de
microondas, hidrotermal asistido con microemulsiones y técnicas de nanoemulsidn. Diferentes
modificaciones en los métodos e incluso la combinacién entre ellos ha sido estudiado con el fin de
obtener NPs de CaPs con un control preciso de la microestructura, tamafio y forma de particula
(22).

En la Tabla 2, se presenta la comparaciéon entre cada uno de los métodos de sintesis, resaltando los
pro y contra. Los métodos secos son adecuados para produccion de grandes cantidades de polvo;
en sintesis por estado sélido, los precursores son molidos y luego calcinados a altas temperaturas
(1000°C). La elevada temperatura de calcinaciéon permite obtener una estructura con alto grado de
cristalinidad, pero los polvos presentan heterogeneidad en su composicion, debido a los pequeiios
coeficientes de difusidén en la fase sélida; se puede obtener diversas morfologias con tamafos
usualmente micrométricos. Por ende, es un método poco apropiado para la fabricacidon de NPs de
HA (51).
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19

Proceso Caracteristicas de polvos
< Cantidad Pureza s L,
Método , Grado de .. o Distribucion
de Costo Morfologia . dela Relacién Ca/P Tamaiio o
- cristalinidad de tamafio
quimicos fase
Estado sélido poco bajo diversa muy alto baja variable micro amplio
Métodos
. . . . no )
secos Mecanoquimico poco bajo diversa muy alto baja L nano amplio
estequiométrica
S . . . . . no .
Precipitacion quimica poco bajo diversa bajo variable L nano variable
estequiométrica
Hidrdlisis poco alto diversa variable alta estequiométrica variable variable
Sol-gel variable  variable diversa variable variable estequiométrica nano estrecho
Métodos |
. . . en genera L . .
himedos Hidrotermal variable alto 8 . muy alto alta estequiométrica nano o micro amplio
como agujas
. en general . . no
Emulsiones mucho alto 8 . bajo variable L nano estrecho
como agujas estequiométrica
Sonoquimico poco bajo diversa variable alta variable nano estrecho
diversa
Combustion poco bajo (generalmente variable alta variable nano amplio
Procesos a irregular)
altas
temperaturas NPs embebidas en
Pirdlisis variable bajo diversa alto variable estequiométrica agregados variable
micrométricos
Sintesis de fuentes . . . . . .
L poco bajo diversa variable alta variable variable variable
biogénicas
Combinacién de . . . s .
variable variable diversa alto alta estequiométrica nano variable

procedimientos
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1.5.1 Método mecanoquimico

Este método permite obtener estructuras con diversas morfologias, alto grado de cristalinidad, baja
pureza, tamafios nanométricos. Debido a la perturbacién de los enlaces de las especies en la
superficie como resultado de la presidn, mejora la termodindamica y cinética de las reacciones entre
los sdlidos. Tiene las ventajas de simplicidad y reproducibilidad de un procedimiento en estado
solido para la produccidn en masay las caracteristicas basicas de una reaccién himeda para generar
polvos con una estructura aceptable. Las principales variables del proceso incluyen el tipo de
reactivos, el medio de molienda, el tipo y didmetro de las bolas de molienda, el tipo de atmdsfera,
la duracién de las etapas de molienda, entre otras (51).

Por otra parte, las reacciones quimicas humedas tienen la ventaja de controlar su morfologia y el
tamafio promedio de polvo. Segun los datos experimentales reportados, estas técnicas son las mas
factibles para la fabricacién de HA nanométrica. Son realizadas por un nimero de rutas que
involucran diversos aditivos quimicos y equipos (51).

1.5.2 Método de Precipitacion quimica

Es la ruta mas simple para la sintesis de HA nanométrica. El procedimiento consiste en la adicién
gota a gota de un reactivo a otro con continua agitacion. La relacion estequiométrica Ca/P se
mantiene de acuerdo a la relacién en la HA (1.67). La ultima etapa, consiste en lavar la suspension
resultante, filtrar y secar. Los polvos obtenidos, por lo general no son estequiométricos y poseen
baja cristalinidad sin forma regular; muchos factores causan estos inconvenientes, la alta afinidad
guimica de la HA con algunos iones, la compleja naturaleza de los cristales CaP, interacciones puente
de hidrégeno entre las particulas HA y el rol de los parametros cinéticos, que dependen de las
condiciones experimentales, prevaleciendo sobre los parametros termodinamicos (51).

Estudios recientes proponen rutas alternativas basadas en varios aditivos o modificacion del
proceso principal del método de precipitacion quimica. Por ejemplo, el uso de sistemas
biomiméticos con plantillas, en los cuales se puede controlar significativamente, a bajas
temperaturas y pHs, la morfologia y cristalinidad de los polvos. En esta estrategia, varias
macromoléculas actian como plantillas temporales o centros de nucleacién para modular la
morfologia e incrementar la cristalinidad, las macromoléculas se adsorben sobre la superficie del
cristal e influyen en el crecimiento del cristal semilla (51).

La proporcion de dtomos en la superficie de las NPs aumenta a tamafios de particulas menores a
100 nm, lo cual incrementa la reactividad, haciendo de ellos sitios altamente reactivos. Cuando el
porcentaje de dtomos en la superficie aumenta, se vuelven mas reactivas y menos estables. Los
grupos polares de los surfactantes pueden ser adsorbidos en la superficie de las NPs, debido a las
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interacciones electrostaticas, disminuyendo las interacciones particula-particula y evitando la
formacién de aglomerados (52).

Las macromoléculas mas empleadas como plantillas de HA son surfactantes como bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y polietilenglicol (PEG). Los surfactantes son moléculas anfifilicas
con una parte hidrofilica y otra hidrofdbica, pueden autoensamblarse para formar micelas tan
pronto como su concentracidn exceda la concentracion micelar critica (CMC). A ciertas
concentraciones y pH, se forman micelas con una forma especifica y actan como centros para el
crecimiento de cristales (51,52).

1.5.3 Método Sol- gel

Sintesis por sol- gel fue uno de los primeros métodos propuestos para la obtencidon de HA. Sin
embargo, el recubrimiento de diferentes sustratos tiene mayor contribucion al proceso de sol- gel
de HA, sdlo pocos estudios se han enfocado directamente en la sintesis de NPs de HA. Este método
ofrece ventajas a nivel molecular en la mezcla de reactivos mejorando la homogeneidad quimica de
los polvos; requiere bajas temperaturas de formacién y fusion; los polvos obtenidos presentan una
estructura estequiométrica con gran area superficial y tamafio pequefo de agregados. Estudios in
vitro, reportaron que la biorreabsorbibilidad de la HA sintetizada por sol- gel es mayor que los polvos
convencionales y cercana a la apatita bioldgica. Entre las mayores desventajas, se encuentra la
formacién de una fase secundaria (6xido de calcio, Ca0), el costo elevado de algunos precursores y
alta complejidad en el manejo de los mismos (51).

1.5.4 Método hidrotermal

La técnica hidrotermal ha llegado a ser una de las herramientas mas importantes para el desarrollo
de materiales avanzados con nanoestructuras y amplias aplicaciones en electrénica,
optoelectrénica, catalisis, ceramicas, almacenamiento de datos magnéticos, biomédica,
biofotdnica, entre otros. El término hidrotermal es de origen geoldgico, el britanico Sir Roderick
Murchison (1792-1871) lo empled por primera vez para describir la accidon del agua a elevadas
temperaturasy presiones en los cambios producidos en la corteza terrestre, llevando a la formacion
de varias rocas y minerales (53).

Se puede definir el proceso hidrotermal como una reaccion heterogénea de solventes acuosos o
mineralizadores bajo condiciones de elevadas temperaturas y presiones, para disolver y recristalizar
materiales que son relativamente insolubles a condiciones normales. La palabra hidrotermal, viene
del griego, hydros ‘agua’ y thermos ‘calor’(53).

Byrappa y Yoshimura definen hidrotermal como cualquier reacciéon quimica llevada a cabo en un
sistema cerrado en presencia de un solvente (acuoso o no acuoso) a temperatura superior a la
ambiente y presién mayor a 1 atm (54). Sin embargo, algunos quimicos emplean el término
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solvotermal, para cualquier reaccién quimica en presencia de un solvente no acuoso o solvente en
condiciones supercriticas (53).

Algunos autores definen las reacciones hidrotermal como casos especiales de reacciones quimicas
de transporte. Debido a las propiedades especificas, particularmente de alta solvatacion,
compresibilidad y transporte de masa de estos solventes, se puede esperar la ocurrencia de
diferentes tipos de reacciones (54),

- Sintesis de nuevas fases o estabilizacién de nuevos complejos.

- Crecimiento de cristales de varios compuestos organicos.

- Preparacidn de materiales finamente divididos y microcristales con tamafio y morfologia
bien definidos para aplicaciones especificas.

- Lixiviacion de minerales en extraccion metalica.

- Descomposicion, alteracion, corrosién, grabado.

En cualquier sistema hidrotermal, la accién del solvente a elevadas temperaturas y presiones es
importante. El desarrollo de procesos hidrotermales depende del uso adecuado de solventes que
incrementen la solubilidad de los compuestos deseados. El agua es el solvente mds importante y
mas comunmente usado; sin embargo, varios compuestos no presentan alta solubilidad en el agua
incluso a temperatura supercritica. Se ha observado que la presidn no tiene un efecto directo en la
velocidad de crecimiento de los cristales, pero puede influir en la transferencia de masa y solubilidad
de los componentes (54).

Las NPs obtenidas de las condiciones hidrotermales son estequiométricas y altamente cristalinas.
Ademas, la pureza de la fase y la relacion Ca/P del precipitado de HA mejoran significativamente
con el aumento de la temperatura hidrotermal (54). Los parametros mas importantes en el método
hidrotermal son la temperatura, pH y tiempo de reaccion. En el proceso hidrotermal la HA no
cristaliza completamente a temperaturas inferiores a 120°C, pero si a temperaturas de 160°C y
tiempos de reaccion mayores a 8 h (55). A pH de 10-11 se ha logrado sintetizar HA con excelentes
propiedades estequiométricas y orientacion estructural (56-58).

1.5.5 Método de emulsiones

El control de la morfologia, el tamafio y distribucion de tamafio de particula es dificil, especialmente
cuando se busca sintetizar materiales con un minimo de aglomeracién y agregacion. El proceso de
emulsion ha sido empleado para refinar los agregados y restringir la formacién de aglomerados
(51,59).

Una microemulsién es una dispersion termodinamicamente estable de dos fluidos inmiscibles; el
sistema es estabilizado con la adicion de surfactantes. Se conocen diferentes tipos de
microemulsiones, agua en aceite (W/O) (micelas inversas) y aceite en agua (O/W) (micelas directas).
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La mayoria de micelas cominmente tienen morfologia esférica (menor energia superficial), un
cambio en la funcién y geometria de los surfactantes, también como las condiciones de solucién
(concentracién de surfactantes, fuerzas idnicas, pH y temperatura), la forma de la micela puede
cambiar a cilindrica, lamelar, cibica o hexagonal. La Figura 4, muestra un diagrama tipico de fase
para sistemas micelares, el cual indica que controlando la relacion de los componentes en el sistema
surfactante/agua/aceite, las fases de las micelas pueden variar ampliamente (60).

Surfactant

i

Figura 4 Diagrama de fases ternario para sistemas surfactante/agua/aceite. Tomado de (60)

Estos sistemas son dindamicos, las micelas colisionan frecuentemente al azar por movimiento
Browniano y se unen para formar dimeros, que pueden intercambiar contenido y luego deshacerse
de nuevo. Este proceso de intercambio es fundamental para la sintesis de NPs dentro de las micelas
inversas “plantillas”, permite que diferentes reactivos solubilizados en soluciones micelares
separadas reaccionen al mezclarse. Las micelas en este sistema son “nano-reactores”, proporcionan
un medio adecuado para controlar la nucleacién y el crecimiento. Ademds, en las Ultimas etapas de
crecimiento, la estabilizacion estérica proporcionada por la capa del surfactante previene la
formacién de agregados (61).

La estructura quimica del surfactante es importante, peso molecular y tamafio relativo, de la parte
hidrofilica con respecto a la hidrofébica. Tres principales categorias de surfactantes han sido
empleados, idnicos (catidnicos y anidnicos), no idnicos y copolimeros con varios pesos moleculares.
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La diferente naturaleza quimica y pesos moleculares de estos surfactantes hacen posible la
formacién de particulas de HA con diversas geometrias: esferas, barras, discos, entre otros (51).

El CTAB (C19H42BrN) es el surfactante mas popular en la sintesis de HA, las moléculas son ionizadas
para crear cationes de una estructura tetraedral, seguido por la formacién de una capa a través de
las partes catidnicas. Alrededor de esta capa (manto) de iones, los contra iones PO43_ con las
moléculas de agua pueden formar una capa difusa, iniciando el proceso de nucleacion (51).

La funcion del CTAB como surfactante idnico es la estabilizacién electrostatica del sistema de
microemulsidn, proporciona una pelicula muy flexible que favorece el intercambio dinamico de las
micelas. La incorporaciéon de alcoholes como co-surfactantes pueden mejorar las propiedades
interfaciales de la microemulsién; los alcoholes modifican los parametros de empaquetamiento del
surfactante por absorcion de la pelicula interfacial, influyendo en el radio de curvatura de las gotas
de microemulsion (51).

El PEG es un polimero lineal constituido de unidades repetitivas de (—CH, — CH, — O —), es muy
soluble en varios solventes organicos polares y apolares, también como en agua. Sus residuos
hidréfilos descargados y su elevada movilidad superficial conducen a una exclusién netamente
estérica para estabilizar la superficie en sistemas acuosos. Por tanto, el PEG reduce la tendencia de
particulas a agregarse por estabilizacidon estérica, modifica la superficie de nanocristales y actua
como agente dispersante durante el proceso de sintesis (52).

Este polimero reduce la velocidad de liberacion del calcio y retiene la formacidn de cristales de HA.
Al ser disuelto el PEG en solucién acuosa, se forma un enlace PEG-OH y luego es quelado con Ca?*
liberado de Ca(NO3), para formar enlaces PEG-0-Ca?*-0-PEG. Esto luego reacciona con el PO43_
del (NH,)3PO, para producir nucleos de cristal de HA. Un incremento en la concentracion de PEG,
ocasiona que los depésitos iniciales gradualmente disminuyan y grandes cantidades son requeridas.
Cuando la velocidad de liberacién de calcio y la velocidad de depdsito de nucleos del cristal alcanza
un equilibrio dinamico, los nucleos de HA son depositados isotrépicamente y finalmente se obtienen
particulas esféricas (52).

El solvente afecta la velocidad de crecimiento de las particulas, tamafio final y polidispersidad.
Moléculas de solventes mas pequefias y menos voluminosas, como el ciclohexano, pueden penetrar
en las cadenas del surfactante, aumentando su curvatura y rigidez (61).

En la sintesis de HA realizada en el sistema agua en aceite (W/0), en el cual las micelas inversas se
encuentran dispersas en una fase oleosa continua, cada micela consiste de gotas en solucién
rodeadas por ciertos grupos moleculares del surfactante, formando una piscina suspendida en la
fase oleosa. La adicién de una segunda microemulsidn que contiene otro reactivo, la fusidn entre
las micelas inversas causa la reaccion entre los iones calcio y fosfato y finalmente la formaciéon de
cristales de HA (Figura 5) (51,61).
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Figura 5 Rutas principales en la sintesis por el método de emulsidon de NPs de HA. Modificado de (51)

La sintesis hidrotermal asistida con microemulsiones (solvotermal) permite obtener NPs con
diferente morfologia (nanobarras, nanolaminas, agujas, bigotes, entre otros). La nucleacion de la
HA ocurre primero a temperatura ambiente sin las micelas inversas y luego se genera la nucleacion
inicial para el crecimiento a elevada temperatura y presion. Las microemulsiones no sélo pueden
servir como nano-reactores para controlar el tamafio y distribucién de tamafio de particula, sino
también para la inhibicion del exceso de aglomeracién (56).

Investigaciones enfocadas en la sintesis de HA empleando el método solvotermal incluyen el analisis
de varios factores del sistema que influyen en el tamafo y control de forma de las NPs, entre ellos,
el tipo de solvente, la relacion molar co-surfactante/surfactante (Po), la concentracidn de reactivos
y la relaciéon molar agua/surfactante (wy). Se ha demostrado que cambios en los parametros Poy wo
son relevantes en la obtencién de NPs con menor tamafio y morfologia controlada, atribuyendo
mayor influencia del pardmetro wo al control del tamafio (62,63).

1.6 Métodos de evaluacion de la actividad antibacteriana

Determinar la efectividad de una nanoparticula como agente antibacteriano requiere técnicas
experimentales que permitan medir la viabilidad de la bacteria después de la exposicion. La técnica
escogida para un estudio, depende del tipo de datos necesarios. La mayoria de métodos de
evaluacidn usados en las publicaciones, relacionadas a evaluar la actividad antibacteriana de NPs,
son adaptados de los protocolos estandar empleados en las pruebas microbioldgicas in-vitro para
antibidticos. Las pruebas de concentracion minima inhibitoria y zona de inhibicién son técnicas
generalmente usadas para evaluar la susceptibilidad bacteriana de las NPs, otras pruebas
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sofisticadas han sido empleadas con menor frecuencia para proporcionar datos relacionados al
porcentaje especifico de bacterias viables en la presencia del agente antibacteriano (30).

1.6.1 Concentracion minima inhibitoria

La actividad antibacteriana se mide determinando la concentracién mas baja necesaria de un
agente, para inhibir el crecimiento de un organismo control (pero no necesariamente la muerte),
este valor recibe el nombre de concentracidn minima inhibitoria (CMI). Las técnicas estandar para
determinar la CMI generalmente son: dilucion en agar y dilucién en caldo (27,30).

En las pruebas de dilucién en agar, el agente antimicrobiano se incorpora dentro del medio con agar,
de manera tal que cada placa contenga una concentracién de antibiético diferente. Después de la
incubacion, las colonias de las bacterias son visualmente contadas. Una ausencia de colonias de
bacteria significa que las bacterias son inhibidas o matadas a las concentraciones del antibiético
(27,30).

El protocolo usado en dilucién en caldo consiste en un medio liquido con cantidades conocidas de
bacterias y adicién de diferentes concentraciones de antibidtico. Tras la incubacién, se comprueba
si ha habido crecimiento visible (turbidez). De acuerdo al volumen final (solucién de bacteria +
solucidn de antibidtico), la dilucién en caldo puede ser categorizada como microdilucién (volumen
total < 500 pL) y macrodilucion (volumen total = 2 mL). Los resultados finales de los ensayos de
CMI pueden ser dados en mg/mL, mg/L o ug/mL dependiendo de la eficiencia del antibacteriano y
de la prueba empleada. Para diferenciar si el material es bacteriostatico o bactericida se extraen
alicuotas de caldo y se esparcen sobre una nueva placa de agar sin material antibacteriano. Si se
observan colonias después de la incubacién, el material sdlo es bacteriostatico a esta concentracién.
De lo contrario, el material es bactericida (27,30).

1.6.2 Zona de inhibicion

Las pruebas de zona de inhibicién (ZOl, por sus siglas en inglés), también cominmente conocidas
como método de difusion en disco de Kirby-Bauer, consisten en preparar una placa Petri que
contenga un medio con agar, y se inocula con un cultivo del organismo control. Se afiaden
cantidades conocidas del agente antibacteriano a discos de papel de filtro, que se colocan en la
superficie del agar. Durante la incubacién, el agente difunde desde el papel de filtro al agar,
estableciendo un gradiente; la concentracion del agente disminuye a medida que aumenta la
distancia al papel de filtro. A una determinada distancia del disco se alcanza la CMI. A partir de ese
punto hay crecimiento microbiano, pero en las proximidades del disco no se produce dicho
crecimiento. Se crea entonces una zona de inhibicidon con un didmetro proporcional a la cantidad de
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agente antimicrobiano afiadido al disco, la solubilidad del agente, el coeficiente de difusion y la
eficacia del agente. Ambos métodos (CMI y ZOl) estdn altamente correlacionados, por ende, el
diametro neto de la zona de inhibicidn puede ser un punto de referencia para la actividad de un
antibidtico especifico, siempre y cuando se use el mismo tipo de agar durante todos los
experimentos (Figura 6). Este método no necesariamente indica que la bacteria muera por la
presencia del material antibacteriano. El material podria prevenir el crecimiento de la bacteria
(senala actividad bacteriostatica) (27,30).
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Figura 6 Zona de inhibicion. Tomado de (30)

1.7 Aplicaciones de las nanoparticulas antibacterianas

La selectividad de la actividad antimicrobiana de las NPs permite escoger un nanomaterial adecuado
para tratar un patégeno especifico. Se ha demostrado que las NPs pueden manifestar mayor
actividad en bacterias Gram-negativas o en Gram-positivas, segiin su composicidn quimica (64).

Nanomateriales a base de NPs metadlicas y éxidos metalicos, han sido aplicados en medicina, desde
el tratamiento de hipertermia de cancer a geles antibacterianos de manos. Se ha propuesto su uso
para fortalecer superficies médicas susceptibles a infecciones microbianas y formacién de bio-
peliculas tales como prdtesis dentales e implantes médicos, materiales de envasado de alimentos y
apoésitos para heridas. También son prometedores para la lucha contra patdégenos de interés
mundial (64).

La combinacion de polimeros con NPs metalicas /6xidos metélicos generarian un material con
potencial aplicacion en la cavidad oral. Las caries dentales y enfermedades periodontales involucran
la adherencia de bacterias y el desarrollo de bio-peliculas sobre la superficie natural y restaurada
del diente. El uso de antimicrobianos ofrece la posibilidad de controlar la formacién de estas bio-
peliculas. Por otro lado, la incorporacién de NPs en el recubrimiento de implantes dentales



28 Marco Tedrico

proporcionarian caracteristicas osteoconductivas y antimicrobianas que prevendrian la falla del
implante (30).

La plata es ampliamente usada en el campo biomédico por sus excelentes propiedades
antimicrobianas. Se ha propuesto en recubrimientos para equipos médicos y mascaras quirurgicas;
en cemento dseo; recubrimiento para lentes de contacto; gasas para heridas; tratamiento para el
control de infeccién en heridas de quemaduras. Catéteres y suturas con NPs de Ag conocidas con el
nombre comercial Bacti-Guard y Vicryl plus, respectivamente. Acticoat es un apdsito para heridas
gue contiene NPs de Ag y Au producido por Smith & nephew Inc. ACUVUE, hidrogel de Ag para
lentes de contacto, disefiado por Johnson & Johnson se encuentra en ensayos clinicos (64).

Protectores solares y lociones para uso dermatolégico, basadas en nanomateriales se han
comercializado. El primer protector solar con nano-TiO, fue puesto en el mercado en 1989, y
después en 1991, se propuso otro a base de NPs de ZnO (64).

A pesar de que se ha comprobado que la aplicacién de las NPs es una alternativa prometedora para
el tratamiento de enfermedades infecciosas, sigue siendo un desafio su uso clinico. Lo cual incluye
la determinacién de las dosis adecuadas segun el uso terapéutico deseado, el disefio de las NPs para
aumentar su biocompatibilidad y efectividad, y la evaluacién de su toxicidad. La toxicidad de las NPs
es una de las preocupaciones mds importantes asociadas con su comercializacion. La toxicidad
potencial para los seres humanos no es muy conocida; sin embargo, muchos estudios in vitro han
informado de la toxicidad de algunas NPs; NPs de Ag y ZnO han presentado toxicidad a
concentraciones superiores a 11.3 pg/mL y 43 pug/mL, respectivamente; NPs de Al,03, Fe304, MgO,
SiO; TiO, y WO3 no han mostrado efecto de toxicidad a concentraciones inferiores a 100 pug/mL (64).



2.Sintesis de nanocompuestos

En esta seccion se especifica las etapas del proceso de sintesis hidrotermal asistido con
microemulsiones (solvotermal) de los nanocompuestos de HA/MgO/Pt y se muestra los resultados
referentes al comportamiento de la temperaturay presién de cada uno de los sistemas sintetizados.
Es importante aclarar que, con fines comparativos en la actividad antibacteriana, nanocompuestos
de HA/MgO/Ag fueron también sintetizados.

2.1 \Variables y etapas del proceso solvotermal

La sintesis de nanocompuestos de HA/MgO/Pt fue llevada a cabo mediante el método solvotermal
en un reactor PN 16 (Eurotechnica) con control de temperatura. Los reactivos empleados son
listados en la Tabla 3. Se propone un sistema cuaternario CTAB/PEG/agua/ciclohexano; la fase
oleosa la compone el ciclohexano; el CTAB y PEG son utilizados como surfactante y co-surfactante,
respectivamente.

Tabla 3 Reactivos empleados en la sintesis de nanocompuestos por el método solvotermal

Nombre Férmula quimica Proveedor Pt;:/e]za
(/]
Nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NO3),.4H,0 J.T. Baker 99
di-Amonio hidrogenofosfato (NH,),HPO, Scharlau 99
Cloruro de magnesio J.T. Baker 99
hexahidratado MgClz- 6H,0
Tetracloruro de platino PtCl, Merck 99
Nitrato de plata AgNO3 Merck 99
Hidréxido de amonio NH,OH EMSURE 25
Cetilmetilamonio Bromuro Cq9H4,BrN Applichem Panreac 98
Ciclohexano CgHip EMSURE 99.5
- . Bell Chem
Polietilenglicol 600 HO(CH, — CH, — O)nH Internacional S.A 99

La primera etapa de sintesis consistié en la preparacion de tres disoluciones Ca(NO3),.4H,0 0.5 M
(S1), (NH4),HPO,4 0.3 M (S;), MgCl,.6H,0 con una relacién molar Mg/(Mg + Ca) de 0.06- PtCl,
con una relacién molar Pt/(Pt + Ca) de 0.015 (Ss); bajo agitacidn magnética constante (600 rpm)
se adiciond gota a gota NH,OH hasta ajustar el pH a 10; cada sistema se dejé a estas condiciones
durante 30 minutos.

Posteriormente, se agregd lentamente cada disolucién, en su orden S;, S; y S3 a una mezcla
constituida por 75 mL de ciclohexano, cantidades de CTAB y PEG 600 relativas a la relacidn
surfactante/cosurfactante a evaluar, previamente agitada durante 30 minutos a 600 rpm. La mezcla
fue homogenizada mediante agitacion magnética durante 1 hora a 900 rpm y el pH fue verificado.
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La cinética de reaccién para formar los fosfatos de calcio se encuentra controlada por la estructura
de la microemulsién agua en aceite (W/O) (véase Figura 5) para el sistema
CTAB/PEG/agua/ciclohexano. En este proceso se adiciona primero la solucidn basica de calcio, para
tener estos iones disponibles en la parte interna de la microemulsién donde se encuentra el CTAB.
Luego de la adicién de la segunda solucidn bdsica de fosfato, por interacciones electrostaticas, los
grupos fosfato tienen una atraccién tanto con el calcio como con la sal de amonio cuaternario
presente en el CTAB, lo cual controla el tamafio de los fosfatos de calcio que cristalizan al interior
de la microemulsion (W/0O) al disminuir la velocidad de reaccion. Como otra alternativa de proceso,
se podria considerar la adicién de la solucidn basica de fosfato primero, pero este se acomplejaria
en el CTAB, y para los grupos fosfato disponibles existiria una reaccion directa con los iones de calcio,
presentes en la segunda solucidn basica adicionada. Este otro proceso induciria a la formacién de
cristales mas grandes, lo cual no es deseable para aplicaciones biomédicas.

Las relaciones surfactante/cosurfactante analizadas y la notacién empleada para identificar cada
material a una condicién determinada se especifican en la Tabla 4.

Tabla 4 Notacién empleada para los nanocompuestos sintetizados a una relaciéon surfactante/cosurfactante
determinada.

Material sintetizado Relacién surfactante/cosurfactante

HAMgPt0.1 0.1
HAMgPt0.33 0.33
HAMgPt1 1
HAMgPt13 3
HAMgPt6 6
HAMgPt10 10

Considerando la dependencia de la presidén con la temperatura para las fases cristalinas deseadas
en los sistemas solvotermales. En la segunda etapa, se realizo el tratamiento hidrotermal a 170°Cy
15 bar (presién maxima alcanzada bajo la temperatura establecida y volumen del autoclave
empleado), por un periodo de 12 horas. La emulsién obtenida fue depositada en un vaso de teflén
(autoclave) que luego fue ubicado en el reactor. Transcurrido el tratamiento térmico, el reactor se
dejé enfriar hasta temperatura ambiente. Finalmente, el precipitado obtenido en cada caso se secé
a una temperatura de 60 °C y se realizd un tratamiento térmico a 600°C durante 2 horas, con el fin
de eliminar los residuos de componentes organicos e inducir a la estabilizacion de la fase.

Las relaciones estequiométricas S/C y temperatura, usadas en la sintesis, fueron seleccionados con
base a trabajos reportados en la literatura para obtener HA mediante el método hidrotermal
asistido con microemulsiones (62,63).

La sintesis solvotermal puede representarse mediante la siguiente reaccion:

— Cagg_y_yMgyPt, (PO,)s(OH), + 20NH,NO;



Efecto de la morfologia de nanocompuestos HA/MgO/Pt en sus propiedades 31
antibacterianas bajo activacién fotocatalitica

Una vez obtenidos los polvos se procede con la caracterizacion morfoldgica y estructural, para luego
evaluar su susceptibilidad antibacteriana; en la Figura 7 se resume las etapas del proceso. Para los
nanocompuestos HAAg y HAMgAg se aplico el mismo procedimiento a una relacion
surfactante/cosurfactante de 6, esto debido al analisis de los resultados correspondientes a la
primera etapa de actividad antibacteriana de los nanocompuestos (detallados en el apartado 4.1.1).
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Figura 7 Descripcion proceso hidrotermal asistido por microemulsiones.
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2.2 Resultados del comportamiento de temperatura y presion de
cada sistema

En la Figura 8 se ilustra el comportamiento de la presidn y temperatura en los diferentes procesos,
resultados obtenidos del monitoreo de los sistemas durante 2 horas, tiempo en el que se alcanzd la
estabilidad (temperatura de 170°C y presidn de 15 bar). Se puede observar la misma tendencia en
todos los sistemas; sin embargo, hay discrepancias en las magnitudes de temperatura y presién. Lo
cual puede deberse a la variacidon en la concentracién de cosurfactante, ya que, en todos los
sistemas el autoclave fue llenado a un 75% de su capacidad y sometido a la misma temperatura.

Por ejemplo, a una temperatura de 145°C el sistema que presenta menor presion es el sintetizado
a una relacién S/C de 0.1, la cual tiene la concentracidén mas alta de PEG. Por tanto, las fuerzas
intermoleculares son mas fuertes, se disminuye la volatilidad y por ende se obtiene un valor inferior
en la presion del sistema; caso contrario, a una relacion S/C de 10, sistema con la menor cantidad
de PEG.
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Figura 8 Diagrama comparativo de presidn en funcion de la temperatura de cada sistema sintetizado.
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En esta seccién se muestra los resultados de difraccion de rayos X (DRX), técnica utilizada para
identificar la presencia de las fases cristalinas, las propiedades estructurales (parametros de red,
distancias atomicas y tamaro de cristalito). Asi como también, el andlisis de los grupos quimicos
funcionales de interés mediante Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR, por
sus siglas en inglés). Posteriormente, se discute los resultados de Microscopia Electrénica de Barrido
(SEM, por sus siglas en inglés), con algunos resultados de Espectroscopia de Energia Dispersiva de
rayos X (EDS, por sus siglas en inglés) y Microscopia Electréonica de Barrido de Emision de Campo
(FE-SEM, por sus siglas en inglés). Con el fin de estudiar cdmo influye la incorporaciéon de magnesio,
platino y plata en la estructura y cristalinidad de la HA y lo mas importante, observar el efecto de la
relacion surfactante/cosurfactante sobre la morfologia de los nanocompuestos. Finalmente, se
presentan los analisis de potencial zeta con variacion en el pH.

3.1 Difraccion de Rayos X

La técnica de difraccidon de rayos X (DRX) se basa en la interaccion de la estructura cristalina de un
solido con una fuente de rayos X especifica. Al incidir la radiacién electromagnética sobre la
superficie provista de un gran nimero de atomos o moléculas espaciados regularmente a intervalos
aproximadamente similares a las longitudes de onda de la radiacidn, el cristal actia como una rejilla
de difraccién. La difraccién de rayos X por parte de los diferentes planos cristalinos produce una
serie de reflejos que difieren en su posicidon e intensidad y constituyen, en su conjunto, un perfil
caracteristico del cristal que lo ha provocado. El analisis de dicho perfil, permite obtener informacién
de la naturaleza del material y su forma cristalina. La formacién de los reflejos sigue la ecuacion de
Bragg (65):

nA = 2dsen® (2)

Donde:

n: nimero entero;

A: longitud de onda de los rayos X empleado;

d: distancia entre los planos reticulares en los que se produce la reflexion;
0: angulo de incidencia de la radiacion.
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3.1.1. Metodologia

Con el objetivo de realizar un analisis cristalografico de los polvos sintetizados, se empled un
difractémetro Rigaku Miniflex con configuracién Bragg-Brentano (8-26), la fuente de radiacién fue
un tubo de rayos X con anodo de cobre cuya radiacidon generada presenta una longitud de onda K«
de 1.5405980 A. La configuracién instrumental se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5 Condiciones instrumentales empleadas en el analisis DRX

Parametro Caracteristicas
Material del anodo Cu (1 = 1.54059804)
Condiciones para la generacién de rayos X 40 mA, 45 Kv
Tipo de ejes de escaneo Gonio
Posicion inicial [°2Th] 4.0150
Posicion final [°2Th] 79.9864
Tiempo de paso 0.0001 s
Tipo de escaneo Continuo
Madscara 10 mm
Temperatura en el ensayo 25°C
Radio del gonidmetro 240 mm
Distancia focal-rendija de divergencia 140 mm
Filtro Kg haz incidente Ni

La identificacion de las fases y la determinacidn de los pardmetros estructurales por el método de
Rietveld fueron llevadas a cabo utilizando el software X’Pert High Score plus versidn 3.0.3. Los
espectros experimentales se compararon con los patrones estdndar compilados por el Joint
Committee on Powder Diffraction Patterns and Standards (JCPDS).

En la identificacidn cristalografica se observé la reflexién de cuatro fases: HA como fase principal
(JCPDS No. 01-074-0565), fosfato tricalcico (B-TCP, Cas(PO.),, JCPDS No. 00-009-0169), 6xido de
magnesio (MgO, JCPDS No. 01-077-2364) y carbonato de calcio (CaCOs, JCPDS 01-072-1651). Todos
los difractogramas presentaron picos agudos y estrechos, indicando buen grado de cristalinidad.

El ajuste tedrico de los patrones de difraccion se inicié con la indexacidn de acuerdo a los JCPDS de
las fases presentes y se ingresd informacion de datos estructurales (posiciones atdmicas)
proporcionadas por la base de datos Mincryst. Luego se procedid con el refinamiento de los
pardmetros mediante X’'Pert High Score plus, en su orden: background, factores de escala de todas
las fases, parametros de desplazamiento, asimetria y forma del pico.

Los ajustes realizados a las medidas de difraccién de rayos X de las muestras sintetizadas
permitieron obtener los pardmetros de red, estos se compararon con los obtenidos mediante la
relacién entre las distancias interplanares y los indices de Miller (hkl) para un sistema hexagonal
calculados con la siguiente expresion (66):
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1 _4h2+hk+k2 [2

d?2 3 a? +c_2

(3)

El grado de cristalinidad, correspondiente a la fase cristalina de HA presente en el volumen analizado
se evalué mediante la Ecuacidn (4), donde /300 es la intensidad de reflexion (300) y Vizz/300 €5 la
intensidad entre las reflexiones (112) y (300), que desaparecen completamente en muestras no
cristalinas (67):

Xe=1- (V112/300/1300) (4)

La estimacién del tamafo de cristalito de la HA se realizé con la ecuacién Debye-Scherrer (Ecuacion
(5)), la cual establece que el tamafio de cristalito es inversamente proporcional al ancho medio del
pico maximo de difraccidn y al coseno del angulo del pico maximo (66).

kA

p= FWHMcos(8) (5)

El valor de B representa el didmetro de cristalito, k factor de forma, A = 1.5405980 A, FWHM ancho
medio del pico y 8 es el dngulo correspondiente con el maximo del pico.

3.1.2. Efecto de la sustitucion de magnesio y platino en la hidroxiapatita a
una relacion surfactante/cosurfactante de 1

La Figura 9 muestra el difractograma de HA1, el cual es similar al estandar (JCPDS No. 01-074-0565);
sin embargo, la presencia de picos adicionales a 26: 23.567, 29.805, 35.969 sefialan la existencia de
CaCOs (JCPDS 01-072-1651) y picos en 20: 28.830, 30.931 indican que la muestra tiene Cas3(POa);
(JCPDS No. 00-009-0169).
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Figura 9 Difractograma de rayos X de HA1.

La Figura 10 presenta la comparacion de los difractogramas en las composiciones a) HA1 y b)
HAMgPt1. En el difractograma de la muestra HAMgPt1 (Figura 10b), se observan los picos estandar
para HA; también se evidencian los picos de CaCOsy Cas3(P0Q.),, pero claramente se ve el aumento
en la intensidad del pico 28: 29.805 y aparecen picos adicionales a 28: 47.436, 16.782, 20.597 y
26.460; la presencia de MgO (26:43.091) como fase menor confirma la incorporacién de iones Mg?*
en la estructura de HA, formado en la reaccién (12):

Mgz+ + 20H—(ac) - Mg(OH)Z(s) (6)

(ac)

>300°C
Mg(OH)zs) — MgO(s) + H,0 (7)

Un mecanismo similar se podria proponer para el platino, el cual formard PtO, con tamafio y carga
apropiados para sustituir al calcio dentro de la estructura de la HA.
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a) = CaCoO,
= Ca,PO,),
= MgO

Intensity (a.u)

10 20 30 40 50 60 70
2 Theta (degrees)
Figura 10 Difractograma de rayos X a) HA1, b) HAMgPt1.

En la Tabla 6 se encuentra consignado los pardmetros de celda para HA de acuerdo al patrén
estandar JCPDS No. 01-074-0565. De igual manera en las Tablas 7 y 8 se reporta los parametros de
celda para las muestras HA1 y HAMgPt1, respectivamente. Los cuales fueron calculados a partir de
la Ecuacion (3).

Tabla 6 Parametros de celda para HA de acuerdo a JCPDS No. 01-074-0565.

20 d(A) h k I a () c(A)
18.817 4.71200 1 1 0 9.42400
21.762 4.08071 2 0 0 9.42400
25.883 3.43950 0 0 2 6.8790
28.921 3.08473 2 1 0 9.42401
32.897 2.72047 3 0 0 9.42398
39.791 2.26357 1 3 0 9.42399
44.362 2.04036 4 0 0 9.42402
48.586 1.87236 2 3 0 9.42401
53.220 1.71975 0 0 4 6.8790
63.404 1.46583 5 1 0 9.42397

Promedio 9.42400 6.8790
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Tabla 7 Pardmetros de celda de los polvos sintetizados HA1.

20 d (A) JcpDS d (A) (difract) h ! a(A) c(d) ad(A)
18.983 4.71200 4.67119 1 1 0 9.3424 0.04081
21926 4.08071 4.05052 2 0 0 9.3543 0.03019
26.043 3.43950 3.41874 0 0 2 6.8375 0.02076
29.081 3.08473 3.06812 2 1 0 9.3733 0.01661
33.054 2.72047 2.70786 3 0 0 9.3803 0.01261
39.944 2.26357 2.25524 1 3 0 9.3893 0.00833
44.512 2.04036 2.03381 4 0 0 9.3938 0.00655
48.734 1.87236 1.86703 2 3 0 9.3972 0.00533
53.360 1.71975 1.71556 0 0 4 6.8622 0.00419
63.717 1.46583 1.46302 5 1 0 9.4059 0.00281

Promedio 9.3795 6.8499
Tabla 8 Parametros de celda para los polvos sintetizados HAMgPt1

20 d (A) JcpDS d (A) (difract) h k I a(A) c(d) ad(A)
18.701  4.71200 4.74104 1 1 0 9.4821 0.02904
21.637 4.08071 4.10388 2 0 0 9.4775 0.02317
25.828 3.43950 3.44678 0 0 2 6.8936 0.00728
28.777 3.08473 3.09986 2 1 0 9.4702 0.01513
32.741 2.72047 2.73304 3 0 0 9.4675 0.01257
39.615 2.26357 2.27321 1 3 0 9.4641 0.00964
44.172 2.04036 2.04867 4 0 0 9.4624 0.00831
48.384 1.87236 1.87973 2 3 0 9.4611 0.00737
53.177 1.71975 1.72105 0 0 4 6.8842 0.00130
63.326 1.46583 1.47110 5 1 0 9.4578 0.00527

Promedio 9.4679 6.8889

Comparando el patrén de HA con los valores de distancia interplanar para cada uno de los planos

(hkl) en las muestras HA1 y HAMgPt1, los resultados muestran una diferencia en la distancia

interplanar (d) de angstroms, hay una disminucion de este pardmetro en HA1 y un aumento en

HAMgPtl. Adicionalmente, la muestra de HAMgPt1 presenta un desplazamiento de los picos a

valores 26 mas pequefios comparados con la muestra HAL. Lo cual es consecuencia de la sustitucion

de los iones de Mg?* y Pt*, 4tomos con radio iénico menor al del calcio (13). De acuerdo a la Tabla

9 para HAMgPt1, la presencia de los iones causa un efecto en los parametros de celda. Los

pardmetros a y ¢ aumentan, resultados acordes a lo reportado en la literatura para HA sustituida

con Mg (68), pero no hay reportes de HA con Pt o ambos como se hace en este trabajo.
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Tabla 9 Parametros de celda de las muestras sintetizadas y HA estandar (JCPDS No. 01-074-0565)
Volumen

Muestras a(A) c(A) de celda Grup.o Sl.ster_na
(10° pm?) espacial cristalino
HA JCPDS 9.4240 6.8790 529.09 P 63/m
HA1 9.3795 6.8499 521.87 (176) Hexagonal
HAMgPt1 9.4679 6.8889 532.08

La Tabla 10, muestra que el grado de cristalinidad de los polvos dopados con Mg no se ve afectado;
sin embargo, el tamafo de cristalito disminuye notablemente con la presencia del Mg y Pt, varios
estudios han reportado que el efecto en el tamafio de cristalito se debe a que el Mg actia como
inhibidor del crecimiento (47,68). La relacion afc sefiala que las particulas HAMgPtl son de
naturaleza anisotrdpica con un alargamiento preferencial en su eje ¢, lo cual contribuye a una
morfologia alargada.

Tabla 10 Grado de cristalinidad de los polvos sintetizados y HA estandar (JCPDS No. 01-074-0565)
Cristalinidad Tamafo

. Intensidad de Relacion
Muestras Variable . .
(%) Xc % cristalito alc
(nm)
V. 8.9
HAJCPDS  112/300 0.8539 85.39 - 1.39
L300 60.9
V. 5.9
HA1 112/300 0.9101 91.01  33.70 1.39
T30 66.11
V. 3.4
HAMgPt1 ~112/300 0.9651 96.51  28.49 1.37
Lso0 98.53

El analisis realizado indica cambios estructurales debidos a la sustitucién idnica de la HA; reflejados
en los parametros de celda, tamafio de cristalito, cristalinidad y presencia de fases secundarias
(CaCO; y Casz(P04)2); los cuales podrian afectar la bioactividad, biocompatibilidad, adsorcidn,
propiedades mecdnicas y solubilidad del material. La incorporaciéon de iones CO32_ lleva a la
formacién de enlaces mas débiles (Ca-COs) que los enlaces Ca-PO, y la presencia de una fase mas
soluble - Ca3(P04),- que la HA, aumentarian la solubilidad del material (69).
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3.1.1 Efecto de la sustitucion de magnesio, platino y plata en la
hidroxiapatita a una relacion surfactante/cosurfactante de 6

En este item se hace un andlisis de los cambios en la estructura apatitica ocasionados por la
incorporacion de iones Mg?*, Pt*y Ag*. Enla Tabla 11, se resume el tamafio y carga de dichos iones.

Tabla 11 Radio atdomico e idénico de Ca, Mg, Pty Ag (70).
Elemento Calcio (Ca) Magnesio (Mg) Platino (Pt) Plata (Ag)
Radio atomico (nm) 0.197 0.160 0.077 0.129
Radio iénico (nm) Ca®* 0.106 Mg®* 0.078 Pt* 0.063 Ag* 0.115

A diferencia de la HA obtenida con una relacién estequiométrica S/C igual a 1 (HA1), el
difractograma para HA sintetizada a una relacion igual a 6 (HA6) (Figura 11a) muestra sélo los picos
correspondientes a la fase de HA, lo cual sefiala que bajo esta condicidén se obtuvo HA sin asocio de
otras fases detectables. La sustitucion de Mgy co-sustitucién de CO32_ es claramente observada en
las muestras de HAMg6 (Figura 11b) y HAMgPt6 (Figura 11c). La intensidad del pico 26: 43.146,
referente a la fase Mg0O, aumenta en los polvos HAMgPt6 al igual que los picos de CaCO3 26: 29.503,
35.924. En la Figura 11d que corresponde a HAMgAg ( Ag/Ag + Ca de 0.015), no se evidencia picos
asociados a la presencia de Ag en la muestra, pero el pico a 26: 31.166 indica contenido de Cas3(PO4),.

a) = CaCO,
MgO

* Ca,(PO,),

Intensity (a.u)

5 10 156 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

2 Theta (degrees)

Figura 11 Difractograma de rayos X a) HA6, b) HAMg6, c) HAMgPt6, d) HAMgAg6.
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El calculo de los parametros a y ¢ se detalla en las Tablas 12, 13, 14 y 15 segun los picos de difraccion
escogidos. La diferencia de la distancia interplanar entre la HA sintetizada y la HA estdndar, es de
angstrom; el valor de este parametro aumenta en cada muestra sintetizada asi, dHA6< dHAMg<
dHAMgPt6. También es claro el desplazamiento de los picos hacia valores 28 inferiores, efecto que
es mas notorio en la presencia de Mgy Pt, lo cual indicaria que en la muestra HAMgPt6 puede haber
incorporacidn no sélo de iones Mg?* sino también de Pt*.

Tabla 12 Parametros de celda de los polvos sintetizados HAG6.

20 d (A) (JcpDS) d (A) (difract) h ! a(A) c(A) Ad (A)
18.826 4.71200 4.70977 1 1 0 9.4195 0.00223
21.771 4.08071 4.07904 2 0 0 9.4201 0.00167
25.864 3.43950 3.44205 0 0 2 6.8841 0.00255
29.004 3.08473 3.08379 2 1 0 9.4211 0.00094
32.906 2.72047 2.71975 3 0 0 9.4215 0.00072
39.796 2.26357 2.26308 1 3 0 9.4220 0.00049
44.371 2.04036 2.03996 4 0 0 9.4222 0.00040
48.595 1.87236 1.87203 2 3 0 9.4223 0.00033
53.167 1.71975 1.72134 0 0 4 6.8854 0.00159
63.413 1.46583 1.46565 5 1 0 9.4228 0.00018

Promedio 9.4214 6.8847

Tabla 13 Parametros de celda de los polvos sintetizados HAMg6.

20 d (A) JcpPDS) d (A) (difract) h k ! a(d) c(A) ad(A)
18.822 4.71200 4.72260 1 1 0 9.4452 0.01060
21.713 4.08071 4.08969 2 0 0 9.4447 0.00898
25.885 3.43950 3.43920 0 0 2 6.8784 0.00030
28.859 3.08473 3.09127 2 1 0 9.4440 0.00654
32.826 2.72047 2.72617 3 0 0 9.4437 0.00570
39.808 2.26357 2.26822 1 3 0 9.4434 0.00465
44.383 2.04036 2.04451 4 0 0 9.4432 0.00415
48.482 1.87236 1.87615 2 3 0 9.4431 0.00379
53.233 1.71975 1.71936 0 0 4 6.8774 0.00039
63.264 1.46583 1.46875 5 1 0 9.4427 0.00292
Promedio 9.4438 6.8779

Tabla 14 Parametros de celda de los polvos sintetizados HAMgPt6.

20 d (A) (JcpPDS) d (A) (difract)  h k I a(A) c(d) ad(A)
18.778 4.71200 4.73363 1 1 0 9.4673 0.02163
21.663 4.08071 4.09905 2 0 0 9.4664 0.01834
25.917 3.43950 3.43506 0 0 2 6.8701 0.00444
28.794 3.08473 3.09810 2 1 0 9.4649 0.01337
32.752 2.72047 2.73211 3 0 0 9.4643 0.01164



42

Caracterizacion

39.617 2.26357

44.168 2.04036

48.373 1.87236

53.310 1.71975

63.118 1.46583
Promedio

2.27309
2.04886
1.88011
1.71705
1.47180

U ON b -

= O W O W

o O O O

9.4636
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9.4624
9.4644 6.8692

0.00952
0.00850
0.00775
0.00270
0.00597

Comparado con las muestras dopadas con Mg o ambos Mg y Pt, los polvos de HAMgAg6 tienen

valores 26 mayores y distancias interplanares inferiores, se observan cambios mas significativos en

los parametros de celda (Tabla 15). Estos resultados y la presencia de la fase de fosfato tricdlcico

(Cas(P0Oa4),), indican la incorporacién del ion plata Ag* en la HA que al ser un ion con tamafio mayor

al ion de calcio ocasiona dichos cambios.

Tabla 15 Parametros de celda de los polvos sintetizados HAMgAg6.

20 d(A)(JcPDS) d (A) (difract)  h k I a(d) cAd) ad(A)
18961  4.71200 4.67655 1 1 0 93531 0.03545
21.896  4.08071 4.05609 2 0 0 93671 0.02462
26.102 3.43950 3.41119 0 0 2 6.8224 0.02831
29.105  3.08473 3.07327 2 1 0  9.3890 0.01146
32.993 2.72047 2.71273 3 0 0 9.3972 0.00774
39.863  2.26357 2.25964 1 3 0  9.4076 0.00393
44417  2.04036 2.03794 4 0 0 94128 0.00242
48.626  1.87236 1.87093 2 3 0  9.4168 0.00143
53.455  1.71975 1.71274 0 0 4 6.8510 0.00701
63.383  1.46583 1.46628 5 1 0  9.4269 0.00045

Promedio 9.3963 6.8367

La sustitucién de Mg en la HA genera cambios en los parametros de celda del sistema hexagonal, el

parametro a y el volumen de celda aumentan, ¢ disminuye (Tabla 16). La diferencia de estos

parametros entre HAMg6 y HAMgPt6 podria deberse a la incorporacién de Pt* en la estructura de

la HA. Indicando la formacidon de HA multi-sustituida; sin embargo, los picos 26: 39.693, 46.343
correspondientes al patron estandar del Pt JCPDS No. 00-001-1311 coinciden con picos de HA y el
pico a 28: 67.310 no aparece.

Tabla 16 Parametros de celda de las muestras sintetizadas y HA estandar (JCPDS No. 01-074-0565)

Volumen

Muestras a(A) c(A) de celda Grupfl Si.sten.na
(10° pm?) espacial cristalino
HAJCPDS 9.4240 6.8790 529.09
HAG6 9.4214 6.8847 529.69 b 63/m
HAMg6 9.4438 6.8779 530.62 (176)  Hexagonal
HAMgPt6 9.4644 6.8692 532.25
HAMgAg6 9.3963 6.8367 522.73
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La sustituciéon del ion Ca% por otros iones puede ocasionar la contracciéon o expansion de los
pardmetros de red, dependiendo del tamafio de los iones. Por tanto, se podria suponer que cationes
grandes modifiquen el volumen de celda y aumenten el parametro a. Contrario a esto, la presencia
del ion Ag* causé una disminucion del parametro a (véase Tabla 16). La sustitucidn de un catiéon
divalente por uno monovalente originaria un desequilibrio de carga en la estructura apatitica que
podria ser neutralizado con la formacion de vacancias y en consecuencia la reduccidon de este
pardmetro (69).

Los resultados de la Tabla 17 exhiben que el grado de cristalinidad de las muestras sintetizadas no
se ve afectado por la presencia de Mg y Pt. El tamafio de cristalito disminuyd, el comportamiento
es similar al observado en la relacién S/C de 1, la sustitucion y co-sustitucidn de la HA por ambos
iones ocasiona dichos cambios. Por el contrario, al dopar la HA con Ag el grado de cristalinidad
disminuye y el tamafio de cristalito aumenta.

Tabla 17 Grado de cristalinidad de los polvos sintetizados y HA estandar (JCPDS No. 01-074-0565)

Intensidad Cristalinidad Tamaiio de
Muestras Variable o cristalito Relacién a/c
(%) Xc %
(nm)
V. 8.9
HAJCPDS 112/300 0.8539 85.39 . 1.39
L300 60.9
V. 4.3
HA6 112/300 0.9041 90.41 37.63 1.37
Ls00 44.73
V. 1.9
HAMg6 112/300 0.9612 96.12 36.17 1.37
Ls00 48.25
V. 3.6
HAMgPt6 112/300 0.9191 91.91 33.39 1.38
1300 4499
V. :
HAMgAg6 112/300 6.7 0.8213 82.13 42.78 1.37
1300 376

La relacion a/c para HA dopada con Mg o ambos, Mg y Pt, indica una reduccion en el espesor del
cristal, lo que induciria a unas estructuras mas aplanadas y alargadas. En el caso de HA con
incorporacidn de iones Mg* y Ag*, al haber una disminucidn en a y ¢, se esperaria estructuras mas
redondeadas.

El efecto de la sustitucién de Mg y/o Pt sobre los parametros de red en la HA es notable. En términos
de problemas bioldgicos, un cambio en ¢ seria mas efectivo porque la HA crece principalmente en
la direccién ¢ (71). En la relacidn S/C de 1 se observd un aumento en los parametros a y ¢, contrario
a los resultados obtenidos en la relacién S/C de 6, donde el parametro ¢ disminuyd. Se ha reportado
cambios irregulares en el parametro a y disminucién, aumento o ningln cambio en c. Las
discrepancias presentadas en varios estudios son atribuidas al método de sintesis y a la
concentracién de los iones, puesto que influyen en qué posicion se dara la sustitucion, es decir, en
Ca (l) o en Ca (ll). Por ejemplo, para HA sustituida con 5% de Mg, se ha encontrado que la reduccion
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en el volumen de celda es mas significativa cuando el Mg sustituye al Ca (1) y el parametro ¢ no
disminuye cuando la sustitucion del Mg es en el Ca () (13,72-74).

En esta investigacion no se realizé un analisis cuantitativo de la proporcidn de las diferentes fases
presentes en el material, se requiere hacer un estudio estructural profundo y emplear otras técnicas
de caracterizacidn. No obstante, un fosfato de calcio bifasico (constituido de HA y Cas(P0O,)2) dopado
con iones como Mg son de interés porque podrian presentar mejores propiedades mecanicas y
biolégicas que HA pura. Se ha demostrado que HA dopada con MgO tiene mejor resistencia a la
compresion, mayor dureza y estabilidad térmica, menor velocidad de reabsorcidn y degradacion
que HA pura (75); la presencia de Cas3(PO4), como fase secundaria induce a una microestructura mas
porosa (74); caracteristicas que los hacen mas apropiados para biomateriales y sus aplicaciones (76).

3.1.2 Efecto de la relacion surfactante/cosurfactante en la composicion
hidroxiapatita dopada con magnesio y platino

El difractograma de los polvos HAMgPt10 (Figura 12b) muestra los picos correspondientes a HA de
acuerdo al patrén estandar; presenta un pico en 20: 43.146 (MgO) al igual que la muestra HAMgPt3
(Fig. 12a) pero de menor intensidad. Los picos de reflexion de esta fase, no se observan en las
muestras con relacién S/C de 0.33 y 0.1, la intensidad de los picos de CaCOs disminuye. En estas
muestras las distancias interplanares son inferiores a las obtenidas en HAMgPtl, HAMgPt6 vy
HAMgPt10 (Tablas 18 y 19); en HAMgPt0.33 no hay una diferencia significativa en las posiciones 26
de la HA (Tabla 21), los parametros a, c y el volumen de celda son muy similares a los del patrén
estandar de HA (Tabla 22); caso contrario en HAMgPt0.1, se observa una diferencia mayor con el
patréon estandar (Tabla 20) y el pico de reflexién 26: 29.503 de CaCOs tiene mayor intensidad
comparado con el de HAMgPt0.33. Estos resultados sefialarian que a relaciones con mayor cantidad
de cosurfactante no se lograria incorporar con éxito los iones Mg y/o Pt en la estructura apatitica y
que las diferencias en las distancias interplanares se deben a la presencia de CaCOs; empero un
comportamiento similar fue reportado por Lijuan et al. no observaron un cambio aparente en los
difractogramas de HA y HAMg; sin embargo, un leve ensanchamiento de los picos en HAMg y los
resultados EDS les permitié corroborar la incorporacion de iones Mg en la estructura apatitica (77)..
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Figura 12 Difractograma de rayos X a) HAMgPt3, b) HAMgPt10, c) HAMgPt0.1, d) HAMgPt0.33
Tabla 18 Parametros de celda de los polvos sintetizados HAMgPt3
20  d(A)(JcPDS) d (A) (difract)  h k I a(d) cR) ad(A)
18.948 4.71200 4.67978 1 1 0 9.3596 0.03222
21.884 4.08071 4.05822 2 0 0 9.3721 0.02249
26.073 3.43950 3.41493 0 0 2 6.8299 0.02457
29.022 3.08473 3.07426 2 1 0 9.3920 0.01047
32.985 2.72047 2.71338 3 0 0 9.3994 0.00709
39.857 2.26357 2.25994 1 3 0 9.4089 0.00363
44.413 2.04036 2.03810 4 0 0 9.4136 0.00226
48.752 1.87236 1.87102 2 3 0 9.4173 0.00134
53.415 1.71975 1.71394 0 0 4 6.8558 0.00581
63.387 1.46583 1.46618 5 1 0 9.4262 0.00035
Promedio 9.3986 6.8428
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Tabla 19 Parametros de celda de los polvos sintetizados HAMgPt10

20 d (A) (JcpDS) d (A) (difract) h ! a(A) c(d) ad(A)
18.799 4.71200 4.72826 1 1 0 9.4565 0.01626
21.736 4.08071 4.09556 2 0 0 9.4583 0.01485
25.962 3.43950 3.42926 0 0 2 6.8585 0.01024
28.878 3.08473 3.09687 2 1 0 9.4611 0.01214
32.760 2.72047 2.73148 3 0 0 9.4621 0.01101
39.720 2.26357 2.27305 1 3 0 9.4635 0.00948
44.279 2.04036 2.04904 4 0 0 9.4641 0.00868
48.364 1.87236 1.88043 2 3 0 9.4646 0.00807
53.361 1.71975 1.71554 0 0 4 6.8622 0.00421
63.091 1.46583 1.47235 5 1 0 9.4659 0.00652

Promedio 9.4620 6.8603
Tabla 20 Parametros de celda de los polvos sintetizados HAMgPt0.1

20 d (A) (JcpDS) d (A) (difract) h ! a(A) c(d) ad(A)
18.891 4.71200 4.69373 1 1 0 9.3875 0.01827
21.890 4.08071 4.06710 2 0 0 9.3926 0.01361
25.898 3.43950 3.43760 0 0 2 6.8752 0.00190
28.995 3.08473 3.07703 2 1 0 9.4005 0.00770
32.970 2.72047 2.71454 3 0 0 9.4034 0.00593
39.865 2.26357 2.25954 1 3 0 9.4072 0.00403
44.436 2.04036 2.03713 4 0 0 9.4091 0.00323
48.660 1.87236 1.86969 2 3 0 9.4106 0.00267
53.165 1.71975 1.72140 0 0 4 6.8856 0.00165
63.654 1.46583 1.46431 5 1 0 9.4142 0.00152

Promedio 9.4031 6.8804
Tabla 21 Parametros de celda de los polvos sintetizados HAMgPt0.33

20 d (A) (JcpDS) d (A) (difract) h ! a () c(d) ad(A)
18.815 4.71200 4.71253 1 1 0 9.4251 0.00053
21.759 4.08071 4.08111 2 0 0 9.4249 0.00040
25.874 3.43950 3.44065 0 0 2 6.8813 0.00115
28.919 3.08473 3.08495 2 1 0 9.4247 0.00022
32.894 2.72047 2.72065 3 0 0 9.4246 0.00018
39.789 2.26357 2.26369 1 3 0 9.4245 0.00012
44.360 2.04036 2.04045 4 0 0 9.4244 0.00009
48.713 1.87236 1.87244 2 3 0 9.4244 0.00008
53.203 1.71975 1.72025 0 0 4 6.8810 0.00050
63.578 1.46583 1.46588 5 1 0 9.4243 0.00005

Promedio

9.4246 6.8812
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Tabla 22 Parametros de celda de las muestras sintetizadas y HA estandar (JCPDS No. 01-074-0565)

Volumen Grupo Sistema
Muestras a(A) c(A) de celda P! -

(10° pm?) espacial cristalino
HAJCPDS 9.4240 6.8790 529.09
HAMgPt3 9.3986 6.8428 523.45

P 63/m

HAMgPt10 9.4620 6.8603 531.90 (176) Hexagonal
HAMgPt0.1 9.4031 6.8804 528.83
HAMgPt0.33 9.4246 6.8812 529.35

Los resultados consignados en la Tabla 23, indican que la variacidon en la relacién S/C influye en el
grado de cristalinidad de las muestras sintetizadas, asi como también en el tamafio de cristalito. Al
comparar estos resultados con los reportados en las Tablas 10 y 16, el grado de cristalinidad
disminuye en el siguiente orden, de acuerdo a la relacién S/C, 1>3>0.1>0.33>6>10. Este
comportamiento sefiala que el parametro de sintesis (S/C) podria favorecer la incorporacién de los
iones en la HA, asi a mayor sustitucién el grado de cristalinidad disminuye, como lo esta reportado
en la literatura (21,22,78).

Tabla 23 Grado de cristalinidad de los polvos sintetizados y HA estandar (JCPDS No. 01-074-0565)

Intensidad Cristalinidad Tamafio de
Muestras Variable 0 cristalito Relacién a/c
(%) Xc %
(nm)
v 8.9
HAJCPDS 112/300 0.8539 85.39 - 1.39
Lsoo 60.90
v 1.9
HAMgPt3 112/300 0.9510 95.10 33.83 1.37
Lsoo 39.15
v 9.9
HAMgPt10 112/300 0.7956 79.56 30.93 1.38
L100 48.72
v 2.1
HAMgPt0.1 112/300 0.9476 94.76 31.91 1.37
L100 40.88
v 2.6
HAMgPt0.33  112/300 0.9465 94.65 37.14 1.37

L300 48.03
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3.1.3. Conclusiones parciales del analisis de difraccidon de rayos X

La incorporacion de iones Mg?*, Pt* y Ag* generan cambios en los parametros de celda y tamafio de
cristalito de la HA, evidencidandose un efecto mayor con la presencia del ion Ag*, lo cual puede
deberse a la diferencia en magnitud de su radio idnico, generando inestabilidad en la HA vy
favoreciendo la formacién de la fase de Caz(P0O4),. Este comportamiento depende de la relacion S/C,
a una proporcion 1:1 permite la incorporacién de iones Mg?*y Pt*, observandose un incremento en
la intensidad del pico correspondiente a la fase de MgO y presencia de Ca3(PO4),.

Proporciones iguales de surfactante y cosurfactante, y mayor cantidad de surfactante causan
aumento en los pardmetros a, ¢ y volumen de celda. Por el contrario, a concentraciones de 3y 6 se
observan cambios variables en a y disminucién en ¢, de lo cual se esperaria estructuras con menor
espesor a una relacién S/C de 3.

Sistemas sintetizados a concentraciones altas de cosurfactante inducen a la formacién de HA con
caracteristicas similares a la HA estandar con aumento preferencial en el eje c y libre de fases
secundarias.
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3.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) se basa en el hecho de que al
interactuar radiacién infrarroja con la muestra, genera en ésta cambios en el estado vibracional de
las moléculas. Estos modos de vibracidn son movimientos particulares del conjunto de atomos que
conforman la molécula, independientes unos de otros y con su frecuencia de vibracién especifica,
dando lugar a un espectro caracteristico. Donde la posiciéon y forma de las bandas obtenidas
determinara los grupos funcionales existentes en la muestra (79).

El comportamiento de los sélidos en el infrarrojo puede observarse mediante técnicas de
reflectancia. Siendo la espectrometria de reflectancia difusa (difuse reflection infrared Fourier
transformation spectroscopy, DRIFT) una herramienta déptima para generar espectros en el
infrarrojo directamente sobre muestras rugosas, porosas o pulverizadas con un minimo de
preparacion de la misma (79).

3.2.1 Metodologia

Con el propésito de identificar los modos de vibracion de las moléculas presentes en los polvos
sintetizados, se realizaron medidas en un equipo de Espectroscopia Infrarroja con Transformada de
Fourier Infrarroja de Reflectancia Difusa (DRIFT, equipo Shimadzu IRTracer-100), con un nimero de
barridos de 16, una resolucién 4 cm™ y un rango de nimeros de onda de 4000- 400 cm™.

Inicialmente, se pulverizé 1 mg de cada uno de los polvos a analizar y se trituraron en un mortero
de agata con 0.1 g de bromuro de potasio (KBr) para espectrofotometria infrarroja, previamente
secado en una estufa, puesto que es un reactivo altamente higroscépico. Luego, las mezclas fueron
ubicadas en un portamuestras y se procedié con el analisis.

3.2.2 Efecto de la adicion de magnesio y platino en la estructura de
hidroxiapatita para una relacién surfactante/cosurfactante de 6

La Figura 13 muestra un espectro caracteristico de HA carbonatada. Las bandas de vibracién a 482
cm™ en el espectro representan la vibracion de tension asimétrica (v,). Los dobletes a 571 y 604
cm™ son atribuidos a los modos de vibracién de torsién O — P — O (v,). La banda a 968 cm™ es el
resultado de vibracion de tension simétrica (v;) de los enlaces P — O, mientras las bandas entre
1045 cm™, 1101 cm™ representan la vibracion de estiramiento asimétrico P — O (v3)(47). Entre
1520 y 1410 cm™ aparece una banda relativamente ancha debido al modo de vibracién de
estiramiento de los grupos carbonato (v3) se deben a sustituciones tipo B de los iones PO4* por
COs”. La banda aguda a 880 cm™ corresponde al modo de vibracidn de enlace (v,) de C — O de los
grupos carbonato, es caracteristico de carbonatacidn tipo A en la HA, las bandas a 3574- 3696 cm
confirman sustitucion tipo A de OH™ por CO3*(80). Una banda ancha alrededor de 3400 cm™y otras
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bandas entre 1640-1995 cm™ son debidas a la presencia de agua adsorbida en la HA. La banda a
2500 cm™ corresponde a absorcién de CO,(48).

En particular, en el espectro de la fase apatitica las dreas correspondientes a las bandas de absorcidn
OH" a 3572 y 630 cm™ disminuyen por la presencia de magnesio y platino. También el ion Mg*
provoca un ensanchamiento de las bandas caracteristicas de los grupos fosfatos. Por el contrario, la

muestra que contiene Mg y Pt exhibe bandas mas estrechas y de menor intensidad.

Considerando una linea base para los tres interferogramas, la intensidad de las vibraciones de los
grupos fosfato se presenta en orden decreciente HAMgPt6> HAMg6> HA6. Se aprecia un aumento
en la intensidad de las bandas de COs*> en la HAMg6 y HAMgPt6, indicando mayor cantidad de
carbonato en estas muestras, comportamiento comunmente observado en la incorporacién de
iones Mg?* en la HA (81).

——HA6
—— HAMg6
—— HAMgPt6

af

Transmitance (a.u)

co; ||
- PO}
PO;

' I ' I ! 1 ! 1 ! I ' I ' I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm™)

Figura 13 Espectros FTIR muestras sintetizadas a una relacion S/C de 6 a) HA6, b) HAMg6, c) HAMgPt6

La Figura 14 muestra la comparacidn de los interferogramas de HAMgPt6, HAMgAg6 y HAAg6. La
presencia de los iones Ag*en la estructura de la HA se ve reflejada en la ausencia de los picos a 3572
y 630 cm® correspondientes a vibraciones de los grupos OH", el ensanchamiento de las bandas de
los grupos carbonato y fosfato. De lo cual se podria inferir un reducido ordenamiento de los grupos
fosfato y en consecuencia una HA con fases secundarias o menor grado de cristalinidad, resultado
acorde con los andlisis de DRX. Puesto que en el difractograma de la muestra HAMgAg6 se identificd
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la fase de Cas(P0O4); y una cristalinidad de 82.13%, que comparada con la obtenida para HAMgPt6
(91.91%), es inferior.
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Figura 14 Espectros FTIR muestras sintetizadas a una relacion S/C de 6 a) HAMgPt6, b) HAMgAg6, c) HAAg

3.2.3 Efecto de la relacion surfactante/cosurfactante en la hidroxiapatita
sustituida con magnesio y platino

Los espectros de infrarrojo, al igual que en las composiciones presentadas en 3.2.2, exhiben bandas

tipicas de HA carbonatada. En la Tabla 24 se resume cada modo de vibracion y la frecuencia asignada

de acuerdo a (47,80).

Tabla 24 Picos de absorcion observados en el espectro FTIR de las muestras sintetizadas

Modo de vibracién | Frecuencia cm™

POs* (vq) 968

PO, (v,) 482

PO, (v3) 1045-1101

PO, (v,) 571-604

COs% (vy) 880

COs* (v3) 1520-1410
OH 3572-630
CO, 2500
H,O 3400-1640-1995
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Para la composicion de HA dopada con magnesio y platino, en la Figura 15 se presenta los
interferogramas con relacién S/C de 1, 3, 6 y 10. Donde se puede observar diferencias notables en
la forma e intensidad de los picos al variar la relacidn S/C. El analisis de los espectros fue realizado
a una linea base.

El pico a 3572 cm™ correspondiente a grupos OH™ estructurales de la HA, no se observa en las
composiciones con relacion S/C de 1 y 10. La banda de los grupos carbonato es intensa en las
composiciones 3 y 6, lo cual evidencia una HA carbonatada tipo A. De acuerdo a las bandas de los
grupos fosfato, en las relaciones S/C de 1, 3 y 6 esta banda es muy definida, por el contrario, ésta se
presenta en una forma incipiente para la composicion 10. La trilliza de HA (571, 604 y 630 cm™) se
presenta en forma evidente para las composiciones 6 y 3, y no esta definida para las composiciones
1y 10. Esto indicaria para estas ultimas o una baja cristalinidad o la formacién de otras fases de
fosfatos diferentes a la HA. Al comparar los DRX, en la muestra S/C de 1 hay formacion de fosfato
tricalcico, como fase secundaria, y la de relacién S/C de 10 presenta el grado de cristalinidad mas
bajo (79.56%). Por el contrario, en las muestras con relacion S/C de 3 y 6, indican mayor orientacion
estructural a una HA carbonatada.
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Figura 15 Comparacion espectros FTIR de las muestras sintetizadas a diferentes relaciones S/C
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3.2.4 Efecto del cosurfactante en la composicion de hidroxiapatita dopada
con magnesio y platino

En el espectro de la Figura 16 se aprecia las bandas de OH en 3572 cm™ y 630 cm?, se observa
vibraciones mas pronunciadas a una relacion S/C de 0.33. Aunque ambas composiciones tienen un
comportamiento similar en la banda 1520-1410 cm™, es notable la formacidn de HA carbonatada
tipo A con mayor proporcidn a una relacion S/C de 0.33. Las bandas a 1091, 1050, 602 y 561 cm™
evidencian el ordenamiento estructural de los grupos fosfato y en asocio con la presencia de OH"
estructural confirma la formacién de HA. Resultados acordes con los de DRX, un cambio en el
cosurfactante no es influyente en la estructura de la fase apatitica.
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Figura 16 Comparacion espectros FTIR de las muestras sintetizadas a relaciones S/C de 0.1y 0.33
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3.2.5. Conclusiones parciales del analisis de Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier

Las relaciones S/C y la incorporacién de iones Mg?*, Pt* y Ag*, permiten obtener HA carbonatada
con diferentes caracteristicas. La presencia de iones con radios idnicos inferiores al calcio muestra
interferogramas con bandas estrechas y reduccién de los grupos OH" estructurales. Por el contrario,
el espectro de HA dopada con un ion de mayor radio iénico podria ocasionar mayor desequilibrio
en la estructura, lo cual se ve reflejado en el ensanchamiento de las bandas de los grupos carbonato,
la ausencia del pico a 630 cm™y reducido ordenamiento de los grupos fosfato.

Proporciones surfactante/cosurfactante de 1 y 10 favorecen la incorporacion de los iones en la HA
induciendo a la formacidon de fases secundarias o disminucidn en el grado de cristalinidad,
corroborando lo obtenido en el andlisis por DRX. No obstante, composiciones de 3 y 6 permiten la
formacidn de HA con alto contenido de grupos carbonato.
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3.3 Microscopia Electronica

La evaluacién visual directa de materiales es uno de los requerimientos clave para determinar las
caracteristicas funcionales de cualquier material; permite obtener informacién de concentracién de
las nanoparticulas, distribucion de tamafio, forma, fases y grado de agregacién, parametros
cruciales en el andlisis de un material.

3.3.1 Microscopia electronica de barrido

En Microscopia electrdnica de barrido- MEB (SEM, por sus siglas en inglés) el material es iluminado
con electrones cuya longitud de onda es inferior a la de luz, lo cual permite obtener imagenes
altamente amplificadas de la superficie de un material. Su funcionamiento esta basado en recorrer
la muestra con un haz de electrones, esta interaccién genera electrones retrodispersados y
electrones secundarios que son contados por detectores, llevando a la formacién de micrografias.
No sélo informacidn topografica es obtenida sino también datos concernientes a la composicidn
guimica del material, al tener incorporado un sistema de micro-analisis por energia dispersiva de
rayos X (EDS) (79).

= Metodologia

Los analisis por microscopia electrénica de barrido se llevaron a cabo en un equipo JEOL JSM-6490LV
con un sistema de micro-andlisis quimico por energia dispersiva de rayos X (EDS). Una pequefia
cantidad de muestra es agregada a etanol, las suspensiones obtenidas se dejaron en un bafio de
ultrasonido durante 10 minutos. Luego, se depositd una gota de cada suspensidn en un sustrato,
posteriormente se hizo un recubrimiento con oro y finalmente se procedié con las lecturas. El
tamanio de particula fue obtenido del analisis de las micrografias SEM a través del software Image)
1.5.

= Efecto de la relaciéon surfactante/cosurfactante y de los iones dopantes en la
hidroxiapatita

En las micrografias SEM de HA sintetizada a diferentes relaciones S/Cy dopada con Mgy Pt (Figuras
17 y 18) se puede apreciar la formacién de aglomerados de particulas muy finas que se encuentran
en el rango de los nandmetros. La Figura 17a. muestra que particulas de HA con morfologia esférica
y ligeramente alargada forman aglomerados esféricos con un tamafio de 0.85 pum; en la Figura 17c
y e se observa arreglos desordenados de NPs de HA. Al aumentar la relacion S/C a 6 y 10,
aparentemente no hay un cambio significativo en la morfologia de particulas de HA; sin embargo,
al variar este pardmetro la proporcidén de aspecto (relacién longitud/didmetro) cambia. A una
relacion S/Cde 3y 6 (Figura 17 ay c) la proporcién de aspecto promedio es 1.2 en particulas con un
tamafio de ~58 nm y 66 nm, respectivamente; a una relacién S/C de 10 se obtienen NPs con una
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proporcién de aspecto promedio de 2.0 (longitudes de 60-160 nm y didametros de 30-80 nm). Al
incrementar la concentracion de surfactante aumenta el tamafio de particula y genera morfologias
gue pasan de esféricas a alargadas, al reducirse la proporcién de cosurfactante.

Los espectros EDS sefialan la presencia de Ca, P y O en las muestras de HA sintetizada a una relacidon
S/C de 3, 6y 10 (Figuras 17 b, d y f); también, aparece un pico de menor intensidad asociado a
aluminio (Al), indicando la existencia de impurezas.

Las NPs obtenidas a una relacién S/C de 10 presentan diametros similares a los reportados en la
literatura para sintesis hidrotermal de HA con un sistema ternario CTAB/PEG/agua (82). Sin
embargo, la relacién de aspecto difiere notablemente; bajo el sistema cuaternario propuesto en
este trabajo (CTAB/PEG/ciclohexano/agua), las micrografias SEM sefialan particulas con una
relacidn de aspecto inferior a las observadas en el sistema ternario (relaciones de aspecto entre 15-
20) a una concentracion de 10% de PEG (82).

Los tamafios de las particulas de HA sintetizada se encuentran en el rango de 30-160 nm (HA3: 58
nm, HA6: 66 nm, HA10: 30-160 nm); NPs de HA con estas dimensiones podrian ser de gran interés
para aplicaciones dentales o en reparacion ésea. Puesto que los cristales de HA en los huesos tienen
30-50nm de longitud, 15-30 nm de ancho y en el esmalte de los dientes, la HA se encuentra en forma
de barras de 25-10 nm de espesor con longitudes de 100 nm a micrémetros (83).

La estructura y propiedades de las NPs de HA son determinantes en la interaccién con los
organismos vivos; su actividad se ve afectada por la aglomeracidn, ya que se disminuye el area
superficial y en consecuencia la efectividad. Segln lo observado en las micrografias SEM a menor
relacién S/C se forman agregados, de lo cual se podria inferir que el desempefio de las NPs obtenidas
a estas condiciones fuera menor al de las obtenidas a relaciones S/C altas. Por tanto, se hace
necesario realizar mas estudios para comprender la influencia del tamafio y estructura como futuro
biomaterial; también es importante tener en cuenta, que aunque las NPs de HA pueden cumplir su
funcién, podrian penetrar organismos biolégicos facilmente y potencialmente afectar la fisiologia
de cualquier célula en el cuerpo (83).
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Figura 17 Micrografias SEM y espectros EDS a-b) HA3, c-d) HA®G, e-f) HA10

La incorporacion de iones Mg en la HA a diferentes relaciones S/C (Figuras 18a y c) muestra
particulas mas alargadas a una relacion S/C de 6 (longitud de 70-250 nm y didmetro 35-90 nm) que
las obtenidas a una relacion S/C de 10 (longitud de 50-180 nm y didametro de 40-85 nm). HA dopada
con Mgy Pt a una proporcion igual de surfactante y cosurfactante presenta la tendencia a formar
aglomerados ordenados de tamafio micrométrico (~0.8 um) y particulas con un tamafio promedio
de 51 nm (Figura 18e).
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El andlisis elemental claramente revela la presencia de Ca, P, Mg y O en los sdlidos de HA dopada
con Mg (Figuras 18 by d); Ca, P, Mg, Pty O en la estructura de HA dopada con Mgy Pt (Figura 18f).
Debido a que esta técnica es semicuantitativa y a la existencia de fases secundarias no se procedié

con los calculos de relacion Ca/P.

ZSFV X50,000 0idpm
Figura 18 Micrografias SEM y espectros EDS a-b) HAMg6, c-d) HAMg10, e-f) HAMgPt1
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3.3.2 Microscopia electronica de barrido de emision de campo

Microscopia electrdnica de barrido de emisidn de campo (FE-SEM, por sus siglas en inglés), es una
de las técnicas de mds alta resolucidn para visualizacion de materiales a nanoescala. Por definicién,
el FE-SEM involucra el uso de una fuente de emisién de campo también llamada emisor de campo
de catodo frio usualmente compuesto de alambre de tungsteno (W) que libera electrones. Dentro
de la columna de alto vacio estos electrones, llamados primarios, son enfocados y desviados por
lentes electrdnicas para producir un haz de barrido estrecho que bombardea el objeto. Como
resultado, los electrones secundarios se emiten desde cada punto del objeto. El angulo y velocidad
de estos electrones secundarios se relaciona con la estructura superficial del objeto. Un detector
captura los electrones secundarios y produce una seial electrénica. Esta sefial se amplifica y se
transforma en una imagen digital (84).

= Metodologia

Cabe aclarar que en esta técnica se emplearon dos equipos, debido a la disponibilidad del mismo.
El analisis de las micrografias fue realizado con el software Image) 1.5.

La lectura de las muestras de HA dopada con Mgy Pt a una relacion S/C de 0.1, 0.33, 1 y 10 fueron
llevadas a cabo en un equipo FE-SEM JSM 7100F y las sintetizadas a una relacion S/C de 3 y 6 fueron
realizadas con un equipo FE-SEM JEOL 7100. La preparacion de la muestra consistié en suspension
de los polvos en etanol y sonicacién durante 10 minutos. Posteriormente una gota de la suspensidn
se pone sobre un sustrato y se espera que se seque para ser llevada al equipo e iniciar el analisis.

= Efecto de la relacién surfactante/cosurfactante en hidroxiapatita dopada con magnesio y
platino

La Figura 19 claramente revela la influencia que tiene la relacién S/C en la morfologia de las NPs,
pasando de esferas, barras y placas. Al variar la concentracidn de PEG, se obtienen particulas con
una relacién de aspecto menor; la Figura 19a (S/C de 0.1) indica la formacién de particulas con una
relacion de aspecto mas baja (proporcion longitud/didametro en un rango de 2-3) longitud de 20-120
nm, didmetro de 10-40 nm; también hay presencia de particulas esféricas con un didmetro de 10-
20 nm. A diferencia de ésta, en la Figura 19b (S/C de 0.33) se observa particulas esféricas (diametro
aproximadamente de 50 nm) que coexisten con particulas de alta relacidn de aspecto (proporcion
longitud/didametro de 7) longitud de 50-350 nm, didmetro de 30-50 nm; la existencia de estas dos
morfologias posiblemente corresponde a las fases de HA y CaCOs; detectadas por DRX. Una
proporcién 1:1 de CTAB y PEG induce a la formacion de particulas con morfologia de laminas
(longitud 60-200 nm y ancho 40-150 nm) y otras particulas con morfologia mas redondeada (Figura
19c) que podrian relacionarse con las fases de HA, CaCOs, fosfato tricalcico y MgO, segun a lo
encontrado en DRX; al aumentar la relacién S/C a 10 (Figura 19d), las particulas presentan una
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relacion de aspecto mayor (proporcion longitud/diametro en un rango de 2-5), prima la morfologia
de barras sobre esferas (longitud entre 80-200 nm y didmetro de 50-85 nm), posiblemente
relacionadas con las fases detectadas de HA, CaCOs3 y MgO.

— "100nm IT™M 12/1/2016 — 100nm ITM 12/1/2016
%140, 000 15.0kV LED SEM WD 5.3mm 11:21:42 %x120,000 15.0kV LED SEM WD 5.4mm 11:09:12

100nm ITM 12/1/2016 — 100nm ITM 12/1/2016
%120,000 15.0kV LED SEM WD 5.2mm 11:45:26 15.0kV LED SEM WD 5.3mm 11:03:05

Figura 19 Micrografias FESEM de HAMgPt sintetizada a diferentes relaciones S/C a) HAMgPt0.1, b)
HAMgP1t0.33, c) HAMgPt1, d) HAMgPt10.

A una relacion S/C de 3 (Figura 20) las particulas presentan una relacién de aspecto en un rango de
2-5; tienen una longitud de 95-300 nm y didmetro de 40-90 nm. Bajo esta condicidn se obtienen NPs
con menor espesor y prima una morfologia similar a dendritas. HA con este tipo de morfologia fue
sintetizada por Liu et al. mediante el método de precipitacién quimica asistida con los surfactantes
CTABYy PEG, los autores sugirieron que la adicién de estos surfactantes a concentraciones adecuadas
actian como plantillas y permiten la formacidn de particulas con morfologia especifica (85). De
acuerdo a esto, la carga y estructura de los surfactantes CTAB y PEG orientan el crecimiento de los
cristales; el PEG -un surfactante no idnico- puede formar en solucién acuosa cadenas largas y el
CTAB ioniza completamente en solucién acuosa dando lugar a un catidn con estructura tetraedral
que bajo cierta concentracién tiende a formar micelas elongadas o de barras. Por tanto, a una
relacion S/C de 3, las particulas crecen a lo largo de esas cadenas largas y como dendritas al unirse
los iones Ca%*, PO, y OH(85).
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— 1pm 710/ — 100nm IQ-UNESP 4/10/2017
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X 100,000 5.0kV SEI SEM WD 7.7mm  11:13:21

Figura 20 Micrografias FE-SEM a diferentes aumentos de HAMgPt3 a) 10000X, b) 50000X, c) 100000X

En la Figura 21 se observa la tendencia de las NPs, sintetizadas a una relaciéon S/C de 6, a conformar
agregados, lo cual puede deberse a su tamafio, tienen una longitud entre 40-85 nm y un didmetro
de 20-40 nm. En ésta se evidencia morfologias de placas, formas alargadas e irregulares.
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— 100nm IQ-UNESE 4/ 7 — 100nm TQ-UNESP 4/10/2017
X 50,000 5.0kV SEI SEM WD 8 .2mm 132 X 100,000 5.0kV SEI SEM WD 8.2mm 10:35:47

Figura 21 Micrografias FE-SEM a diferentes aumentos de HAMgPt6 a) 50000X, b) 100000X

= Efecto del dopado con magnesio y plata en la hidroxiapatita sintetizada a una relacion
surfactante/cosurfactante de 6

A diferencia de la muestra de HA dopada con Mg y Pt, se observan particulas mas pequefas. Hay
presencia de particulas esféricas con un diametro aproximado de 22nm que coexisten con particulas

mas alargadas que tienen una longitud en un rango de 20- 65 nm y didametro de 20-30 nm (Figura
22).

~ 100nm ITM 12/1/2016 |
%120,000 15.0kV LED SEM WD 5.2mm 12:01:03

Figura 22 Micrografia FE-SEM de HAMgAg sintetizada a una relacion S/C

En el campo de la medicina, las NPs son ampliamente estudiadas, su tamafio es similar al de la
mayoria de moléculas biolégicas. Lo que las hace candidatas de interés para su aplicacién en
investigaciones biomédicas in vivo e in vitro. El resultado de su integracidn en el campo de la
medicina ha permitido su aplicacion, principalmente en liberacion de fadrmacos, sensores, implantes
y como agentes antimicrobianos (86).
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Las NPs tienen la versatilidad de ser incorporadas en diferentes productos; usar polimeros con NPs
amplia su aplicacién como portadores de farmacos y factores de crecimiento para tratar mejor los
defectos 6seos y promover la cicatrizacién de heridas (4). Por otro lado, la produccién de adhesivos
para ortodoncia y resinas dentales con NPs que posean actividad antimicrobiana, podrian ser utiles
en disminuir la formacion de caries, que en la mayoria de casos son las principales causantes de
resultados no deseados en este tipo de procedimientos (87,88).

El tamafiio, drea superficial, forma, composicidon quimica y solubilidad de las NPs determinan la
respuesta bioldgica, por consiguiente, su aplicacidn es selectiva. El tamafio influye en la penetracion
y retencidn de las NPs en los tumores; NPs con tamafios inferiores a 50 nm pueden penetrar los
tumores, contrario a NPs de 100 nm que tienden a localizarse principalmente en la periferia del
tumor y alrededor de los vasos sanguineos, obstaculizando su entrada y funcién (86). Para ilustrar
lo descrito, en la Tabla 25, se muestra la aplicacién de algunas NPs reportadas en la literatura.

Tabla 25 Nanoparticulas y su aplicacidon biomédica

Tamaiio
Composicién quimica Promedio Forma Aplicacion biomédica
(nm)
1.9 - Deteccidén de cancer (89)
5 i Liberacion de farmacos
(89)
AuNPs 60 barras Imagenes  fotoacusticas
(89)
L. Deteccién de tuberculosis
14 esférica
(86)
Tiopronina con AuNPs 50-100 esférica Tratamiento para el cancer
PEG con AuNPs 33 - (89)
A%lNI.Ds conjugadas con 13-123 esféricas y hexagonales Tratamiento VIH(86)
péptidos
5-22 esféricas
Ovaladas, triangulares,  Inhibicidn de células de
50 pentagonalesy cancer de mama (86)
hexagonales
Antimicrobiano-Inhibicion
Ag NPs 30 esféricas E. c,o/.i, S.aureu§ (86) ‘
Apdsitos  antibacterianos
para heridas (90)
100 i Antimicrobiano-Inhibicion

E. coli, P.aeruginosa (86)
30-50 - Inhibicién VIH (86)
Lentes de contacto
antimicrobiano
50 Recubrimiento de
catéteres
Implantes
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Apdsitos para heridas de
guemaduras (86)

Pt NPs

5-8 -
>100
118 esféricas, cubicas, en
forma de flor
34
esféricas
5-20

Deteccion de cancer (86)
Prevencion de pérdida
Osea (86)

Efecto bacteriostatico (86)

Efecto citotdxico en células
cancerigenas (86)
Tratamiento contra el
parkinson (86)

Andamios de fosfatos

Andamios de

Injertos dseos (91)

de calcio con PtNPs 100-400 pm
Mascaras quirurgicas
50 o .
. antimicrobianas (5)
TIOz .. . s sz
17 i Antimicrobiano-Inhibicion
E. coli (5)
13,40,60 i Antimicrobiano-Inhibicion
7n0 S. aureus (5)
Antimicrobiano-Inhibicion
12 - .
E. coli
Cu 100 i Antimicrobiano-Inhibicion
E. coli, Bacillus subtilis (5)
9 - S. aureus
Fes04 Staphylococcus
8 - . L
epidermidis
Resina compuesta 200 Nanofibras de HA Resina dental con
HA-polidopamina-NPs propiedades
de Ag 10- 20 Nanoesferas de Ag antibacterianas (87)
HA/Ag 55-65 nm osféricas Adhesivo para ortodoncia

(88)

Al comparar la informacién consignada en la Tabla 25 con las NPs sintetizadas en esta investigacion
(Tabla 26); los diferentes tamafios y morfologias obtenidos indican que las NPs podrian ser aplicadas
en biomedicina. El conocimiento de estas propiedades es un primer paso para comprender las
posibles disimilitudes en el comportamiento como nanomateriales.

Tabla 26 Tamafio y forma de las nanoparticulas sintetizadas

Muestras sintetizadas Tamaiio de particula (nm) Forma
HA3 58 esféricas
HA6 66 esféricas
HA10 longitud: 60-160 nm
alargada

didmetro: 30-80 nm

HAMg6 longitud: 70-250nm osféricas- alareada
didmetro: 35-90 nm g
HAMg10 longitud: 50-180 nm

didmetro: 40-85 nm esféricas- alargada
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HAMgPt1 51
longitud: 60-200 nm
ancho: 40-150 nm

esféricas,
laminas

HAMgPt0.1 longitud: 20-120 nm -
didmetro:10-40 nm esféricas- alargada
HAMgPt0.33 50 nm esféricas
longitud: 50-350 nm barras
diametro: 30-50 nm
HAMgPt10 longitud: 80-200 nm barras
diametro: 50-85 nm
HAMgPt3 longitud: 95-300 nm .
diametro: 40-90 nm dendritas
HAMgPt6 longitud: 40-85 nm placas, formas alargadas
didametro:20-40 nm e irregulares
HAMgAg6 longitud: 20- 65 nm

didmetro de 20-30 nm. esféricas- alargada

3.3.3 Conclusiones parciales del andlisis de Microscopia electrdnica

Las micrografias SEM mostraron que la variacidn de la relacidn S/C es determinante en el grado de
agregacion de las particulas, ya que a medida que aumenta esta relacién la tendencia a formar
aglomerados con morfologia esférica disminuye.

La incorporacion simultanea de Mgy Pt o Mg y Ag en la HA lleva a una disminucién en el tamafio de
particula, parametro que también es afectado por la concentracién de CTAB.

Las particulas sintetizadas tienen tamafio comparable al de las apatitas bioldgicas y a las NPs
metadlicas o de éxidos metalicos que han demostrado ser aplicables en el campo biomédico. Lo cual
genera mayor interés en realizar pruebas necesarias para evaluar su efectividad como biomaterial.
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3.4 Potencial Zeta

El potencial zeta es una medida de la magnitud de la atraccion electrostatica entre las particulas, es
uno de los pardmetros que influye en la aplicacidn y funciéon de un material. Esta técnica brinda
informacidn de la causa de dispersién o agregacion, es ampliamente aplicada para la formulacién
de emulsiones, suspensiones y dispersiones. Para fines de actividad antibacteriana, es considerado
uno de los factores mas relevantes, ya que de este depende la interaccién de las nanoparticulas con
las bacterias (92).

3.4.1. Metodologia

Por disponibilidad instrumental, las medidas fueron realizadas en un equipo NanoPlus marca
Micromeritics para las muestras sintetizadas, HAMgPt a relaciones S/C de 0.33 y 3. Se prepararon
soluciones de agua destilada con la cantidad de muestra necesaria para alcanzar una concentracién
de 0.01% (p/v). Las curvas de potencial zeta se monitorearon entre pH 2 y pH 12.

3.4.2. Efecto de la relacidon surfactante/cosurfactante en el potencial zeta

En la Figura 23 se observa el potencial zeta de las muestras de HAMgPt0.33 y HAMgPt3, como
funcién del pH. En ésta, se evidencia un comportamiento de ambas muestras hacia valores de
potencial zeta positivos en pHs acidos (Zona 1) y valores negativos en pHs bdsicos (Zona 2). En el
caso de HAMgPt0.33 el punto isoeléctrico (P.l) o potencial zeta cero se alcanza a un pH de 9 mientras
que en HAMgPt3 se encuentra a pH de 7. La presencia de mayor cantidad de PEG desplaza el
potencial hacia valores mas positivos (12 mV) y a menor concentracién se obtienen valores mas
negativos de potencial zeta (-20mV). Lo cual podria estar relacionado a la incorporacién de iones en
la HA; como se observd en los difractogramas en las muestras de HAMgPt0.33 no hay presencia de
fases de MgO vy los picos correspondientes a la fase CaCOs son inferiores en intensidad comparados
con HAMgPt3. Una mayor sustitucién de los iones Ca?* por Mg?* y Pt*generaria mayor desequilibrio
en la estructura de la HA favoreciendo la co-sustitucién de iones COs> por los OH’, resultado
reflejado en un potencial zeta mas negativo.
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Figura 23 Distribucidn de potencial Z (mV) vs pH de la muestras dispersas en agua a una concentracién de
0.01% (p/v)

El potencial zeta podria influir en la interaccion entre las NPs y membranas celulares. NPs cargadas
negativamente tendrian menor interaccién electrostatica con las bacterias cuya superficie posee
cargas negativas. Por otro lado, NPs con un potencial zeta entre -10 mV y +10 mV son consideradas
aproximadamente neutras, mientras NPs con potenciales mayores a +30 mV o menores que -30 mV
son fuertemente catidnicas y anidnicas, respectivamente (29). De acuerdo a esto, las NPs de
HAMgPt0.33 y HAMgPt3 a condiciones de pH dacidos son neutras, lo cual se veria reflejado en Ia
actividad antibacteriana.

3.4.3. Conclusiones parciales potencial zeta

La relacion estequiométrica surfactante/cosurfactante es un parametro determinante en el
potencial zeta de las nanoparticulas de HAMgPt. A menor concentracién de PEG las nanoparticulas
presentan un potencial zeta mds negativo.

Tanto a pHs acidos como a mayor cantidad de PEG las nanoparticulas de HAMgPt podrian ser
consideradas neutras, condicion que dificultaria su interaccidn con las bacterias.

Nanoparticulas de HAMgPt3 tendrian minima interaccidn electrostatica con bacterias con carga
negativa en la superficie, lo que indicaria que es necesario emplear relativamente mas altas
concentraciones de NPs para producir un efecto antibacteriano.
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En este capitulo se presenta aspectos relacionados al estudio de susceptibilidad antibacteriana de
las diferentes NPs frente a una bacteria Gram-negativa y Gram-positiva mediante antibiograma por
difusién con discos. El desarrollo de este analisis se lleva a cabo en tres etapas; la Etapa | involucra
la evaluacion de sensibilidad de las NPs de HAMgPt sintetizadas a diferentes relaciones S/C contra
la bacteria E.coli, en esta etapa se define cudl nanoparticula tiene mayor actividad; en la Etapa ll, se
mide la resistencia de NPs de HA, HAMg, HAMgPt, HAMgAg- que mostraron mejores resultados,
segun la relacién S/C - contra la bacteria E.coli y S. mutans. Esto con el fin de identificar si existe un
efecto sinérgico entre el Mgy el Pt, y comparar la sensibilidad del material propuesto (HAMgPt) con
HAMgAg, un material que presenta uno de los iones metalicos mas efectivo en resistencia
antibacteriana. Por ultimo, en la Etapa lll, se hace el mismo andlisis de la Etapa Il bajo radiacién UV.

4.1 Efecto de la relacion surfactante/cosurfactante en la
susceptibilidad antibacteriana de hidroxiapatita dopada con
magnesio y platino

El microorganismo empleado para las pruebas fue una bacteria gram-negativa, E. coli (ATCC 8739).
Inicialmente se llevd a cabo la siembra de la cepa en agar nutritivo en forma de estrias, la cual se
incubd a 37°C en un periodo de 24 horas. Posterior a este periodo de incubacién, de la caja de Petri
qgue contenia la cepa activada, se seleccioné de una a tres colonias con asa de siembra y se
transfirieron a un tubo de ensayo que contenia 5 mL de medio de cultivo Luria-Bertani (LB), la
solucidon se homogenizd y constantemente se evalud la turbidez, para garantizar que fuera
Opticamente comparable al patrén estandar de 0.5 McFarland que corresponde aproximadamente
a una poblacién de 1 a 2 x 108 unidades formadoras de colonia (UFC)/mL (13,93,94).

Posteriormente, se inoculd la superficie de una caja de Petri que contenia Agar Mueller Hinton
frotando suavemente la superficie con un hisopo impregnado de la suspension ajustada y para
asegurar una distribucién homogénea del indculo se hizo el procedimiento rotando la caja
aproximadamente 60° (13,93,94).

Después de 15 minutos, se distribuyeron en la superficie de las cajas de Petri inoculadas los discos
de papel filtro de 6 mm estériles, a los cuales previamente se les habia adicionado 30 uL de la
solucion madre de cada nanoparticula a evaluar y se habian dejado secar en una caja de Petri
cerrada. El control positivo fue un disco con Tego 51.

Los ensayos se realizaron con soluciones madre, cuyas concentraciones fueron de 5mg/mL, 11
mg/mL, 14 mg/mL y 28 mg/mL. Cada solucion se preparé adicionando la cantidad en mg de los
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polvos sintetizados a 9 mL de agua destilada estéril y se dejaron 1 hora en bafio de ultrasonido, esto
con el fin de dispersar los polvos en la solucién.

Las placas se incubaron invertidas a 37°C durante 24 horas. Luego de este periodo se realizd la
lectura de los halos de inhibicidn incluyendo el didmetro de los discos. Todos los ensayos de
actividad antibacteriana se realizaron tres veces.

4.1.1 Resultados de actividad antibacteriana

Debido a que los ensayos realizados con soluciones madre de concentracion 5 mg/mL, 11 mg/mLy
14 mg/mL no presentaron resultados evidentes; en la primera, no se observé halo de inhibicidn, en
la segunda un halo no muy bien definido y en la tercera halos muy pequefios; los resultados
presentados en este apartado corresponden a los de solucién madre con concentracién de 28
mg/mL, ya que a esta condicidn se observo claramente la zona de inhibicidn (Figura 24).

Figura 24 Resultados antibiograma frente a E.coli a) HAMgPt10, b) HAMgPt0.1, c) HAMgPt0.33, d) HAMgPt6,
e) HAMgPt3



70

Actividad antibacteriana

Tabla 27 Resultados actividad antibacteriana de las muestras

Cepa | Muestras 20l (mm)
HAMgPt1 Ninguno
HAMgPt3 10.0 £ 0.5
HAMgPt6 13.6 £ 0.9

E.coli | HAMgPt10 85+0.2
HAMgPt0.1 Ninguno
HAMgPt0.33 Ninguno
Tego 51 22.8+0.1

A mayores contenidos de CTAB, donde priman morfologias de nanoestructuras alargadas y estd

presente la fase de MgO, hubo formacién de zonas de inhibicion. Sin embargo, al comparar la

intensidad de los picos correspondientes a esta fase en los difractogramas, en la muestra con

relaciéon S/C de 1 se tiene el pico de mayor intensidad, pero al no presentar actividad antibacteriana,

indica que el factor determinante en este comportamiento es la morfologia.

Las NPs sintetizadas a relaciones S/C de 3 y 6, presentan morfologias con orificios muy poco

redondeados, a diferencia de las sintetizadas a una relacion S/C de 10. Lo cual podria influir en el
resultado de actividad antibacteriana, puesto que nanoparticulas con este tipo de morfologia

podrian penetrar con mayor facilidad en la pared celular de la bacteria.

En la Figura 25, se ilustra el comportamiento ya discutido de los nanocompuestos HAMgPt,
sintetizados a diferentes relaciones S/C, frente a E.coliy en la Tabla 28, se resume los resultados
obtenidos de DRX, SEM y susceptibilidad antibacteriana.

14

- -d
o N
1 1

Halo de inhibicion (mm)
[ee]

HAMgPt

Figura 25 Actividad antibacteriana vs morfologia de los nanocompuestos
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Tabla 28 Resultados de las técnicas de caracterizacidn de las nanoparticulas sintetizadas
Muestras ZOl (mm) Tamafio de particula Morfologia  Fases Xc B
SEM (nm) (%) (nm)
HAMgPt0.1 - longitud: 20-120 alargada HA 94.76 31.91
didametro: 10-40 esférica CaCOs
esferas: 20
HAMgPt0.33 - longitud: 50-350 alargada HA 94.65 37.14
diametro: 30-50 esférica CaCOs3
esferas: 50
HAMgPt1 - longitud: 60-200 [dminas HA 96.5 28.49
ancho: 40-150 alargada CaCOs
Caz(P04)2
MgO
HAMgPt3 10.0 £ 0.5 longitud: 95-300 dendritas HA 95.10 33.83
diametro: 40-90 CaCOs3
MgO
HAMgPt6 13.6 £ 0.9 longitud: 40-85 [dminas HA 91.91 33.39
diametro: 20-40 alargadas CaCOs
irregualres MgO
HAMgPt10 85+0.2 longitud: 80-200 barras HA 79.56 30.93
didmetro: 50-85 esferas CaCOs
MgO

4.1.2 Conclusiones parciales del efecto de la relacion estequiométrica
surfactante/cosurfactante en la actividad antibacteriana

Hidroxiapatita con fase de carbonato de calcio, obtenida bajo relaciones S/C de 0.1y 0.33, presentan
morfologias, tamafios y grado de cristalinidad que podrian beneficiar su accién bactericida. No
obstante, un efecto positivo contra las bacterias no fue observado, resultado que sefiala la
importancia de la fase de MgO en la propiedad antibacteriana del material.

Nanoparticulas de HAMgPt3, HAMgPt6 y HAMgPt10, difieren en tamano y morfologia. Como bien
se sabe a menor tamafio de particula mayor area superficial y por ende mds actividad, se esperaria
mejor susceptibilidad antibacteriana en HAMgPt6 seguido por HAMgPt10 y por ultimo HAMgPt3;
sin embargo, HAMgPt3 mostré un efecto mayor comparado con HAMgPt10, cuyo tamafo de
particula es inferior. Lo cual indica que el resultado de la susceptibilidad antibacteriana se ve
afectado principalmente por la morfologia, corroborandose asi que este pardmetro es fundamental
para favorecer la interaccidn particula- bacteria.
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4.2 Efecto de los dopantes en la actividad antibacteriana de la
hidroxiapatita

En esta etapa se empled una bacteria gram-positiva S. mutans (ATCC 25175) y gram negativa E.coli
(ATCC 8739). La metodologia empleada es similar a la descrita en la Etapa I. La cepa de S. mutans
fue sembrada en agar BHI (infusidn cerebro-corazén, “brain-heart”, Scharlau) e incubada a 37°C bajo
condiciones anaerobias durante 24 horas. Posteriormente, este cultivo se transfirido a un tubo de
ensayo con solucidn salina, se homogenizd y se ajusté la turbidez de la suspensidn hasta alcanzar
un valor de 750 NTU (unidad nefelométrica de turbidez) correspondiente a aproximadamente 1x10°
UFC/mL. A partir de esta suspension de bacterias, se preparé 1x108 UFC/mL en solucién salina y se
inoculé con un hisopo en agar Mueller Hinton. Finalmente, los discos conformados con los polvos
sintetizados y previamente esterilizados, se depositaron sobre el agar. Por ultimo, las placas se
colocaron en frascos herméticamente sellados con una vela para generar una atmésfera libre de
oxigeno y se incubaron a 37°C durante 24 horas (94). El control negativo fue el disco de HA6 y
positivo el disco de HAMgAg6. En el caso de las cepas de E.coli se realizé el mismo procedimiento,
sin condiciones anaerobias. Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

El proceso de conformacion de las pastillas se realizé empleando dos moldes con didmetros de 10 y
5mm (Figura 26). Para obtener discos de 10 mm se adicioné al molde 100 mg de polvo, luego se
llevd a una prensa y se sometid a una presion de 2000 psi. De igual manera, se obtuvieron discos de
5 mm con 30 mg de polvo y una presion de 1000 psi.

a)

Figura 26 Proceso compactacién de polvos a) molde, b) prensado, c) discos
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4.2.1 Resultados de actividad antibacteriana

En la Figura 27 se muestra los resultados de la actividad antibacteriana de HA, HAMg y HAMgPt
sintetizados a una relacion S/C de 6. Puesto que, a esta relacién en la Etapa |, se obtuvo mayor efecto
sobre la bacteria E. Coli. De acuerdo a estos resultados, las muestras de HA y HAPt no tienen
actividad antibacteriana.

c) d) e)
Figura 27 Actividad antibacteriana frente a S. mutans a) HA6, b) HAPt6, c) HAMg6, d) HAMgPt6, e) HAMgAg

a)

Las NPs que presentan mayor actividad bacteriostatica son las que tienen Mg y Ag. Ademds, no se
observa un efecto positivo del Pt sobre la bacteria, las zonas de inhibicién de HAMg y HAMgPt son
aproximadamente de la misma magnitud (Tabla 29). De lo cual puede inferirse, que no existe un
efecto sinérgico entre el Mg y Pt, pero si entre el Mgy la Ag.

Tabla 29 Medida halos de inhibicion

Cepa Muestras | ZOIl (mm)
HAG6 Ninguno
HAPt6 Ninguno

S. mutans | HAMg6 14+1
HAMgPt6 | 13.8 + 0.7
HAMgAg6 17+1

En la Figura 28, se presenta los resultados obtenidos con pastillas de 5 mm de diametro y con ambas
cepas; el comportamiento de las NPs difiere segun el tipo de bacteria, se puede observar un mayor
efecto en la bacteria gram positiva. Esto se debe a las diferencias en las caracteristicas estructurales,
la presencia de una membrana celular externa en la bacteria gram-negativa, que rodea la capa de
peptidoglicano, dificulta el acceso de las NPs, generando mayor resistencia.
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Figura 28 Susceptibilidad antibacteriana de las nanoparticulas sintetizadas frente a S. Mutans y E. Coli.

4.2.2 Conclusiones parciales del efecto de los dopantes en la actividad
antibacteriana

HA dopada con Mg presentd mayor actividad antibacteriana contra S. mutans, corroborandose asi
que las diferencias en las propiedades estructurales de los microorganismos gram-positivos y gram-
negativos influye en la accién de las NPs. El efecto bacteriostatico fue sinérgicamente mejorado por
la combinacidn con iones Ag*, comportamiento no observado con Pt.

Los resultados sugieren que HA dopada con Pt no podria ser usada como agente bactericida, se hace
necesario evaluar la concentracién de Pt para establecer mejores condiciones que favorezcan su
actividad, y comprender su mecanismo de accion.
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4.3. Efecto de la radiacion ultravioleta en la susceptibilidad
antibacteriana de hidroxiapatita dopada con magnesio y
platino

Los ensayos se realizaron siguiendo el protocolo descrito en las etapas anteriores. Adicionalmente,
los discos conformados con los polvos sintetizados (5mm de diametro), fueron previamente
irradiados con una lampara UV Rayonet Photochemical Reactor Lamp, RPR 3500 A, con una potencia
de 8W y emisién de luz de 350 nm (verificada con espectrofotdmetro Ocean Optics p200); la
potencia de radiacién de la lampara fue caracterizada a 1 cm con un radiémetro PM100A (Thorlabs),
obteniéndose 5.70 mW/cm?. La radiacion fue efectuada durante 1 hora a una distancia de 1cm de
los polvos sintetizados, como se muestra en la Figura 29.

Figura 29 Montaje etapa de radiacién UV de las muestras sintetizadas, a) Ubicacién de las pastillas, b)
rotulacidn, c) Radiacién UV y d) aislamiento.
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4.3.1 Resultados de actividad antibacteriana

En la Figura 30 se compara los resultados de actividad antibacteriana de las diferentes NPs frente a
S. Mutans bajo ambas condiciones, con y sin radiaciéon UV. Al igual que lo obtenido en la etapa
anterior (Tabla 29), NPs de HA y HAPt no presentan actividad antibacteriana. Las NPs de HAMg y
HAMgPt, mostraron zona de inhibicién de igual tamafio, indicando un efecto positivo, atribuido a la
presencia de MgO.

Con el fin de corroborar el efecto sinérgico entre Mg y Ag, observado en la etapa anterior, se
realizaron las pruebas adicionando el material HAAg. El compuesto HAMgAg tuvo mayor efecto
inhibitorio comparado con el generado por los compuestos HAAg y HAMg, este resultado indica que
la accién conjunta de los iones es superior a la accidn de cada uno por separado.

Las NPs de HAAg sin radiacién UV generaron una zona de inhibicién de (6.1 + 0.5) mm, resultado
comparable con el obtenido por Ahmad et al. quienes alcanzaron halos de inhibicién de
(6.33 + 0.58) mm, con discos de 5mm de didmetro y una concentracién de 5% de NPs de HAAg
(88).
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Figura 30 Susceptibilidad antibacteriana de las nanoparticulas sintetizadas frente a S. Mutans, con y sin
radiacion UV.

A diferencia de los resultados obtenidos con la bacteria S. Mutans, las NPs de HAMg no mostraron
susceptibilidad antibacteriana frente a E. Coli y las NPs de HAAg, HAMgPt y HAMgAg presentaron
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aproximadamente una zona de inhibicion del mismo tamafio (Figura 31). EIl comportamiento
observado en las NPs de HAAg y HAMgAg, permite afirmar que la inhibicién del crecimiento
bacteriano es debido a la presencia de Ag, ya que no se evidencia efecto inhibitorio en las NPs de
HAMg, ni un aumento en la zona de inhibicién de HAMgAg. Un resultado similar fue reportado por
Gopi et al. obtuvieron zonas de inhibicién de 11-13 mm para HAAg y de 10-13 mm para HAAg co-
sustituida con Mg; sin embargo, concluyeron que si bien, la presencia de Mg no afecta la actividad
antibacteriana del material, si aumenta la viabilidad celular (45).

Por otro lado, la actividad antibacteriana de las NPs de HAMgPt y la no existencia de este efecto en
las NPs de HAPt y HAMg, sefala que la susceptibilidad antibacteriana se debe a la presencia de Mg
y Pt.

Los resultados obtenidos en ambos tipos de bacterias, muestran un aporte positivo de la radiacion
UV en la actividad antibacteriana, siendo mas significativo en S. Mutans que en E. Coli.
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Figura 31 Susceptibilidad antibacteriana de las nanoparticulas sintetizadas frente a E. Coli, con y sin
radiacion UV.

Con el fin de comprender cémo la fotocatdlisis del material mejora el efecto bacteriostatico, la
Figura 32, ilustra el mecanismo de fotocatalisis para el MgO con base al mecanismo propuesto por
An et al. para el TiO, (49).
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Figura 32 Mecanismo de fotocatalisis del MgO bajo radiacién UV. Adaptado de (49).

El mecanismo de fotocatalisis esta constituido por cuatro etapas (49),

Radiacidn: la energia se convierte en energia quimica llevando a la generacidon de pares €’, h*.
Separacion y recombinacidn de pares e, h*: los e” fotoexcitados pasan a la banda de conduccién

(CB) dejando la separacidn pares e’, h* (Ecuacién (8)). Sin embargo, el e fotogenerado y h* pueden
recombinarse rapidamente, liberando energia en forma de calor o protones (Ecuacion (9)).

MgO‘l‘hV d hVB+ +eCB_ (8)

hyg* + ecg™ = recombinacién + energia

(9)

Los e y h* sin recombinar migran a la superficie del material y desencadenan reacciones
fotoquimicas para producir especies reactivas secundarias (ROS) o directamente oxidar/reducir los
sustratos adsorbidos por el material.

Reacciones h*: en la banda de valencia (VB), los h* migran a la superficie y son atrapados por los
grupos OH, lo cual se conoce como un radical hidroxilo adsorbido superficialmente.

Reacciones e: en la banda de conduccidn, el O, actia como aceptor de e para atrapar los ecg~y asi
prevenir la recombinacion e - h*. En este proceso se forma - 0,  y se lleva a cabo una serie de
reacciones para producir H,0,.

Durante el proceso fotoquimico, los e’/h* fotogenerados y la produccién de ROS tales como - O, ",
- OH y H,0; podrian ser los responsables en el aumento de la actividad antibacteriana (49).
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4.3.2 Conclusiones parciales del efecto de la radiacion ultravioleta en la
susceptibilidad antibacteriana

Al no observarse efecto inhibitorio de HA en ambas bacterias, se corrobora que la actividad de los
diferentes materiales se debe a la incorporacién de los metales (Mg, Pt y Ag); sin embargo, la
concentracion de estos metales también es relevante.

En las NPs de HAAg hay una relacién molar Ag/(Ag + Ca) de 0.015y en las NPs de HAPt una relaciéon
molar Pt/(Pt + Ca) de 0.015; el resultado negativo observado en las NPs de HAPt frente a ambas
bacterias, sefiala que la concentracidn de Pt no es suficiente para inhibir el crecimiento de las
bacterias, es decir, no se alcanza la concentracién minima inhibitoria (CMI); caso contrario al de las
NPs de HAAg.

Una relacion molar de Mg/(Mg + Ca) de 0.06 en HAMg, es una condicidn suficiente para inhibir el
crecimiento en S. Mutans. Por el contrario, para alcanzar un efecto positivo en E. Coli, es necesario
aumentar la concentracién de Mg o la presencia de otro metal, como se observé en las NPs de
HAMgPt.

Los resultados indican que dopar HAMg con Pt no se obtiene una mejor respuesta a la actividad
antibacteriana al llevarse a cabo el proceso de fotocatalisis. Lo cual se contrapone a lo reportado en
la literatura- el Pt es uno de los metales mas activos para mejorar la fotocatalisis- ya que, el Pt facilita
la captura de e, impidiendo la recombinacidn par e - h*, mejorando la transferencia de h* y posibles
e a 0; adsorbido en la superficie del material, lo que aumentaria la actividad fotocatalitica del MgO
y en consecuencia potenciaria sus propiedades antibacterianas; sin embargo, este comportamiento
no fue observado bajo las condiciones propuestas en este trabajo. Esto resalta la importancia de
evaluar el contenido éptimo de Pt o replantear las condiciones del proceso de radiacion.



Conclusiones

El método solvotermal en presencia de diferentes proporciones de surfactante y cosurfactante
permitié obtener polvos de HA/MgO/Pt con diferentes morfologias y caracteristicas estructurales.
Los analisis de DRX, FTIR y microscopia electrénica revelaron la influencia de este parametro no sélo
en la morfologia de las nanoparticulas sino también en la formacién de fases de carbonato de calcio,
oxido de magnesio y fosfato tricalcico.

A proporciones equivalentes de CTAB y PEG, asi como mayor contenido de CTAB se presenta una
inestabilidad en la estructura de la hidroxiapatita, lo cual se ve reflejado en la formacién de fosfato
tricdlcico y disminucidon en la cristalinidad, respectivamente. Este comportamiento también es
generado por la sustitucidn del ion plata, cuyo radio iénico es mayor al del calcio. No obstante,
mayores cantidades de PEG conducen a la formacidn de una fase apatitica de alta cristalinidad, libre
de fosfato tricdlcico y 6xido de magnesio.

Con esta investigacion se corrobora la influencia que tiene la relacién surfactante/ cosurfactante en
el control de la morfologia de sistemas bajo condiciones solvotermales. Igual cantidad de CTAB y
PEG inducen a la formacion de placas alargadas, concentraciones intermedias ocasionan reduccion
en el eje ¢ y cambios variables en el parametro a de la estructura apatitica, originando
nanoestructuras alargadas con menor espesor. A elevado contenido de CTAB prima la morfologia
de barras y a altas concentraciones de PEG las nanoparticulas tienden a ser mas redondeadas.

De acuerdo a las pruebas antibacterianas, nanocompuestos de HAMgPt sintetizados a relaciones
surfactante/cosurfactante de 3, 6 y 10 tienen un comportamiento de agente bacteriostatico. Siendo
mayor el efecto en la relacidn surfactante/cosurfactante de 6, zona de inhibicion mas grande, las
nanoparticulas a esta condicion tienen una fase de HA altamente cristalina y morfologia de placas
principalmente.

La diferencia en la susceptibilidad antibacteriana entre nanoparticulas de HAMg y HAMgAg, no es
tan significativa, lo cual indica que HAMg podria ser un material mas biocompatible, menos téxico
y con potenciales aplicaciones en la cavidad oral.

El efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano causado por las nanoparticulas de HAAg, HAMg,
HAMgPt y HAMgAg aumentd bajo condiciones de radiacién ultravioleta. Empero, el
comportamiento no difiere notablemente de los resultados obtenidos sin radiacién, lo cual sugiere,
gue para efectos practicos se evalué la necesidad de realizar o no la etapa de preactivacion.

La incorporacién de platino en la HA no causa efecto inhibitorio en S. Mutans, pero en E. Coli el
efecto es positivo, debido a la accidn en conjunto con el magnesio. Asi, el nanocompuesto de



HAMgPt podria ser aplicado como agente antibacteriano contra infecciones causadas por esta
bacteria gram negativa.

Bajo las condiciones establecidas en el proceso de sintesis de las nanoparticulas, la presencia de
hidroxiapatita carbonatada se debe al proceso de calcinacidn realizado a temperatura inferior a
1000°C. Este tipo de hidroxiapatita ha generado especial interés para aplicaciones en implantes
dseos, puesto que la presencia de carbonatos afecta la solubilidad de la hidroxiapatita, caracteristica
gue permitiria mejorar la velocidad de regeneracidn dsea tras la implantacion.



Recomendaciones

Es necesario realizar pruebas posteriores que permitan estudiar la cinética de crecimiento
bacteriano in vitro, uno de los procedimientos mas utilizados es el método cldsico basado en el
recuento de unidades formadoras de colonia en placa. Esto con el fin de corroborar si el material es
bactericida o sélo es bacteriostatico; también permitiria comprender los mecanismos de accion de
los nanocompuestos.

Evaluar la citotoxicidad de los nanocompuestos para obtener informacidn acerca de su
biocompatibilidad. Adicionar pruebas para determinar la produccién de especies reactivas de
oxigeno, por ejemplo, Resonancia de Espin Electrénico (RSE); solubilidad y propiedades de superficie
de las nanoparticulas sintetizadas.

Efectuar ensayos de susceptibilidad antibacteriana variando la concentracién de platino en los
nanocompuestos de HAPt con el fin de identificar la concentracion minima inhibitoria.



A. Anexo: Divulgacion investigacion

Resultados parciales de esta investigacidon se presentaron en:

The Society For Biomaterials 2017 Annual Meeting where materials become medicine, Minneapolis,

Minnesota- April 5-8, 2017. Poster: Antibacterial properties of magnesium and platinum doped
hydroxyapatite nanopatrticles.

International Conference on Nano-materials, Functional and Composite Materials (ICNFCM 2017),
Hong Kong, China. Paper Title: Synthesis of magnesium oxide-substituted hydroxyapatite
nanoparticles as antibacterial nanomaterial for biomedical applications.
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