UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

TESIS DE DOCTORA EN QUIMICA

NANO-CERIA EN LA REGENERACION
DE TEJIDO OSEO

Anabela Noel Gravina

BAHIA BLANCA ARGENTINA

2016







Universidad Nacional del Sur

TESIS DOCTORAL

Anabela Noel Gravina

2016



PREFACIO

Esta Tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al grado Académico de
Doctora en Quimica, de la Universidad Nacional del Sur y no ha sido presentada previamente para la
obtencidn de otro titulo en esta Universidad u otra. La misma contiene los resultados obtenidos en
investigaciones llevadas a cabo en el ambito del Departamento de Quimica de la Universidad
Nacional del Sur durante el periodo comprendido entre el 10 de Julio de 2012 y el 18 de Mayo de

2016, bajo la direccion de la Profesora Doctora Paula Verdnica Messina, del drea de Fisicoquimica.

18 de Mayo de 2016 Anabela Noel Gravina

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

Secretaria General de Posgrado y Educacidon Continua

La presente tesis ha sido aprobada el ...... /...../......, mereciendo la calificacion

de ...... (cerreeereeiereiee s )




AGRADECIMIENTOS

Deseo manifestar, en primer lugar, el sincero agradecimiento a mi directora Paula Messina
por estos afos de formacién, por sus comentarios certeros, por su presencia en cada paso del
desarrollo de este trabajo, por su ejemplo y por haberme transmitido su vocacién por la
investigacion.

También quiero expresar mi reconocimiento a la Universidad Nacional del Sur, a su
Departamento de Quimica y al Instituto de Quimica del Sur por haberme permitido llevar a cabo este
doctorado y al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), por el apoyo
econdmico brindado para la concrecidn de este trabajo.

Destaco y agradezco enormemente a Noelia y Javier por tantas charlas, risas y momentos de
reflexion que enriquecieron todos los aspectos de mi trabajo y alegraron el dia a dia. Agradezco
también la amabilidad y la paciencia del doctor Marcos Ferndndez Leyes por atender mis
inquietudes en reiteradas ocasiones.

Un particular agradecimiento a mis amigas Vanesa, Carla y Brenda por ser mi pilar durante
tantos afios, por su apoyo constante y por mantener esta amistad eternamente joven. A Luciano, por
haberme alentado a elegir esta profesion que tantas satisfacciones me ha dado y por tener la
palabra justa, en los momentos mas necesarios.

Dedico estas ultimas lineas para agradecer a mi familia por su incondicional apoyo personal
durante todos los dias de estos afios. A mis padres, por haber respetado todas mis decisiones incluso
aquellas que pasaban por encima de sus miedos; a mi hermano Yago, Yanina y mis dos sobrinos, por
ser mi mayor fuente de alegria; y a mis abuelos, Juan, Ricardo, Perla y Susy (especialmente a ellas)

por consentirme infinitamente.



RESUMEN

En la ciencia de los biomateriales empleados en la regeneracion de tejido éseo es esencial
desarrollar dispositivos implantables que sean tanto biocompatibles como bioactivos. Ademas, es
sabido que la presencia de especies reactivas de oxigeno que conducen al estrés oxidativo celulary,
consecuentemente al retardo en el tiempo de curacion de la herida en el sitio de implantacion,
puede controlarse usando nanoparticulas de diéxido de cerio (CeO,) o nanoceria —capaces de alterar
su estado de oxidaciéon (de Ill a IV). En base a estos dos hechos, la presente propuesta se enfoca al
disefio de materiales aplicables a la construccién de implantes de tejido éseo basados en diéxido de
titanio (TiO,) modificados con nanoceria. El didxido de titanio es un material generalmente
reconocido como biocompatible cuando estd presente en la superficie de implantes metalicos de
titanio, por lo cual representa un elemento de partida conveniente para el desarrollo de estos
nuevos materiales. La presencia de nanoceria permitiria controlar la produccion de especies
reactivas de oxigeno favoreciendo el crecimiento de nuevo hueso y la biointegracion del implante.

Para la sintesis de los materiales se emplearon sistemas de microemulsiones
agua/butanol/CTAB/heptano como agentes directores de estructura, utilizando isopropéxido de
titanio y tripentanoato de cerio como precursores inorgdnicos de Ti y Ce, respectivamente. La
incorporacién del Ce se realizé de dos maneras: disolviendo la sal en el cosurfactante o como
nanoparticulas de CeO, suspendidas en la fase oleosa de la microemulsién. Luego de estudiar y
optimizar las condiciones de sintesis, se obtuvieron tres materiales: A (TiO,), B (Ce-TiO,) y C (CeO,-
TiO,). Asimismo, y como parte del proceso de optimizacién de las condiciones de sintesis, se evalué
una serie de materiales con contenido creciente de cerio, que se ha dado en llamar B;-Bg, por sus
condiciones de sintesis andlogas a la del material B. Por sus particularidades morfoldgicas y de
almacenamiento de oxigeno, también se dedica una parte de este trabajo de investigacion al estudio
de sus propiedades.

Se estudiaron las propiedades texturales y quimicas, lo cual incluye la determinacién del
tamafio de particulas, el grado de hidrofobicidad, la estructura cristalina, la topografia y tamafios de
poro. La capacidad de un material para integrarse con el tejido dseo fue evaluada examinando la
interaccion con una proteina plasmatica modelo, albumina, y la habilidad del mismo para inducir la
formacién de hidroxiapatita (HAp) sobre su superficie cuando es sumergido en suero fisiolégico
simulado, que es una solucidn cuya concentracion de iones es comparable a la del plasma
sanguineo. Como resultado de este ensayo pudo observarse que los materiales A, B y C son capaces
de inducir la formacién sobre su superficie de una capa de cristales de fosfatos de calcio cuya

relacidn Ca/P es comparable con la de HAp estequiométrica.
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Debido a que gran parte del dafio tisular provocado durante el proceso de implantacion es
atribuido a la presencia de radicales NO® y 0,” que son liberados, en condiciones fisioldgicas, por
macrofagos activados y neutrdfilos, resultd interesante evaluar la capacidad de los materiales aqui
presentados para eliminar estas especies reactivas de oxigeno. In vivo, la reaccion de estos radicales
conduce a la formacién de peroxinitrito (ONOQ’) y perdxido de hidrégeno (H,0,), dos moléculas con
alto poder oxidante y, por lo tanto, citotdxicas. Se realizaron ensayos de degradacién de estas
especies reactivas, observdndose que los materiales A, B y C son capaces de acelerar la
descomposicion de ONOO’; y que B es capaz de descomponer H,0, en presencia de aniones fosfato
mediante dos mecanismos diferentes que son dependientes de la concentracion.

La biocompatibilidad de los materiales, esto es, su capacidad para interactuar con tejidos
vivos sin causar toxicidad o reacciones fisioldgicas negativas, es una caracteristica que también fue
estudiada en el transcurso de esta tesis. Para ello se realizaron estudios de viabilidad y morfologia
celular utilizando cultivo primario de osteoblastos de calvaria de rata y una linea celular de
fibroblastos de raton (L929). En ambos casos no se observaron diferencias significativas en la
viabilidad luego de 24, 48 y 72 horas de incubacion en presencia de los materiales ni tampoco
cambios morfoldgicos en los osteoblastos. El estudio con fibroblastos arrojo algunas diferencias
entre los materiales respecto de la supervivencia y la capacidad de adhesién luego de 24 horas de
incubacién, poniéndose de manifiesto la existencia de una potencial incompatibilidad bioldgica del
material C.

Finalmente se evalué el efecto citoprotector frente al estrés oxidativo inducido por H,0,, con
particular hincapié en el material B, debido a sus propiedades bioactivas, biocompatibles y éxido
reductoras. El estudio se realizé utilizando fibroblastos de ratén (L929) como modelo celular,
observandose un claro aumento en la supervivencia de aquellas células tratadas con B respecto de
las células sin tratar y de las tratadas con el material sin cerio (TiO,). Se observé también que el
efecto citoprotector es concentracion dependiente.

De este trabajo se destaca el desarrollo de un material basado en didéxido de titanio y
dopado con cerio (material B, Ce-TiO,), obtenido a través de un método sencillo. Este material
combina caracteristicas morfolégicas, topograficas y quimicas apropiadas que lo convierten en un
candidato potencial para su uso en implantes por su capacidad para promover su osteointegracion y
al mismo tiempo, de proteger al tejido circundante frente al estrés oxidativo producto del proceso

de insercion quirurgico.
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ABSTRACT

In the science of biomaterials used in bone tissue regeneration it is essential to develop
implantable devices that are both biocompatible and bioactive. It is also known that the presence of
reactive oxygen species (ROS) leading to cellular oxidative stress at the site of implantation and the
consequent wound healing delay, can be controlled using cerium dioxide (CeO,) nanoparticles,
nanoceria —that are able to alter their oxidation state (from Ill to 1V). Based on these two facts, this
proposal focuses on the design of materials applicable towards the construction of bone tissue
implants based on titanium dioxide (TiO,) modified with nanoceria. Titanium dioxide is generally
regarded as biocompatible when it is present on the surface of metallic titanium implants.
Therefore, it represents a suitable starting element for the development of these new materials. The
presence of nanoceria would allow controlling the production of reactive oxygen species favoring

newly bone formation and the bio-integration of the implant.

For the synthesis of the materials, microemulsion based on water/CTAB/butanol/heptane
system were used as structuring agents, using titanium isopropoxide and cerium tripentanoate as
inorganic precursors of Ti and Ce, respectively. The incorporation of cerium was performed in two
ways: either by dissolving the salt in the co-surfactant or by suspended CeO, nanoparticles in the
oleic phase of the microemulsion. After studying and optimizing the synthesis conditions, three
materials were obtained: A (TiO,), B (Ce-TiO,) and C (CeO,-TiO,). Also, as part of the process of
optimization of the synthesis conditions, a series of materials was evaluated with increasing content
of cerium, which has been called B;-Bg, because their synthesis conditions were similar to those
applied to obtain material B. Due to their morphological and oxygen storage features, a part of this

research is also dedicated to the study of their properties.

Regarding the materials A, B and C, textural and chemical properties were studied, including
the determination of particle size, hydrophobicity, crystal structure, topography and pore sizes. The
ability of a material to integrate with bone tissue was evaluated by examining the interaction with a
model of plasmatic protein, albumin, and also the ability to induce the formation of hydroxyapatite
(HAp) on its surface when it is immersed in simulated body fluid that is a solution which its ion
concentration is comparable to that of blood plasma. As a result of this trial it could be observed
that materials A, B and C are able to induce the formation of a layer of calcium phosphate crystals

and their Ca/P ratio is comparable to that of stoichiometric HAp.

Due to a great extent of the tissue damage caused during the implantation process is

attributed to the presence of radicals NO® and O,", which are released by activated macrophages
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and neutrophils under physiological conditions, it was interesting that test the ability of materials
presented here to eliminate these reactive oxygen species. In vivo, the reaction of these radicals
leads to the formation of peroxynitrite (ONOQO’) and hydrogen peroxide (H,0,), two highly oxidant
molecules; therefore, cytotoxic. Degradation assays for these ROS were carried out, observing that
materials A, B and C are able to accelerate the decomposition of ONOO’; B, on the other hand, is also
able to decompose H,0, in presence of phosphate anions by two different mechanisms that are

concentration-dependent.

The biocompatibility of these materials, this is, their ability to interact with living tissues
without causing toxicity or adverse physiological reactions, is a feature that was also studied during
this research. These experiments involved the evaluation of viability and cell morphology of two
cellular models: primary culture of pre-osteoblasts from rat calvaria and a cell line of mouse
fibroblasts (L929). In both cases no significant differences in viability or morphological changes were
observed in pre-osteoblasts after 24, 48 and 72 hours of incubation in presence of the materials. The
study with fibroblasts showed some differences between materials in terms of rate of survival and
their adhesion ability after 24 hours of incubation, demonstrating the existence of a potential

biological incompatibility of material C.

Finally the cytoprotective effect against oxidative stress induced by H,0, was evaluated, with
particular emphasis on material B, due to its bioactive, biocompatible and redox properties. The
study was performed using mouse fibroblast (L929) as cell model, showing a visible increase in the
survival rate of those cells treated with material B when compared to untreated cells and/or cells
treated with the material without cerium (TiO,). It was noted that the cytoprotective effect is also

concentration-dependent.

From this work it stands out the development of a novel material based on titanium dioxide
and doped with cerium (material B, Ce-TiO,), obtained through a simple method. This material
combines suitable morphological, topographic and chemical characteristics that make it a potential
candidate for bone implant due to its ability to promote osseointegration while protecting the

surrounding tissue against oxidative stress resulting from the process of surgical insertion.



LISTA DE ABREVIATURAS

BSA bobine serum albumin, albUmina de suero bovina

CaP fosfato de calcio

Ce(Val); tripentanoato de cerio

CeO, oxido de cerio, ceria

CisTAB bromuro de hexadeciltrimetilamonio

DMEM Dulbecco's modified eagle medium, medio de cultivo eagle modificado de Dulbecco
ECM extracellular matrix, matriz extracelular

et al. et alia, y otros

FWHM full width at half-maximum, ancho a media altura

H,0, perodxido de hidrégeno

HAp hidoxiapatita

NIR near-infrared region, region del infrarrojo cercano

NPs nanoparticulas

ONOO peroxinitrito

PBS phosphate-buffered saline, solucidn salina regulada por fosfatos

PCS photon correlation spectroscopy, espectroscopia de correlacidon de fotones
ROS reactive oxygen species, especies reactivas de oxigeno

SBF simulated body fluid, suero fisioldgico simulado

SEM scanning electron microscopy, microscopia electrénica de barrido

TEM transmission electron microscopy, microscopia electrénica de transmision
TiO, oxido de titanio, titania

TTIP isopropdxido de titanio

XRD powder X-ray diffraction, difraccién de rayos X de polvos
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Capitulo 1: Introduccidn

1.1.Consideraciones iniciales
El presente capitulo se planeta como un marco tedrico que explicara someramente ciertos
conceptos claves que son necesarios para entender los objetivos y experimentos realizados en este
trabajo de investigacion. Ha de mencionarse que todos los fendmenos fisioldgicos descriptos en esta
seccién estdn orientados al entendimiento de la interaccidn entre el tejido 6seo y los biomateriales

implantables.

1.2.Tejido 6seo: generalidades

1.2.1. Estructuray funcién
El sistema éseo, a menudo considerado una estructura de soporte estatica, es un érgano
dindmico que cumple muchas funciones, incluyendo [1]-[5]:
- soporte estructural para el corazén, pulmones y médula espinal;
- proteccion mecdnica para el cerebro, el Utero y otros drganos internos;
- sitio de anclaje para los musculos, permitiendo asi el movimiento de las extremidades;
- reservorio mineral de calcio y fosforo;

- defensa contra la acidosis;
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- trampa para algunos minerales peligrosos, tales como el plomo.

La estructura de los huesos estd sujeta a remodelaciones constantes en respuesta al entorno
cambiante en el que se encuentran[3]. De hecho, la tasa de reemplazo es tan alta, que en 4 afos, el
esqueleto de una persona joven serd completamente nuevo si se lo compara con su esqueleto al dia
de hoy[1]. Los huesos pueden reaccionar y responder ante estimulos ambientales: pueden crecer o
encogerse, pueden fortalecerse si es necesario y, cuando se rompen, son capaces de regenerarse sin
dejar cicatriz[1], una propiedad que muy pocos érganos comparten.

El cuerpo humano posee 206 huesos aunque algunos autores afirman que hay 213[5]; esta
discrepancia se debe a que la cantidad de determinados huesos (costillas y vértebras por ejemplo)
puede variar entre individuos. Debido a la versatilidad en sus funciones, los huesos poseen tamafios
muy disimiles, desde pequefios osiculos auditivos que son responsables de la transmisién mecanica
de ondas sonoras hacia los érganos sensitivos, hasta huesos grandes de hasta 60 centimetros, como
el fémur, que es lo suficientemente fuerte como para soportar 30 veces el peso corporal de una
persona[6]. La razdn detras de que el mismo érgano sea capaz de ejecutar funciones tan diversas se
halla en la existencia de una organizacion jerarquica bien definida. Es por ello que se dedicard la

seccidn siguiente a desarrollar este aspecto del tejido.

. Ve

1.2.2. Organizacion jerarquica y composicion

La mayoria de los huesos posee una corteza densa y muy organizada, el “hueso cortical”, y
un interior poroso formado por delgadas trabéculas de cuya estructura deriva su nombre, “hueso
esponjoso o trabecular”[4], [5], y que es responsable de proveer soporte adicional al extremo de los
huesos que soportan peso, figura 1.1. El espacio inter-trabecular, ademas, esta ocupado por la
médula dsea, un tejido altamente versatil que contiene células madre pluripotenciales que dan
origen a todas las células sanguineas. La relacidon de hueso cortical/hueso esponjoso varia pero en

adultos generalmente se halla en proporcién 80:20[5].

En términos de arquitectura, el hueso posee una estructura jerarquica organizada en 7
niveles[7], figura 1.2. La unidad microscépica primaria del hueso se conoce como “osteona” (200-250
pum de didmetro) y es una red cilindrica de hueso concéntico formada alrededor de un paquete de
nervios y vasos sanguineos que viajan longitudinalmente por un tunel éseo denominado “canal de
Havers”[1], [5]. Estos canales estdn interconectados oblicuamente por “canales de Volkmann”,
creando asi una red o plexo neurovascular[1]. Cada osteona esta separada de su vecina por una linea
de cemento que la aisla y que ademas podria servir para evitar la propagacion de grietas en el
hueso[1]. Estas osteonas estan orientadas especificamente a lo largo del eje longitudinal de las zonas

gue soportan la mayor carga en el hueso cortical para actuar como soporte estructural. En el hueso
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trabecular, por su parte, estas osteonas se organizan de manera diferente, formando placas y rodillos
interconectados, de organizaciéon dindmica y donde cada trabécula esta cuidadosamente orientada
para soportar tensiones en las zonas que toleran el mayor estrés mecanico[8]. Dispersas entre las
osteonas se encuentran las lagunas y canaliculos que albergan y conectan un tipo de células
denominadas “osteocitos” que son, como se explicara mas adelante, esenciales en la regulacidn

Osea.

Lamelas Nervio

Hueso cortical

Fibras de
colageno
- on&n‘tadas

Osteocito

Canaliculos

“9 Cavidad

medular

Hueso trabecular (*)
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Trabéculas

Canaliculos
superficiales

Figura 1.1: Anatomia dsea. Esquema adaptado de [9] y [10].

Una inspeccién mas profunda de la microestructura ésea revela que las capas concéntricas
qgue conforman una osteona, denominadas “lamelas” (3-7 um de ancho), estan formadas por fibrillas
de coldgeno mineralizadas[11]. Estas fibrillas rara vez se encuentran aisladas y casi siempre estan
asociadas entre si adoptando diferentes conformaciones, que generalmente se alinean a lo largo del

eje mayor, como se muestra en la figura 1.3.
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Figura 1.2: Organizacion jerdrquica del hueso en sus 7 niveles.

Figura 1.3: Diferentes conformaciones de fibrillas de coldgeno mineralizado. Imagen reproducida de
la publicacion de Weiner y Wagner[7].

El nivel inferior de esta organizacién jerarquica corresponde a los componentes moleculares.
En términos quimicos, el tejido dseo estd conformado por componentes tanto flexibles como rigidos:
la matriz extracelular (extracellular matrix, ECM) esta conformada por colageno tipo I, proteoglicanos
y otras proteinas no colagenas junto con factores de crecimiento y proteinas morfogénicas dseas;
embebida en esta matriz flexible, se deposita la fase mineral (responsable de la rigidez estructural)
que estd compuesta principalmente por hidroxiapatita (HAp), de férmula (Caio(PO4)s(OH),), con
pequefias cantidades de carbonato, magnesio, fosfato acido, flior, sodio, potasio, bario y ausencia
parcial de hidroxilos[12]. Comparados con los cristales geoldgicos, los de HAp bioldgica (por su

tamafio y pobre cristalizacién) son mas solubles, permitiendo asi su participacién en el metabolismo

5
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mineral[5]. Los cristales de HAp tienen forma de discos aplanados y son considerados unos de los
cristales bioldgicos mas pequefios (30-50 nm de longitud y 20-25 nm de ancho). Es posible también
encontrar cristales de hidroxiapatita biolégica en forma de agujas, aunque los discos son la especie
predominante segun estudios recientes[13]. A lo largo de los capitulos de este trabajo se hard
mencidn frecuente de este mineral, que serd identificado simplemente como hidroxiapatita o HAp
para facilitar la lectura, sin embargo, a menos que se aclare especificamente que se estd discutiendo
sobre la HAp estequiométrica, ha de considerarse que se estd hablando de la apatita bioldgica
pobremente cristalizada y deficiente en calcio y oxhidrilos. En total, el hueso esta compuesto por un
50-70 % de fase mineral, 20-40% de matriz orgdnica, 5-10% de agua y menos de 3% de lipidos[5].

En funcién de los requerimientos mecdanicos y biolégicos, cada nivel jerarquico tendra mayor
o menor preponderancia en su desarrollo, dando lugar a estructuras cuyo arreglo y orientacion seran
responsables de la anisotropia del hueso[14]. Por ejemplo, los aspectos nanométricos (el tipo de
colageno, sus entrecruzamientos, la estequiometria de la HAp) tienen un rol esencial en la adhesién
celular y la mineralizaciéon superficial; por su parte, la porosidad que se halla en la escala
micrométrica facilita la migracién celular y la vascularizacién; mientras que la organizacion

macroscdpica (osteonas, lamelas) aporta la anisotropia mecanica[15].

1.2.3. Formacion, remodelacion 6sea y componentes celulares

El hueso es un tejido dindmico capaz de regenerarse frente a lesiones y de adaptarse a las
condiciones ambientales. Conviene, antes de comenzar a estudiar el proceso regeneracién dsea
frente a la insercién de un implante, tener una nocién de los protagonistas celulares y los
mecanismos involucrados en la formacion y la remodelacidn ésea, ya que estos son los pilares sobre
los cuales se funda la regeneracion del tejido alrededor de un biomaterial.

Existen dos categorias de células dseas en funcidon de su origen mesenquimal: osteoclastos
por un lado, que son células gigantes multinucleadas derivadas de precursores mononucleados del
linaje de macrofagos/monocitos; y osteoblastos, osteocitos y células de revestimiento éseo,
diferenciadas a partir de células osteoprogenitoras. Todas estas células tienen funciones diferentes y
actuan de manera concertada para mantener el tejido 6seo bajo constante remodelacion y permitirle
adaptarse a las condiciones ambientales. A continuacion, una breve descripcidn de sus caracteristicas
mas sobresalientes:

- Osteoclastos: son las Unicas células conocidas capaces de resorber el hueso[5]. Para ejercer
su funcién, los osteoclastos se unen a péptidos de la matriz dsea via integrinas ubicadas en
su membrana celular formando compartimientos donde ocurre la resorciéon dsea. En esas
condiciones secretan protones y enzimas proteoliticas, de manera tal que los protones

acidifican el medio (el pH puede ser tan bajo como 4,5[16]) disolviendo la fase mineral,
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mientras que las enzimas, tales como catepsina K, metaloproteinasa 9 y gelatinasa, entre
otras, digieren los componentes proteicos 6seos[17].

- Osteoblastos: son las células encargadas de sintetizar la matriz extracelular sobre superficies
de hueso en formacidon y comprenden el 4-6 % de la poblacion celular del hueso. Los
precursores de osteoblastos (conocidos como pre-osteoblastos)[18] tienen forma agusada y
dejan de proliferar cuando se diferencian a osteoblastos sobre la superficie del hueso en
formacién[19]. De forma cuboide y polarizada, estas células sintetizan los componentes
proteicos y minerales de la matriz y lo secretan hacia la cara del hueso que se encuentra en
desarrollo[20]. La poblacion de osteoblastos es muy variada y expresa diferentes genes que
podrian explicar la heterogeneidad de la microarquitectura trabecular en diferentes sitios
esqueléticos y las variaciones regionales en la habilidad de los osteoblastos para responder a
agentes utilizados en el tratamiento de enfermedades éseas|5].

- Osteocitos: representan el 90-95% del total de células dseas y son las mas longevas, llegando
a vivir hasta por 25 afos[21]. Se originan al final de un ciclo de formacién dsea, cuando una
subpoblacién de osteoblastos queda completamente rodeada de matriz extracelular en cuyo
interior se diferencian a osteocitos. Estas células se alojan dentro de las lagunas, rodeados de
matriz ésea mineralizada, y presentan una morfologia dendritica[22], cuyas proyecciones
citoplasmdticas se extienden a lo largo de pequefios tuneles que nacen en las lagunas,
llamados canaliculos, y se conectan con proyecciones citoplasmaticas de otros osteocitos
vecinos, osteoblastos y células del revestimiento dseo, facilitando asi el transporte
intercelular de moléculas de sefializacién, figura 1.1. A través de ese intrincado sistema
lacunocanalicular, los osteocitos perciben presiones y cargas mecanicas, actuando asi como
mecanosensores y orquestadores de la remodelacién ésea, mediante la regulacion de la
actividad de osteoblastos y osteoclastos; estas células también participan en el intercambio
de minerales[23].

- Células del revestimiento éseo: éstas son osteoblastos quiescentes de aspecto aplanado que
cubren la superficie del hueso, donde no estan siendo llevados a cabo procesos de resorcion
ni de formacién. Su funcion no estda del todo clara, pero se ha demostrado que su presencia
previene la interaccidn directa entre osteoclastos y la matriz extracelular en aquellos sitios
donde no esta previsto que ocurra la remodelacion ésea[24]. Por su ubicacién, se cree que
también regulan el flujo de minerales desde y hacia la matriz extracelular dsea, actuando de

alguna manera como una barrera hemato-dsea[25].

La remodelacion dsea es el proceso por el cual el hueso es renovado para mantener su

fortaleza, integridad estructural y la homeostasis mineral. Este fendmeno involucra la remocion
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continua de sectores de hueso viejo, su reemplazo con matriz proteica recientemente formada y la
subsiguiente mineralizacién que da lugar al hueso nuevo. La remodelacién ésea es un proceso que
comienza antes del nacimiento y continda durante toda la vida[5]. Los sitios en los que ocurre este
proceso pueden formarse aleatoriamente o en dreas que requieren reparacidon[26], sin embargo la

concepcidn general es que se establecen de manera aleatoria.

El proceso de remodelacién ocurre cuando monocitos mononucleares o macrdéfagos
precursores de osteoclastos son reclutados desde la circulacién hacia la superficie ésea, donde varios
de ellos se fusionan en forma de pre-osteoclastos multinucleados[27] para formar una zona anular
sellada en cuyo interior se producira la resorcién dsea. Esta fase de resorcion dura de 2 a 4 semanas y

finaliza con la apoptosis de los osteoclastos multinucleados.

La transicién hacia la fase de formacién dsea estd acoplada a mecanismos de sefalizacion
gue aun no estan completamente elucidados y podria estar mediada por el gradiente de tension
mecanica en la laguna de resorcidon[28]—[30]. La formacién ésea es un proceso mas largo que dura de

4 a 6 meses y esta a cargo de los osteoblastos.

La sintesis de la matriz 6sea ocurre en dos grandes pasos y merece que nos detengamos un
momento para entenderla: primero se deposita la matriz orgdnica, mediante la secrecidon de
coldgeno (tipo | principalmente), proteinas no colagenas (osteocalcina, osteonectina, sialoproteinas
Oseas y osteopontina) y proteoglicanos; que luego se mineralizan. La mineralizacidn, por su parte,
aun tiene puntos que necesitan ser esclarecidos, sin embargo es posible elaborar una acepcién
general del proceso. Este ocurre cuando vesiculas de matriz extracelular de tamafio variable (30 a
200 nm) son liberadas desde la membrana apical de los osteoblastos hacia la matriz d6sea
recientemente formada, donde se unen a proteoglicanos y otros componentes organicos[31], [32].
Estas vesiculas sirven de microambiente protegido en el cual la concentracién de iones calcio y
fosfato pueden aumentar lo suficientemente como para inducir la precipitacién de los cristales de
HAp que ocurre en los extremos de las fibras de colageno tipo 1[33], figura 1.2. La deposicidon de HAp
es un proceso que sera retomado y analizado con mas profundidad en el capitulo 5. Al finalizar la
formacién ésea, aproximadamente 50-70% de los osteoblastos incurrirdn en apoptosis mientras que
las células restantes quedaran embebidas en la matriz mineralizada convertidas en osteocitos o en
células del revestimiento dseo[5]. El resultado final de cada ciclo de remodelacion dsea es la

produccién de una nueva osteona.
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1.3.Tejido 6seo e implantes

1.3.1. Regeneracion dsea alrededor de los implantes

Cuando el implante es insertado en el organismo, la estabilidad primaria es proporcionada
por la forma del mismo y su topografia. Esta es la razén, por ejemplo, por la cual los implantes
dentales poseen forma de tornillo[34], [35]. La osteogénesis, el proceso por el cual se regenera el
tejido alrededor del implante, puede ocurrir de dos maneras, denominadas distal o por contacto[36].
La osteogénesis por contacto se caracteriza por una formacién de hueso que se inicia sobre la
superficie misma del implante; en la osteogénesis distal, por otra parte, el hueso comienza a
formarse sobre la superficie resorbida del hueso ya existente en la regién aledafia al implante y
comienza a aproximarse hacia él, hasta que eventualmente lo rodea completamente. En la mayoria
de los casos, la regeneracidn dsea alrededor del implante ocurre mediante una combinacién de estos
dos mecanismos y la prevalencia de uno u otro determina que implante quede integrado o
encapsulado por el tejido dseo[36]. Para comprender mejor los desafios actuales que presenta el
campo de la regeneracion ésea, es conveniente tener una nocion de los procesos que ocurren desde
que el implante es insertado en el organismo hasta que éste se encuentra totalmente integrado. Es

por ello que se dedicara una parte de esta seccidn a explicar estos eventos fisioldgicos[37].

La regeneracion dsea alrededor del implante no es muy diferente del proceso de reparacién
que ocurre luego de una fractura[38]. Este proceso restablece propiedades fisicas y mecanicas del
tejido danado, devolviéndole sus funciones originales, y estd influenciado por varios factores tanto
sistémicos como locales. La regeneracion tisular ocurre en 4 etapas: hemostasis (cuya duracion
comprende desde varios segundos a horas), inflamacién (horas a dias), reparacién (dias a semanas) y

remodelado (semanas a meses), figura 1.4.

La primera fase, hemostasis, ocurre debido a que la intervencidn quirdrgica requerida para
introducir el implante conduce a hemorragia proveniente del hueso y los tejidos blandos
circundantes, por lo que la sangre es invariablemente el primer tejido en entrar en contacto con el
implante. Esto desencadena una serie de procesos que incluyen deposiciéon de proteinas,
coagulacién, inflamacion y formacion de tejido que estan sensiblemente influenciados por las
qguimica superficial y la topografia del implante[39]. La cantidad, tipo y conformacién de las
proteinas adsorbidas al material determinaran la disponibilidad de ciertos péptidos bioactivos para
gue puedan interactuar con las células. La interaccion entre los materiales y una proteina plasmatica

modelo serd informada en el capitulo 5.
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Figura 1.4: Resumen de la cascada de eventos presentes en la reparacion tisular. Esquema
modificado de la publicacion de Stroncek y Reichert[40].

La etapa inflamatoria involucra la infiltraciéon al tejido de células inflamatorias (macrofagos,
monocitos, linfocitos y células polimorfonucleares) y fibroblastos para formar un tejido de
granulacion, favorecer el crecimiento de tejido vascular, y la migracién de células mesenquimales. El
uso de antiinflamatorios o0 medicamentos citotdxicos durante la primera semana puede alterar esta
respuesta y perturbar la reparacion 6sea[41]. El caso opuesto, esto es, la progresion hacia estados de
inflamacidn crdénica, también es causa de reparacién tisular deficiente[42]. De lo antedicho se
desprende que el correcto desarrollo de la etapa inflamatoria es esencial para la integracion exitosa
del implante. Uno de los pilares de este trabajo de investigacién radica en la posibilidad de actuar
sobre el balance de éxido-reduccion para favorecer el transcurso normal de este proceso. El capitulo
8 de esta tesis abordara con mayor profundidad la importancia de este proceso y su control sobre la

supervivencia celular.

Durante la fase de reparacidn, los fibroblastos comienzan a depositar un estroma que ayuda
a mantener el crecimiento vascular y hace las veces de andamiaje facilitador del movimiento para
que tenga lugar el proceso de osificacion[43]. Al mismo tiempo, osteoblastos maduros que se
desplazan hacia la lesién, comienzan a sintetizar la matriz proteica y mineral en torno al sitio de
reparacion. La osificacion en este punto es un proceso critico ya que de ser deficiente, podria
desarrollarse una union fibrosa que conduciria a la desestabilizacion de la fijacion del implante[44],

[45].

10
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Finalmente, la curaciéon de la herida queda completa durante la etapa de remodelacién,
como se describid en la seccién anterior, en la cual es hueso recupera su forma, estructura y fuerza

mecanica.

1.3.2. Rol del estrés oxidativo en la fisiopatologia dsea

El estrés oxidativo se caracteriza por presentar niveles elevados de especies reactivas de
oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) que desbalancean el equilibrio de reduccion-oxidacidn
(redox) intracelular y estd asociado con fisiopatologias omnipresentes en el cuerpo, tales como
cancer, enfermedades cardiovasculares, artritis, diabetes y desérdenes neurolégicos [46]-[49]. En el
tejido dseo la produccién excesiva de ROS esta intimamente ligada con la homeostasis mineral y
contribuye a la remodelacidn dsea, promoviendo su resorcién[34], [50]. Mas aun, algunos estudios
también pusieron de manifiesto la relacién entre el estrés oxidativo y ciertas morbilidades entre las
que se destacan la osteoporosis[51]-[53], tumores éseos[54], complicaciones éseas asociadas a la

progresion de diabetes[55] y enfermedades inflamatorias articulares[56], [57].

Estas especies reactivas de oxigeno estan principalmente representadas por el radical
aniénico superdxido (0,7), el peréxido de hidréogeno (H,0,), el peroxinitrito (ONOO') y el radical
oxidrilo (OH’)[58], [59]. Su produccién estd a cargo de varios sistemas enzimaticos, incluyendo
NADPH oxidasa, citocromo P450, xantina oxidasa, monoamina oxidasa, ciclooxigenasa vy
lipooxigenasa[58], y puede ocurrir en varios sitios celulares, incluyendo la membrana plasmitica, la
mitocondria, el reticulo endoplasmatico y en el citoplasma. La mayor cantidad de ROS se produce en
la mitocondria como producto de la transferencia de electrones desapareados provenientes de la
cadena respiratoria al O,[60]. Esto resulta en la formaciéon de O,, que luego puede convertirse a

H,0,, 0 a ONOO' a través de diferentes mecanismos, figura 1.5.

Como se introdujo en la seccién 1.3.1, la insercidon de un implante en el organismo genera
una herida cuya correcta cicatrizacion depende de un delicado balance entre los efectos positivos y
deletéreos de ROS[59]. Las células inflamatorias, principalmente macrofagos y neutréfilos, se
encuentran entre las primeras en entrar en contacto con la superficie del implante[61], [62] y su
activacion conduce a la produccién de altas cantidades de estas especies reactivas. Estos eventos
corresponden a la etapa inflamatoria de la regeneracion tisular y, como se mencioné anteriormente,
son necesarios para la correcta cicatrizacién de la herida. La respuesta equilibrada de ROS permite
eliminar los restos de tejido necrosado, eliminar patégenos previniendo infecciones y estimular la
correcta remodelacion del tejido; una deficiencia en ROS resultaria en infecciones mientras que un
exceso de ROS es capaz de destruir el estroma normal[63], [64]. Muchos autores han demostrado

que la desregulacion del proceso inflamatorio y su progresiéon hacia estados de inflamacidn crénica
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con produccién excesiva de ROS son una de las principales causas de aflojamiento aséptico del

implante[42], [65], [66].

Fe3+
Xantina oxidasa *
Cadena de transporte de l\Glucosa OXIdasa/l H?
electrones mitocondrial, o
: i 2
Xantina oxidasa,
citocromo P450, Lipo- >— e }\
oxigenasa, Ciclo- o)
oxigenasa, NADPH Fe mTTmEE
oxidasa Oy —+ 02'_ H,0, 2H,0 + O,
-~
/, NO* n2|ma Fedt

Qm PO, &
@P}" ow%:mo— /

) NO* NO;~
BH, \ Complejo / P

| (E-Fe™) |
NOQ_/ * \No;;
2H,0
Tir:
3-NO,-Tir

Figura 1.5: Mecanismos de generacion y detoxificacion de ROS. SOD: superodxido dismutasa; CAT:
catalasa; Gpx; glutation peroxidasa extracelular; MPO: mieloperoxidasa. Esquema adaptado de la
publicacion de Cai[58].

La excesiva produccién de ROS en el tejido dseo no sélo afecta la etapa inflamatoria de la
regeneracion tisular, sino que también, como se anticipd en el inicio de esta seccidn, interviene en el
proceso de remodelacién dsea[67], favoreciendo la osteoclastogénesis y aumentando asi el riesgo de
fracturas. Mas aun, altos niveles intracelulares de ROS inhiben la diferenciacion celular de
osteoblastos, tal y como lo demostraron Liu et al. en su estudio sobre el estrés oxidativo inducido por
peréxido de hidrégeno y la supresion de la diferenciacién en células madres mesenquimales de

ratén[68].

Existen mecanismos intracelulares para contrarrestar el estrés oxidativo, que incluyen
enzimas antioxidantes tales como catalasa, superdxido dismutasa y glutation peroxidasa (figura 1.5),

cuya funcién determina la respuesta celular frente a las ROS[58].

La biologia de las células que sintetizan y que destruyen tejido dseo estd delicadamente
regulada por el metabolismo sistémico, de tal forma que constituyen un proceso en equilibrio
dindmico en el que la tasa de destruccién se compensa con la de formacién, con lo que, en
condiciones normales, el hueso estd sometido a una continua remodelacion. Su homeostasis

depende del mantenimiento de dicho equilibrio. La estrecha relacién existente entre la falla en la
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osteointegracion de los implantes, las patologias dseas y el estrés oxidativo hace que, en la
actualidad, la busqueda y el disefo de nuevas estrategias antioxidantes para prevenir la pérdida de la
integridad 6sea, sea un tépico de interés creciente. Por lo expuesto hasta aqui es que este trabajo de
investigacion aborda la tarea de buscar una estrategia para combatir el estrés oxidativo desde el

implante mismo.

1.4.Biomateriales

Se denominan sustitutos éseos a todos los tejidos o materiales que pueden ser empleados en
el relleno de defectos del hueso, con el objetivo de promover la regeneracién y reparacion del tejido
dseo. De acuerdo con esto, pueden reconocerse dos tipos fundamentales de sustitutos: los injertos

dseos y los biomateriales[69].

Los injertos 6seos corresponden a fragmentos de hueso que se pueden implantar en un area

del esqueleto para restaurar el capital 6seo perdido[69].

Los biomateriales, por definicién, son “cualquier sustancia o combinacién de sustancias,
distintas de farmacos, sintéticos o de origen natural, que se puede utilizar para cualquier periodo de
tiempo, que aumenta o sustituye parcial o totalmente cualquier tejido, 6rgano o funcidn del cuerpo,

con el fin de mantener o mejorar la calidad de vida del individuo”[70].

1.4.1. Osteoinduccidn, osteoconduccion, y osteogénesis
Existen tres propiedades fisiolégicas que son directamente afectadas por sustituto dseo y
que deben satisfacerse si se pretende que el implante permanezca exitosamente integrado con el

tejido. Estas propiedades son: osteoinduccién, osteoconduccidn y osteogénesis[71].

La osteoinduccion es la habilidad del implante para inducir la diferenciacion de células madre
a osteoblastos en un proceso que esta asociado a la presencia de factores de crecimiento provistos
por el sustituto. Los materiales osteoinductivos mas exitosos en la actualidad son los g contienen

proteinas morfogénicas éseas y matriz 6sea desmineralizada.

La osteoconduccidn es la propiedad fisica del material para actuar como andamiaje para
permitir la regeneracion dsea. Esta propiedad implica el crecimiento de la neovascularizacién y la
infiltracion de células precursoras de la osteogénesis sobre el implante. Esta propiedad puede
hallarse en auto y aloinjertos de hueso trabecular, matriz dsea desmineralizada, HAp, coldgeno y

otros fosfatos de calcio[69], [72].

La osteogénesis es la habilidad del sustituto para inducir la produccién de hueso nuevo, y

este proceso depende de la presencia de células osteoprogenitoras viables en el implante, que
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participan en las etapas tempranas de la regeneracion dsea para unir el sustituto con el tejido
circundante. De esto deriva que la osteogénesis es una propiedad satisfecha Unicamente por el

hueso autdlogo fresco que contenga células de médula dsea[45].

En la actualidad no existe un implante ortopédico sintético ideal y esto se debe, en gran
medida, a que el hueso es un tejido multifuncional biolégica y estructuralmente muy complejo.
Como se mencioné en la seccion 1.2.2, cada nivel en la organizacion estructural contribuye a la
estabilidad mecanica y funcional del tejido; por lo tanto, es razonable asumir que para que un
biomaterial implantable sea exitoso, éste debe ser disefiado tratando de imitar esta jerarquia. En
términos globales, podria plantearse la obtencién de estos materiales utilizando una estrategia desde
abajo hacia arriba, comenzando en la nanoescala, y construyendo la estructura a medida que la

escala aumenta.

1.4.2. Implantes 0seos basados en titanio

A lo largo de la historia se han ensayado una gran variedad de materiales para ser empleados
como sustitutos del hueso. Materiales tan diversos como marfil, madera, goma, acrilicos y Bakelita
cuentan como ejemplos de ello[73]. Los metales, sin embargo, han ido ganando terreno y en la
actualidad y son ampliamente utilizados en la fabricacion de implantes éseos, tanto por su
disponibilidad como por el éxito que tuvieron algunas aleaciones de metales nobles ya desde
principios del siglo XX[74]. Entre ellos hay dos materiales que se destacan por la frecuencia con la
gue se emplean: los de titanio, que son los predominantes, y los de zirconio, que se eligen con una

frecuencia considerablemente menor[37].

El titanio comUnmente se utiliza en sus formas de grado 4 o 5, debido a sus excelentes
propiedades quimicas y mecanicas (es liviano, posee excelente biocompatibilidad, es bastante rigido
y altamente resistente a la corrosién[75]). Los de grado 4, comercialmente conocidos como titanio
puro, tienen menos de 1 % de impurezas, tales como hierro y oxigeno y son los de mayor resistencia
a la corrosién[75]. Los de grado 5, también conocidos como Ti-6Al-4V, son una aleacién de titanio
que incorpora 6 % de aluminio y 4 % de vanadio, obteniéndose un material de mayor fortaleza y
resistencia a la fatiga que los de titanio puro[76]. Los implantes de zirconio estan hechos de
policristales tetragonales de zirconia estabilizados con ytria o zirconia parcialmente estabilizados por
ytria[77], sin embargo estos no son tan frecuentes por su pobre osteointegracion[78]. Si bien el
concepto de osteointegracion sera retomado y analizado con mayor profundidad en el capitulo 5, es
conveniente hacer aqui una breve introduccién del mismo. En términos experimentales, la

osteointegracion se entiende como el contacto cercano entre el hueso y la superficie del implante en
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secciones histolégicas[79], clinicamente, esto se traduce en la estabilidad y anquilosis de un implante

en el hueso[80].

En términos de propiedades mecdnicas, el titanio tiene un mdédulo elastico relativamente
bajo si se lo compara con el resto de los metales utilizados en ortopedia[81]. Su cercania con el del
hueso reduce problemas de estrés mecdnico[82] debido a que las cargas de tensién se transfieren
uniformemente entre el implante y el hueso, previniendo la resorcién dsea que devendria en caso de
existir periodos prolongados en ausencia de carga sobre el tejido[81]. Sin embargo, el fracaso de
estos implantes ocurre por factores relacionados con una pobre osteointegracion, ya sea producto
del trauma por sobrecarga, micro-movilidad, inflamacién excesiva luego de la insercién quirurgica o,
en menor medida, por infeccion en el tejido aledafo al biomaterial[83]-[85]. Debido a esto, el
desafio actual que presenta el desarrollo de los materiales implantables basados en titanio es

mejorar su anclaje con el tejido 6seo[84].

Como se adelantd en la seccién 1.3.1, la estructura superficial del biomaterial tiene una
influencia muy significativa en la osteointegracion del implante. De hecho, el éxito clinico de los
implantes éseos basados en titanio esta principalmente determinado por el desarrollo y las
propiedades fisicoquimicas de la capa de diéxido de titanio (TiO,) que se forma en su superficie y que
actua como interfase efectiva entre el tejido y el metal. Por lo tanto, si bien las propiedades del seno
del biomaterial son responsables de las propiedades mecanicas del implante, es la naturaleza de esta
cubierta de TiO,, ya sea desde su estructura cristalina hasta su topografia, la que determinard, en

ultima instancia, la correcta uniéon con el tejido circundante.

1.4.2.1. TiO, en implantes dseos
Todos los implantes de titanio estan cubiertos por una capa delgada protectora de TiO, [86].
Esta capa es el principal contacto implante-tejido y se presume que es la responsable de las
excelentes propiedades de biocompatibilidad de estos materiales, debido a que le confiere un bajo
nivel de conductividad electrénica[87], alta resistencia a la corrosién y estabilidad termodinamica a

valores de pH fisiologicos[88].

Las corrientes actuales de investigacion sugieren que la existencia de una superficie
nanoestructurada en los implantes tiene efectos positivos sobre la osteointegracion debido a que el
area de contacto aumenta considerablemente y que la topografia puede ser modificada para simular
el tejido nativo[89], [90]. Muchos estudios han demostrado que diferentes propiedades de los éxidos
de titanio tienen efectos significativos en la respuesta bioldgica, es por ello que los andamiajes

ceramicos basados en TiO, estan emergiendo como candidatos prometedores para la regeneracién
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de tejido éseo. Nanotubos de TiO, por ejemplo, en escala apropiada para la adhesion vy
diferenciacidn celular, pueden inducir la migracidon de osteoblastos y células madres mesenquimales
y asi reforzar las interacciones entre el implante y el tejido[91]-[93]. Andamiajes porosos de TiO,,
por su parte, pueden promover la formacion dsea alrededor del implante en un modelo animal de
defecto cortical en conejos[94] y el crecimiento interno extensivo de tejido dseo cuando el
andamiaje de TIO, es implantado en alvéolos de extraccién de dientes en un modelo experimental de
cerdos miniatura[95]. El TiO, en medicina regenerativa puede ser empleado en estado puro como
andamiaje para promover la regeneraciéon de tejido nativo en defectos éseos[94], [96] o como

cubierta en implantes metalicos para mejorar su osteointegracién[97], [98].

Debido a que todos los fendmenos fisioldgicos tendientes a la osteointegracion ocurren en la
interfase entre el tejido y el biomaterial, uno de los pilares fundamentales de este trabajo de tesis es
el estudio de las propiedades quimicas y superficiales del TiO, y su influencia en la regeneracién del

tejido dseo.

1.4.3. Importancia biolagica del 6xido de cerio y su participacion en la

reduccion del estrés oxidativo

El cerio (Ce) es un elemento de tierras raras que pertenece a la serie de los lantanidos y
ademas es el mds abundante de este grupo. En la naturaleza puede hallarse tanto como metal libre o
como Oxido, en cuya forma puede alternar entre dos estados de oxidacion: ceroso (Ce(lll)) y cérico
(Ce(IV))[99]. El 6xido de cerio (Ce0,), también llamado ceria, junto con su capacidad para alternar
entre estados de oxidacion, también es capaz de modificar el contenido de oxigeno en su
composicion, pudiendo variar entre CeO,y CeO,_, (figura 1.6 b)); esta funcién es denominada
capacidad de almacenamiento de oxigeno[100]. Debido a estas dos propiedades, la ceria, tanto en
su forma pura como dopada con otros elementos, ha sido extensivamente utilizada en los campos de

catdlisis, electronica, electroquimica, en celdas de combustible y en celdas solares[101]-[104].

Recientemente, el area de aplicaciones biomédicas ha dirigido su atenciéon hacia las
nanoparticulas de 6xido de cerio, también llamadas nanoceria, porque su capacidad para alterar sus
estados de oxidacién en funcién de las condiciones ambientales[105] es comparable a la de ciertos
antioxidantes bioldgicos[106], [107], lo cual le conferiria el potencial para detoxificar radicales
libres[108]. Actualmente existe evidencia comprobable de que la nanoceria es capaz de prevenir el

dafio celular causado por ROS[109] y radiacion[110].

Para comenzar a entender el mecanismo por el cual nanoceria elimina radicales libres, es

importante conocer la quimica redox de estas nanoparticulas. Como se describe en la reacciéon (1.1),
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el proceso de oxidacion/reduccidn es reversible y puede ser catalizado en cualquiera de las dos

direcciones por una gran variedad de especies radicalarias[108]:

Ce**(ac) + e~ © (ac) (1.1)
El 6xido de cerio cristaliza en una estructura cubica de tipo fluorita (grupo espacial
Fm3ms)[111], en la cual cada dtomo de cerio esta coordinado por 8 oxigenos equivalentes ubicados
en las esquinas de un cubo (figura 1.6 a)). La capacidad depuradora de especies radicalarias esta
relacionada con la presencia de vacancias de oxigeno en la superficie del cristal, por lo tanto,
tamafios de particula nanométricos generan mayor cantidad de defectos no estequiétricos y, por lo
tanto, aumentan la cantidad de portadores de carga (vacancias), facilitando la conversién entre Ce**

y Ce*[112] (figura 1.6 b)).
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Figura 1.6: (a) Celda unidad de CeO, correspondiente al sistema cubico centrado en las caras. (b)
Nanoparticula esférica de CeO, y su “huella digital” de reactividad en términos de su capacidad de
almacenamiento de oxigeno, las zonas coloreadas en rojo representan dreas de alta reactividad
mientras que las azules corresponden con zonas de baja reactividad; las esferas amarillas en la NP
representan iones Ce**. Imagen modificada de la publicacién de Reed et al. [113].

Las vacancias se forman como resultado de la pérdida de atomos de oxigeno de la red
cristalina y pueden ser ocupadas por oxigeno atdmico que se mueve desde otras vacancias
equivalentes permitiendo asi la movilidad de estos dtomos, siendo éste el fendmeno responsable de
la rapida recuperacion de los sitios vacantes superficiales del Ce0,[114]. El nimero de vacancias de
oxigeno en la red puede modificarse en funcién de las condiciones ambientales, y es afectado tanto
por cambios en la presion parcial de oxigeno, temperatura y también por la presencia de radicales

libres. Existen varios mecanismos propuesto para la degradacién de ROS, como puede observarse en

las reacciones (1.2), (1.3) y (1.4)[108], [115], [116].

Ce*™ + 05 - 0,+ (1.2)
+ 05 +2HY - H,0, + Ce** (1.3)
+ OH - Ce** + OH (1.4)
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Es importante destacar que las reacciones anteriores han sido simplificadas para representar
el estado global; la quimica detrds de la degradacidon de especies radicalarias es mas compleja y
ocurre en una serie de pasos, como se esquematiza en la figura 1.7. El oxigeno molecular, por
ejemplo, estd sujeto a una serie de transformaciones a través de estados intermediarios tales como
peroxido y superéxido antes de entrar, eventualmente, en la red cristalina de ceria en forma de

anién 0*[105]:

O 0>

Figura 1.7: Mecanismo hipotético de eliminacion de ROS en cercanias a la superficie de nanoceria.
Las vacancias de oxigeno (V,"") son sitios disponibles para la adsorcién de radicales superdxido
(0,") y perdxido (0,%). Estas vacancias metaestables también activan la transicion de radicales a
oxigeno (0%) que pueden migrar hacia el interior de la red cristalina del CeO..

Los perdxidos, por su parte, se adhieren a la superficie de las nanoceria con mayor fuerza
que el oxigeno molecular, por lo tanto, a través de la depuracion de especies radicalarias o por
adsorcién de oxigeno en su superficie, las nanoparticulas de 6xido de cerio podrian regular la
disponibilidad de oxigeno en el entorno celular[117]. A pesar de estos hechos, el mecanismo exacto
por el cual las nanoparticulas de CeO, pueden eliminar ROS en sistemas biolégicos no estd
totalmente dilucidado y ademas difiere entre ROS[115]. Tsai et al. afirman que el mecanismo podria
ser similar al observado en sistemas no biolégicos, por lo que los radicales libres intracelulares
actuarian como intermediaros en el intercambio superficial de oxigeno y que finalmente migrarian

hacia vacancias de oxigeno presentes en las nanoparticulas de CeO,[105].

Actualmente se sabe que estas nanoparticulas pueden actuar imitando las enzimas bioldgicas
catalasa[107] o superéxido dismutasa (SOD)[115], pudiendo oficiar como antioxidantes frente a
varios tipos de ROS, incluyendo O,", H,0,, OH’, NO y ONOO" [107], [115], [118]. Estas propiedades,

ademas, son optimas a pH fisioldgico, en tanto que a pH acido, nanoceria se comporta como
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oxidasa[118]. Como se menciond en la seccién 1.3.2, la presencia de ROS es un factor clave para

modular la funcién celular dsea, afectando directamente la fisiologia de la mineralizacion.

La manipulacidon del balance redox en estas células se ha planteado como una nueva
estrategia en el disefio de terapias para el tratamiento de enfermedades éseas[119]. Mds aln,
muchas aleaciones de titanio producen particulas de corrosion y fallan por mecanismos
generalmente relacionados con interacciones superficiales con el tejido dseo que exacerban la
respuesta inflamatoria, provocando, en casos extremos, el aflojamiento aséptico del implante que

requiere su remocién[84].

Estudios recientes han demostrado que andamiajes tridimensionales usando una espuma de
vidrio bioactivo con nanoceria incorporada en los poros mejoraron la diferenciacién de osteoblastos
e incrementaron la produccidn de colageno de células madres mesenquimales en estudios realizados
con cultivos celulares[117]. Otros autores demostraron que andamiajes de PLGA (poly(D,L-lactic-co-
glycolic acid)) cargados con nanoceria eran capaces de promover una mayor proliferacion de células
madre mesenquimales comparados con PLGA cargado con TiO,, sugiriendo que las propiedades
antioxidantes del CeO, podrian tener un importante papel en la proteccidon celular[120]. En lo
respectivo a trastornos dseos, se ha demostrado también que la presencia del lantanido parece ser
efectiva en el control de condiciones inflamatorias en patologias tales como artritis reumatoidea y

osteoartritis[121].

Pese a toda esta interesante evidencia de su potencial citoprotector, la incorporacién de este
elemento en biomateriales pensados para la regeneracion de tejido dseo estd aun en sus
albores[122]-[124], y es por ello que resulta interesante continuar investigando en este sentido. La
incorporacién de nanoceria en la matriz de TiO, que se plantea en este trabajo de investigacidn
pretende arrojar mas luz sobre el impacto del CeO, y su potencial antioxidante en la regeneracion del

tejido dseo.

1.5.Sintesis de materiales nanoestructurados utilizando microemulsiones
Las sintesis de los materiales estudiados durante el desarrollo de este trabajo se realizaron
empleando sistemas de microemulsiones como agentes directores de estructura. Para poder
entender la dinamica de la sintesis y su influencia en las caracteristicas finales de los materiales, es
necesario introducir una serie de conceptos fundamentales que se describen en esta seccién y que

seran retomados a lo largo de los capitulos 3 y 4.
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1.5.1. Anfifilos: generalidades

La palabra “anfifilo” fue acufiada por Paul Winsor a partir del prefijo griego “amphi”, de
ambos lados o doblemente, y la raiz “philos”, que significa amigo de, para definir a las sustancias
guimicas que contienen dominios tanto hidrofilicos como hidrofébicos[125]. La porcién no polar
(también denominada cola apolar) generalmente es una cadena hidrocarbonada de 10 a 20 dtomos
de carbono de longitud, en tanto que la porcién hidrofilica, o cabeza polar, que contiene
heteroatomos tales como O, S, N, P, los cuales aparecen en grupos funcionales como alcohol, tiol,
éter, éster, acido, sulfato, sulfonato, fosfato, amina, amida, entre otros[125]. Segun la naturaleza
guimica de su cabeza polar, pueden clasificarse en anidnicos, catidnicos, anfotéricos y no

idnicos[126], como se describe en la figura 1.8.

Estructura general Ejemplos

Cola Cabeza
apolar polar

Figura 1.8: Clasificacion general de anfifilos de acuerdo a la composicion de la cabeza polar: (a)
anidnicos (ejemplo: SDS, dodecil sulfato de sodio); (b) cationicos (ejemplo: C;sTAB, bromuro de
hexadecil trimetil amonio); (c) anfotéricos (ejemplo: cocamidopropil betaina); (d) no idnicos
(ejemplo: Brij-35).

1.5.2. Anfifilos: autoagregacion

Debido a su doble afinidad, estas moléculas no son totalmente solubles ni en solventes
polares ni en solventes apolares, por lo que, para satisfacer ambos tipos de afinidades, el grupo polar
debe estar solvatado por un solvente polar, mientras que el grupo apolar debe encontrarse en un
solvente organico, o al menos, fuera del solvente polar[127]. Tales condiciones ocurren solamente en
la frontera de dos fases. Se llamara superficie a la frontera entre una fase condensada y un gas, e
interfase, a la frontera entre dos fases condensadas (liquido-liquido, liquido-sélido). Este es un
concepto que se retomard en el capitulo 5 de este trabajo. Debido a que los anfifilos tienen una

fuerte tendencia a migrar hacia una superficie o interfase, también se los denomina “surfactantes”,
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como contraccidn de las palabras inglesas surface active substances[128], por lo tanto estas
denominaciones (anfifilo y surfactante) seran empleadas, de aqui en mas, como equivalentes.
Considerando el caso de anfifilos en soluciones acuosas, donde las moléculas de agua
interactlan entre si a través de puentes de hidrégeno, la presencia de grupos hidrocarbonados causa
una distorsion de la estructura del solvente aumentando la energia libre del sistema[129]. El trabajo
requerido para que el surfactante migre hacia la superficie es menor que el necesario para
mantenerlo en el seno del liquido por lo que la migracién del anfifilo a la superficie es un proceso
espontaneo. En la interfase gas-liquido, se forma una monocapa orientada del surfactante en la que
las colas apolares se ubican de cara a la superficie gaseosa mientras que las cabezas polares se
orientan hacia abajo, en contacto con la fase acuosa[130]. Dependiendo de la estructura molecular
del surfactante, este fendmeno de adsorcién tiene lugar en un rango finito de concentraciones;
cuando la concentracidn alcanza un valor definido como concentraciéon micelar critica (CMC), ocurre
la autoagregacién o micelizacidn. En la CMC, la superficie se encuentra casi totalmente cubierta por
la monocapa del surfactante, y para minimizar el aumento de la energia libre del sistema, los anfifilos
comienzan a agregarse en el seno de la solucién, en estructuras autoensambladas denominadas

micelas[131]. Este concepto también se puede aplicar a interfases liquido-liquido.

1.5.3. Agregados micelares

En la formacién de las micelas, las propiedades quimicas del surfactante son determinantes.
Como se describid en la seccién anterior, cuando se dispersan en agua, los surfactantes se
autoagregan dando lugar a una fase en equilibrio que depende de las interacciones intra e
intermoleculares, y responde también a consideraciones entrdpicas[132]. Los surfactantes son
también capaces de autoagregarse en solventes apolares, en cuyo caso la orientacién de las
moléculas del surfactante es inversa a la adoptada en soluciones acuosas. Esta reorientacidon permite
optimizar los requerimientos de solvatacion del surfactante y ademas minimiza la energia libre del
sistema. Finalmente, cuando los surfactantes son incorporados en mezclas inmiscibles de agua y
aceite, las moléculas del surfactante pueden localizarse en la interfase agua/aceite, lo cual resulta
termodinamicamente muy favorable. Como resultado de esta mezcla es posible obtener un gran
nuimero de fases que pueden estar estructuradas a escala macro o microscépica; el esquema que se
presenta en la figura 1.9 muestra algunas de las estructuras autoensambladas que los surfactantes

pueden formar en presencia de agua, aceite o mezclas de los tres.
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Figura 1.9: Representacion esquemdtica de estructuras auto-ensambladas de surfactantes en una
solucion coloidal. Centro: surfactante de forma cénica (C,cTAB). (a) Micela normal. (b) Micela en
forma de Rodillo. (c) Fase hexagonal. (d) Fase bicontinua. (e) Vesicula o liposoma. (f) Fase lamelar. (g)
Micela reversa. Esquema adaptado de la publicacion de Marie-Paule Pileni [133].

1.5.4. Microemulsiones

1.5.4.1. Generalidades

El concepto de microemulsién fue introducido en la década de 1940 por Hoar y Shulman
quienes obtuvieron una solucién monofasica transparente luego de titular una emulsién con
hexanol[134]. Subsecuentemente, en 1959, Shulman et al. acufaron el término
“microemulsion”[135] que desde entonces ha sido definido y redefinido en muchas oportunidades.
Para los propdsitos de esta tesis, resulta conveniente emplear la definicidn provista por Danielsson y
Lindman en 1981 que reza asi “una microemulsion se define como un sistema de agua, aceite y
anfifilo que es una solucién liquida, monofasica, dpticamente isotrdpica y termodindmicamente
estable”[136].

En la practica, las microemulsiones se diferencian de las emulsiones convencionales en que
estas ultimas, si bien poseen excelente estabilidad cinética, son termodindmicamente inestables y
eventualmente sufren separacion de fases; el aspecto es también distintivo, puesto que las

emulsiones, al poseer tamafios de particula mucho mayores, carecen de transparencia y se observan

22



Capitulo 1: Introduccidn

turbias o lechosas. La siguiente tabla resume las caracteristicas distintivas entre emulsiones y

microemulsiones:

Tabla 1.1: Caracteristicas de las microemulsiones[137][138].

Caracteristicas Emulsion Microemulsion
Aspecto Opaca Transparente
Dispersién de la luz blanca Si Sélo en rango Tyndall
Tamaiio de la gota >1pum <0,1um
Formacion Homogenizacion Espontanea
Estabilidad termodindmica No Si

La diferencia entre microemulsiones y macroemulsiones es evidente y no deja lugar a dudas.
Sin embargo, el término micela inversa a menudo es utilizado como equivalente semantico para
microemulsiones agua en aceite (W/0)[139]-[142]. Es conveniente en este punto hacer una
aclaracién, dado que presentan diferencias moleculares en términos de la geometria de las micelas
en el primer caso y de las microgotas en el segundo. En primer lugar, los agregados micelares pueden
formarse en una sola fase liquida, en tanto que las goticulas de una microemulsidon requieren la
existencia de una segunda fase liquida inmiscible[130]. De esto se desprende que los agregados
micelares estan simplemente formados por surfactantes autoensamblados, dispersos en el medio
liquido[137], mientras que las goticulas en las microemulsiones presentan grandes nucleos liquidos
rodeados por una capa de surfactantes que estabiliza la dispersién en un liquido inmiscible. El alto
grado de hinchamiento presente en las goticulas de la microemulsién sélo puede ser obtenido con
surfactantes adecuados y frecuentemente requieren de la presencia de co-surfactantes[143]. De
acuerdo con lo explicado por Langevin[143], el término microemulsién se restringe a tamafios de
gota suficientemente grandes como para que las propiedades fisicas de la fase dispersa sean
indistinguibles de aquellas correspondientes al liquido “a granel”; en tanto que si el interior de la
gota es muy pequefio, ésta se denomina micela hinchada. Debido a que las micelas inversas pueden
hincharse progresivamente por agregado de la fase dispersa, las propiedades de la fase confinada
también evolucionan lentamente hacia aquellas propias del liquido a granel sin una transicion bien
definida. Puesto que en la literatura no se ofrece un consenso rigido para diferenciar estos sistemas,
en este trabajo se adoptara por norma el hablar de microemulsiones cuando se describe al sistema

en su totalidad y de micelas hinchadas cuando se hable de las microgotas en particular.

1.5.4.2. Micelas inversas hinchadas como nanoreactores

Para la sintesis de materiales nanoestructurados basados en TiO, cristalino, en los ultimos

afios se han utilizado varias estrategias entre las que se pueden mencionar la precipitacién quimica,
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el método de sol-gel, la deposicién quimica en fase vapor vy la cristalizacién hidrotérmica[144]-[149].
Todos estos métodos comparten los inconvenientes de requerir agitacion vigorosa, tiempos de
maduracién muy prolongados (que pueden extenderse hasta por meses) y dificultad para controlar la
distribucidn y el tamano de particulas. Recientemente, ha ganado injerencia la sintesis con
microemulsiones, en particular aquella que emplea micelas inversas hinchadas (figura 1.9 g)), por
presentarse como un método muy versatil y reproducible[150], [151]. Este método posee la ventaja
de originar nanoparticulas homogéneas y monodispersas para una gran variedad de metales, dxidos
y calcogenuros[139]. Las reacciones ocurren en el nucleo acuoso de las microgotas que se
encuentran dispersas en la fase oleosa y estdn estabilizadas por un surfactante. Las dimensiones de
estos nucleos acuosos estan en el orden de los nandmetros y por eso se los suele encontrar bajo la
denominacién de nanoreactores[139]. Ademas de homogeneizar la distribucion de tamafio de las
particulas, la otra ventaja de emplear esta metodologia es que la morfologia del producto puede
controlarse voluntariamente ya que los surfactantes forman agregados de una gran variedad de
estructuras que pueden ser usadas como moldes o plantillas dependiendo de la naturaleza quimica
de los reactivos y de su localizacién dentro del diagrama de fases[152]. De esta manera, tamafio y
morfologia del producto pueden manipularse mediante una eleccidon apropiada de la composicion
del sistema de microemulsiones[150]. Si bien se menciond anteriormente que estos sistemas son
termodinamicamente estables, las nanogotas son cinéticamente inestables y por ello permiten que
ocurra un proceso de intercambio dindmico cuando estas gotas colisionan entre si[153]. Estas
propiedades tan singulares de las microemulsiones las convierten en reactores altamente efectivos
para la sintesis de nanoestructuras inorgdnicas con tamano, forma, composicidn y arquitectura
controlables. Las mayores desventajas asociadas con esta técnica radican en que hay un gran

consumo de solventes organicos y el rendimiento de la sintesis de nano-polvos es muy bajo[154].

Una visidn simplificada de la sintesis de particulas en micelas inversas considera que sus
nucleos acuosos actian como nanoreactores en los que se llevan a cabo las reacciones quimicas y
que el tamafio de los microcristales del producto esta directamente determinado por el tamafio de
estos nucleos[155]. Es posible controlar el tamafio de las micelas inversas mediante el ajuste del
parametro W, definido como la relacién molar agua/surfactante: cuanto mayor sea este valor W,
mayores serdn los nucleos acuosos de las micelas y ergo, el de las particulas alli formadas;
claramente, la misma relacién se cumpliria en el orden inverso. Si bien esta correspondencia entre el
tamafio de las nanoparticulas sintetizadas y el pardmetro W fue comprobada en varios
experimentos, en los Ultimos tiempos ha sido cuestionada dado que un gran ndmero de sintesis
arroja particulas cuyos tamanos no pueden ser correlacionados con el de las micelas. Ante tal

discrepancia, hoy en dia se considera que el factor mas importante que influencia la morfologia y las
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propiedades del producto final es la interaccidn dindmica entre las micelas y no su tamafio[156]. A
propdsito de esta cuestion, en el Capitulo 4 se presentara una discusion mas profunda y validada con

datos experimentales propios que responden a esta teoria.

En general, antes de proceder a la sintesis de nanoparticulas en micelas inversas, deben
identificarse aquellas formulaciones agua/surfactante/aceite que den origen a microemulsiones
estables. En literatura puede encontrarse diagramas de fases para mezclas ternarias o cuaternarias
(esto es, cuando un cosurfactante estd presente en el sistema) que son Utiles para este
propdsito[157], [158]. Sin embargo, el efecto de los reactivos y productos en la estabilidad de las
microemulsiones debe ser tenido en cuenta ya que a veces limitan severamente la mdxima

concentracién de reactivos que puede ser usada en reacciones de precipitacién[139].

Existen varios surfactantes empleados en la formulacidon de microemulsiones para la sintesis
de nanoparticulas, tales como el surfactante anidnico de doble cadena 1,4-bis-(2-etilhexil)
sulfosuccinato de sodio (AOT), el surfactante no idénico Triton X-100 o el surfactante catidnico
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (C;,TAB), entre otros. Es de conocimiento popular que los
surfactantes son capaces de generar estabilizacion estérica de las nanoparticulas formadas en el
interior de las micelas, asi como también son capaces de modificar el microambiente de la reaccion,
ejerciendo asi control sobre el crecimiento de las particulas[159]. La seleccién del surfactante
apropiado para una determinada sintesis no puede ser tomada a la ligera y debe tenerse en cuenta,
por ejemplo que éste sea quimicamente inerte respecto de los demdas componentes de la
microemulsidon o que los posibles contraiones de un surfactante idnico no afecten negativamente la

reaccién que se intenta llevar a cabo.

1.5.5. Estrategias de sintesis

Por lo mencionado en el apartado anterior, es posible afirmar que las microemulsiones
proveen un ambiente de reacciéon flexible e ideal para la preparacion de materiales
nanoestructurados. Al usar microemulsiones como microreactores, el objetivo principal es llevar a
cabo la reaccidn en el nucleo de la fase dispersa con el objetivo de imponer cierto control sobre el
tamanfio y forma de las particulas. Existen, por supuesto ciertas excepciones en las cuales la reaccion
se lleva a cabo en la fase continua, en cuyo caso las micelas son usadas como plantillas para obtener
materiales con morfologia especifica[160]; este tipo de estrategia, si bien es muy interesante,
responde a otras consideraciones y escapa a los objetivos de esta tesis, por lo que no sera discutida
aqui. Se describen, a continuacidn, los dos métodos empleados en la sintesis de materiales
nanoestructurados en base a CeO,, TiO,, Ce-TiO, y Ce0,-TiO, utilizados en el desarrollo de Ia

presente tesis.

25



Capitulo 1: Introduccidn
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Figura 1.10: Ilustracién esquemadtica de los métodos de la doble emulsion (a) y de la microemulsion
simple (b) utilizados en la sintesis de nanoparticulas. (Imagen modificada del articulo de Bumajdad et
al.[159])

Para los fines de este trabajo doctoral, emplear con sistemas agua en aceite (w/o0) es mucho
mas conveniente que usar sistemas aceite en agua (o/w) debido a la minima o casi inexistente
interaccidn electrostdtica entre gotas, y ademas, porque la mayoria de los precursores suelen ser
solubles en agua. Teniendo en cuentas estas premisas, el primer método que se describird aqui es
ampliamente utilizado en la sintesis de nanoparticulas de CeO, y se conoce como método de la
doble microemulsion[159]; éste consiste en mezclar dos microemulsiones, una conteniendo el

precursor (la entidad quimica que contiene el elemento de interés) y la otra conteniendo un agente
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precipitante (que es un compuesto que reacciona con el precursor en la solucidn para formar un
compuesto de muy baja solubilidad), como puede observarse en el esquema de la figura 1.10 a); en
este método los dos reactantes A y B estdn solubilizados en los nicleos acuosos respectivos de cada
microemulsién, luego de mezcladas, las gotas colisionan, coalescen para formar un dimero
transitorio, intercambian su contenido acuoso y se disocian en dos nuevas gotas; este proceso ocurre

de manera dindmica y continua.

La segunda estrategia, conocida como método de la microemulsion simple, consiste en
agregar una fase acuosa conteniendo el agente precipitante a una microemulsién que ya contiene el

precursor (figura 1.10 b)).

1.5.6. Proceso de intercambio entre micelas

El control de la cinética de la reaccidén es un paso critico, especialmente cuando se trabaja
con reactivos altamente hidrolizables (como es el caso del isopropdxido de titanio, como se discutira
mas adelante, en el capitulo 3, seccidn 3.3.2); debido a esto, llevar a cabo las reacciones en el nucleo
de la fase dispersa resulta ventajoso ya que la cinética es mas lenta que si ocurriese en la fase
continua, porque el paso determinante de la velocidad, en general, seria la difusion y fusion de las
micelas y no la reacciéon en si misma[153]. La difusidn y fusiéon de las gotas es un proceso que
depende de la rigidez de la pelicula de surfactante[161], la cual estd influenciada por muchos
factores tales como la geometria de la molécula de surfactante, la penetracion de la fase oleosa en la
interfase y el uso de cosurfactantes, entre otros. La figura 1.11 describe dos mecanismos diferentes
propuestos para el proceso de intercambio entre gotas de una microemulsiéon[159]. El primero es el
denominado “mecanismo de canales de agua” en el que el intercambio ocurre a través de un canal
temporal formado entre las dos gotas. El segundo es el “mecanismo de coalescencia de gotas” en el
que el intercambio ocurre debido a la unién de dos gotas; a propdsito de esto ultimo, si la
microemulsidn esta conformada por micelas inversas esféricas, cuando éstas se unen, al contrario de
lo que ocurre con micelas directas, el tamafio de la gota aumenta linealmente con la cantidad de

agua incorporada al sistema[133], pero su forma no cambia.

Si la velocidad de reaccion para la formacion de nanoparticulas es un orden de magnitud mas
rapida que la del proceso de intercambio, entonces la cinética de la reaccién estara gobernada por
las propiedades del proceso de intercambio, tales como el mecanismo, el movimiento browniano de
las gotas o la rigidez de la interfase. Por otro lado, cuando el proceso de intercambio es mas rapido
que la velocidad de reaccién, la cinética estara gobernada por propiedades del ambiente local, tales
como el pH, la polaridad, el contenido acuoso, el grado de ionizacion de los contraiones del

surfactante, entre otros. Durante el proceso de precipitacion, cuando las particulas producidas

27



Capitulo 1: Introduccidn

alcancen un tamafio critico, algunas moléculas de surfactante se adsorberan en la interfase sélido-

liquido, generando un recubrimiento pelicular sobre la superficie de cada particula que previene su

e = eIk

El intercambio

/ micelar es mas

rapido

aglomeracion.

Microemulsion 11
(Agente ppt B)

Microemulsion |
I (Precursor A)

Coalescencia de gotas ..
- La cinética de

reaccion es
\ @ mas rapida

Figura 1.11: Esquema de los procesos de intercambio de gotas en microemulsiones. Se observan los
mecanismos propuestos (canales de agua y coalescencia de gotas) y las dos condiciones limitantes:
(a) el proceso de intercambio es mds rdpido que la velocidad de reaccion y (b) la velocidad de
reaccion es mds rdpida que el proceso de intercambio. (Imagen modificada del articulo de Bumajdad
et al.[159])

1.6. Consideraciones finales
Los siguientes capitulos estudiaran una serie de parametros que son condicionantes para el
éxito de los implantes dseos y dentales. En el capitulo 3 se detallara el proceso de sintesis de los
materiales basados en TiO,, y en el capitulo 4 se resumird el estudio de sus propiedades
fisicoquimicas, cuyo conocimiento es necesario para entender los fendmenos quimicos y bioldgicos
qgue se abordaran en los capitulos siguientes. El capitulo 5 se concentrara en la interaccién de los
materiales con especies de interés bioldgico, para inferir si éstos podrian tener capacidad de

osteoinduccidn y osteoconduccién. El capitulo 6 avanzara hacia el estudio in vitro la capacidad para
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degradar especies reactivas de oxigeno. Luego, en el capitulo 7, se presentara un ensayo exploratorio
sobre biocompatibilidad, realizado a través de la evaluacién de la morfologia y supervivencia de dos
modelos celulares en presencia de los materiales de interés. Por Ultimo, en capitulo 8, se verificara si
la presencia de los materiales de interés es capaz de aumentar la supervivencia de un modelo celular

frente al estrés oxidativo inducido por la presencia de ROS.
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Objetivo General
La presente propuesta se enfoca en el disefio de materiales aplicables a la construccion de
implantes de tejido éseo basados en TiO, modificados con nanoceria. La presencia de nanoceria
permitiria controlar la produccion de especies reactivas de oxigeno favoreciendo la regeneracion

tisular alrededor del implante y su osteointegracion.

Objetivos Especificos
Sintetizar, materiales nanoestructurados en base a didxido de titanio modificados con 6xido
de cerio a fin de combinar la resistencia mecanica del titanio con las propiedades de dxido-reduccién
del cerio. La presencia de nanoparticulas de 6xido de cerio en el material permitiria controlar la
produccién de niveles anormales de especies reactivas de oxigeno, responsables del estrés
oxidativo, la cual se halla relacionada a serias patologias dseas y ademas es una de las causas de

fracaso del implante.

Investigar el efecto de las propiedades texturales y modificacion de los materiales

preparados sobre cuatro caracteristicas fundamentales para su empleo en la ingenieria de tejidos:

a) capacidad para interaccionar con especies bioldgicamente activas,
b) bioactividad,
c) biocompatibilidad y

d) citoproteccidén frente a estrés oxidativo.
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3.1.Introduccion
Los materiales objeto de estudio en este trabajo doctoral son: TiO,, Ce-TiO,, Ce-TiO, tipo
fullereno inorgdnico y CeO,-TiO,. Todos estos materiales han sido obtenidos utilizando sistemas de
microemulsiones W/O y posteriores tratamientos térmicos, tal y como se describira en la seccion 3.3

de este capitulo, para dar lugar a productos finales en forma de polvo.

La clave para el desarrollo y explotacién de nuevos materiales nanoestructurados radica en
una mayor comprensiéon de como las condiciones de sintesis afectan sus propiedades con el fin de
adaptarlos a necesidades especificas. En consecuencia, el conocimiento del mecanismo de
formacidn de las nanoestructuras es de particular importancia. El método de abajo hacia arriba
(bottom-up) propuesto para la sintesis de los materiales evaluados a lo largo de esta disertacion
consiste en tres pasos bdasicos para controlar su crecimiento, agregacion y morfologia: (i)
preparacion de la microemulsién, (ii) tratamiento hidrotérmico y (iii) calcinado. La combinacion
adecuada de los parametros seleccionados determinados para cada uno de los pasos mencionados
anteriormente ejerce un control delicado sobre la elasticidad interfacial de las microgotas, el

intercambio de especies reactivas y, en consecuencia, en las caracteristicas finales del material.
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A lo largo de todo este capitulo se detallan las condiciones de sintesis, asi como también la
justificacion fisicoquimica de determinadas condiciones tales como la temperatura del tratamiento
hidrotérmico y la de calcinado, seleccionadas en funcién de la evolucidn cristalina de los materiales.
Las propiedades del sistema empleado para sintetizar los materiales también tienen una alta
participacién en caracteristicas tales como la morfologia, topografia y tamafio de particulas del
producto final, por lo tanto también resulta interesante hacer una mencién al respecto en este
capitulo, no obstante, una discusién mas detallada de estas particularidades sera abordada en el

capitulo 4.

Para beneficio del lector, y para que pueda ser consultada cuando sea necesaria, la tabla
siguiente detalla la nomenclatura utilizada para los materiales, asi como también su composicidn

elemental y, en los casos que corresponda, la relacion molar Ce/Ti empleada durante la sintesis:

Tabla 3.1: Detalle de los materiales cuya sintesis se detalla en este capitulo.

Composicion Nomenclatura Ce/Ti (mol %) Precursor de cerio
TiO, A ) )
Ce-TiO, B 0,09 Tripentanoato de cerio
Ce0,-TiO, C 0,09 Nanoparticulas de CeO,
Tio, B, - -
o Ce-Tio; B, 0,06 Tripentanoato de cerio
3
:gE'j, Ce-TiO, B; 0,12 Tripentanoato de cerio
'% Ce-Tio; B, 0,60 Tripentanoato de cerio
c
E Ce-Tio, Bs 1,20 Tripentanoato de cerio
>
E_ Ce-Tio, Bs 6,00 Tripentanoato de cerio
-cé Ce-Tio, B, 12,00 Tripentanoato de cerio
S Ce-Tio, Bs 30,00 Tripentanoato de cerio

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Reactivos

Para la preparacién de microemulsiones y posterior sintesis de los materiales se emplearon

los siguientes reactivos: bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CisTAB, PM= 364,48 g/mol, 99%,
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Sigma), n-heptano (PM= 100,21 g/mol, &= 0,684 g/cm?, Merck), 1-butanol (PM= 74,12 g/mol, &=
0,810 g/cm?, Merck), tripentanoato de cerio (Ce(Val);, PM= 443,1 g/mol), isopropdxido de titanio
(TTIP, Ti(OiPr),, PM= 284,22 g/mol, &= 0,960 g/cm?, 97%, Sigma-Aldrich), hidréxido de sodio (NaOH,
PM= 40,00 g/mol, 97%, Sigma-Aldrich) y agua tridestilada.

3.2.2. Instrumental

Espectroscopia de Correlacion de Fotones, Photon Correlation Spectroscopy (PCS): El
tamafio de gotitas de la microemulsion de partida modelo se realizd utilizando esta técnica basada
en la dispersién dindmica de luz empleando un instrumento Malvern Autosizer S4700 equipado con
un laser Coherent OBIS® 514-20 LS que emite en la banda del verde a A= 514 nm. El andlisis se realizd
trabajando a un angulo de dispersion de 90°, a 25°C de temperatura. La viscosidad de la solucidn fue
establecida en 0,8703 mPa.s, mientras que el indice de refraccion utilizado fue ny= 1,3919, ambos
valores fueron obtenidos por interpolacién de datos bibliograficos para mezclas binarias n-

heptano/n-butanol[1] para una fraccion molar Xyuano= 0,558.

Difraccion de Rayos X de polvos, Powder X-Ray Diffraction (XRD): La identificacion
estructural de los materiales B1-Bg se realizd con un difractdmetro de rayos X marca Rigaku D-Max Il
gue emplea radiacion Cu K, y monocromador de grafito, operado a 35 Kvy 15 mA y en dangulos 26 en

el rango de 10 a 70 grados.

3.2.3. Determinacion del tamaiio de las gotitas de la microemulsiéon C

El analisis del tamafio de gotas de la microemulsién fue llevado a cabo empleando la técnica
de dispersion dindmica de luz, que se basa en el andlisis de las fluctuaciones temporales de la
intensidad de la luz dispersada por particulas en una solucién que se mueven de forma aleatoria por
agitaciones térmicas (movimiento Browniano). Debido a esto, las particulas pequefas se mueven
con mayor velocidad mientras que las mds grandes lo hacen mds lentamente. Para determinar el
tamafio de las particulas se calcula la funcidn de autocorrelacién g°(q, 7), que es un valor promedio
del producto de las intensidades de luz dispersada observada en un tiempo arbitrario t, /(t), y la
intensidad observada en un tiempo posterior t, I/(t+ T), segun la expresion (3.1), donde g es el vector
de onda (ecuacién (3.2)), siendo n, el indice de refraccion del solvente y Gel dngulo de deteccion

respecto al haz del laser). A partir de g%(g, 7) se calcula g'(g, 7) de acuerdo con la ecuacidn (3.3).

I+ 1)

9% (g; 1) = O (3.1)
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_ 47‘[710 . 9
o= (3
g9'(g;0) = Ig?@®) — 1] (3.3)

Si las particulas son idénticas en tamafio, esto es monodispersas, la funcién g decae segun
una funcidn exponencial simple (ecuacidn (3.4)) donde I es la constante de decaimiento. Con este
parametro es posible obtener el coeficiente de autodifusion D (ecuacidn (3.5)), que finalmente se
aplica para calcular el radio hidrodinamico (R;) de la gota utilizando la ecuacién de Stokes-Einstein
(ecuacion (3.6)), donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y n es la

viscosidad de la fase continua.

g )= e" (3.4)
I'=¢q?D (3.5)
KT
R, = .
h 677D (3.6)

Los resultados fueron analizados con el método de cumulantes para obtener informacidn

acerca de la distribucién del tamafio de particulas[2].

3.2.4. Analisis semicuantitativo de fases cristalinas

La relacidn en peso correspondiente al contenido de rutilo/anatasa en una muestra de TiO,,
puede obtenerse a partir del analisis de los picos de difraccién de rayos X correspondientes a los
planos principales (110) y (101) de rutilo y anatasa respectivamente, utilizando la siguiente

ecuacién[4]:

1+1.265 I rutilo (110) (3.7)

I anatasa(101)

La ecuacion (3.7) es muy util para determinar el contenido de fases cristalinas cuando sélo
estan presentes esas dos, rutilo y anatasa, tal como es el caso del material B;. Sin embargo, cuando
las muestras a analizar son mas complejas y su contenido de fase amorfa se vuelve importante,
entonces la determinacion de fases es mas dificultosa. Para poder determinar el contenido de fase

amorfa presente en los materiales, se adapté un método cominmente utilizado en la determinacion
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del indice de cristalinidad de celulosa[5], [6]; dicho método consiste en integrar el area bajo la curva
de todo el difractograma vy restar el area correspondiente a la contribucién de la fase amorfa, que
generalmente corresponde con el pico ancho ubicado en 28 = 22,5°. El contenido amorfo de Ila
muestra también puede, de manera inversa, obtenerse luego de integrar el difractograma completo
y a éste restarle el drea de los picos correspondientes a las partes cristalinas, tal y como se describe

en la siguiente ecuacion:

Area Total —Area cristalina

fase amorfa (% %): 1- x 100 (3.8)

Area Total

De la misma manera, cada fase puede ser cuantificada dividiendo la suma de sus areas sobre

el area total:

Area de picos adjudicables a la fase X
) p j f x 100

Py. 1 _
fase X (%;). 1 ye—— (3.9)

La integracion de los difractogramas se llevd a cabo utilizando el software PeakFit v4.12 de la

siguiente manera:

- Seresta la linea de base utilizando un difractograma realizado sobre el soporte solo.

- Se asume la funcidn Voigt y pseudo-Voigt para ajustar la forma de los picos.

- Se permite que el software realice el ajuste y se refina hasta obtener valores de r* mayores
que 0,90 — 0,95 (la menor precision se obtiene cuando se trabaja con muestras pobremente
cristalizadas)

- Se calculan las areas correspondientes al difractograma total y a los picos propios de cada
fase cristalina y se aplican las ecuaciones (3.8) y (3.9) para determinar los porcentajes de

fase correspondientes.

3.3.Sintesis
Como se adelanté en la introduccidn de este capitulo, la sintesis de los materiales emplea
sistemas de microemulsiones W/O conformadas por agua/C,sTAB/1-butanol/n-heptano. La selecciéon
de los componentes anfifilicos de este sistema responde a consideraciones que se discuten a

continuacion.

En general, en la preparacion de nanoparticulas de 6xidos metdlicos se pueden utilizar
diferentes tipos de anfifilos con el fin de controlar el tamafio de particulas, la polidispersidad, la
morfologia y drea superficial, entre otras propiedades. Los surfactantes, ademas de introducir

estabilizacidn estérica, también pueden alterar el microambiente de reaccidon, controlando de esta
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manera la tasa de crecimiento de las particulas, una caracteristica muy interesante a la hora de
regular la velocidad de hidrélisis de determinados precursores[7]. El bromuro de
hexadeciltrimetilamonio es un surfactante catiénico muy popular en el dmbito de la sintesis de
nanoparticulas mediada por microemulsiones[7]-[12], cuya utilizacidon estd generalizada por dos
razones fundamentales: por un lado forma peliculas flexibles que permiten un intercambio de
reactivos muy dinamico[8], y por otro lado, debido a su naturaleza catidnica, es posible que las
moléculas de C;,TAB se adsorban a los 6xidos formados en el interior de las microemulsiones,
proporcionando control sobre el crecimiento y estabilizacidon de las particulas[7]. La concentracion
de C,cTAB utilizada en este trabajo estd muy por encima de su concentracidén micelar critica (CMC=
0,335 — 0,364 g/L de acuerdo con referencias bibliograficas[13], [14]), de manera que es seguro

asumir que todas las moléculas del surfactante se encuentran en la interfase agua/aceite.

Los cosurfactantes son moléculas, generalmente alcoholes de cadena lineal intermedia, que
se alojan en el dominio interfacial de la suspension surfactante/aceite/agua, intercalandose entre las
cadenas del surfactante. Su incorporacidn en el sistema permite disminuir la tensidn interfacial entre
las fases oleosa y acuosa permitiendo la agregacidn espontanea que da origen a la microemulsién
propiamente dicha[15]. Es por ello que se espera que su presencia reduzca la concentracién de
surfactante en la microemulsién. Cuando se trabaja con microemulsiones inversas de
agua/C,cTAB/n-hexano, por ejemplo, la adicidn del n-pentanol induce un incremento en el area total
de la interfase con una correspondiente disminucién del espesor de la pelicula interfacial[16]; esto
se traduce en la preservacion de la curvatura negativa de la interfase al aumentar el contenido
acuoso en la microemulsion, conservando asi la forma esférica de las gotitas y evitando la transicién
hacia estructuras bicontinuas. La presencia del cosurfactante es extremadamente util cuando se
trata de conservar la estructura de la microemulsién frente a cambios en la cantidad de agua del
sistema, especialmente cuando ésta interviene activamente en las reacciones de sintesis, tal y como
es el caso de la hidrdlisis de los alcoxidos de titanio utilizados en este trabajo. Se ha demostrado que
el sistema C;cTAB/n-butanol aumenta favorablemente la microemulsificacion de agua y n-
heptano[17], [18]; este hecho, sumado a que la longitud de la cadena hidrocarbonada del alcohol es
lo suficientemente corta como para proveer flexibilidad a la pelicula interfacial pero no tanto como
para ser soluble en agua e interferir con las reacciones de sintesis que tienen lugar en el nicleo

acuoso, hacen que el n-butanol sea el cosurfactante de eleccidn en este trabajo.

En la figura 3.1 puede observarse que todas las sintesis fueron realizadas utilizando sistemas
cuyas composiciones estan comprendidas dentro de la zona de microemulsion monofasica. Lo
mismo fue confirmado visualmente en el laboratorio al constatarse la ausencia de turbidez en las

mismas.
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CTAB + Agua
00,10 B Nanoparticulas de CeO,

02 08 5~ MaterialesA,By C

@ Materiales B, - B,
04

1.0
1-butanol 00 02 04 06 08 1.0 n-Heptano

Figura 3.1: Diagrama de fase triangular del sistema cuaternario agua/C;sTAB/1-butanol/n-heptano a
w=55,6, 303 K en donde 1¢ indica la zona de microemulsion monofdsica (Esquema modificado del

articulo de Mitra et al. [18]).

Se determind el tamafio de los agregados de la microemulsién utilizada para la sintesis del
TiO, nanoparticulado (microemulsién C) por medio de la técnica de dispersién dinamica de luz,
constatandose que se trata de un sistema monodisperso con agregados de 7,3 + 2,2 nm

(cumulantes) figura 3.2.
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354
30 —.
25—-
20 —
154 T

10

Intensidad (%)

0 m=zE===nm EEEEEEEEEBEBEB=EBE}N

1 I I””1o I II””1IEI)0
RH (nm)

Figura 3.2: Funcion de distribucion de radio hidrodindmico obtenido mediante PCS (dngulo de
deteccion: 90°). La microemulsion C contiene 14,60 % de C;sTAB, 23,30 % de 1-butanol, 25,30 % de n-
heptano y 36,50 % de agua tridestilada.
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3.3.1. Sintesis de nanoparticulas de CeO,

Esta sintesis fue inspirada en los trabajos de Bumajdad et al.[7] y Ganguli et al.[11], en el
cual se utiliza el método de doble microemulsién[7] para obtener nanoparticulas de éxido de cerio
(CeO, NPs) de entre 10 y 30 nm. Se detalla a continuacién la composicién de los dos sistemas
empleados, asi como también el procedimiento experimental para la obtenciéon de las CeO, NPs

utilizado en nuestro laboratorio:

- Microemulsién A: conteniendo 12,78% de C;cTAB, 9,58% de 1-butanol, 44,71% de n-

heptano, 31,93% de agua tridestilada y 1% de tripentanoato de cerio.

- Microemulsién B: conteniendo 12,78% de CcTAB, 9,58% de 1-butanol, 44,71% de n-

heptano, 31,93% de agua tridestilada y 1% de hidréxido de sodio.

Una vez estabilizadas las dos microemulsiones, se agregd la microemulsién B sobre la A
agitando magnéticamente durante 1 hora. La microemulsion resultante adquirié una tonalidad
amarillenta indicando la formacién de nanoparticulas de CeO,. Las mismas fueron posteriormente
extraidas mediante centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos. Finalmente las nanoparticulas
fueron lavadas con etanol y almacenadas en forma de dispersidn etandlica. La caracterizacién de

estas nanoparticulas se encuentra detallada en la secciéon 4.3.1.1 del siguiente capitulo.

3.3.2. Sintesis de los materiales A,By C

Los materiales A, B y C corresponden a TiO,, Ce-TiO, y CeO,-TiO, respectivamente (tabla
3.1). Su sintesis emplea un sistema estudiado y desarrollado previamente en nuestro
laboratorio[19], usando el método de microemulsién simple segun lo explicado por Bumajdad et
al.[7]. Para la sintesis de los materiales basados en TiO, de este trabajo, se presenté el desafio de
que el precursor (isopropoxido de titanio) es altamente reactivo en presencia de agua, por lo que
debid desarrollarse una variante del método de la microemulsién simple, en el cual se invierte la
localizacién de los precursores: en este caso el TTIP se incorpora junto con la fase oleosa a una

microemulsion w/o ya preparada que contiene el agente precipitante (agua).

Durante el proceso de sintesis de cada uno de los materiales, se prepararon dos sistemas
por separado cuya composicion (expresada en porcentaje en peso, % p/p) se detalla en la tabla

siguiente:
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Tabla 3.2: Composicion de los sistemas empleados en la sintesis de los materiales A, By C (% p/p).

Microemulsion C Solucion D

C,cTAB 1-butanol n-heptano  Agua Ce(val); CeO, NPs | n-heptano TTIP

Material A 14,60%  23,30%  25,30%  36,50% - - 64,38% 35,62 %
Material B 14,56%  23,59%  25,26%  36,40% 0,02% - 64,38% 35,62 %
Material C 13,60%  22,02%  23,59%  34,00% - 6,80% 64,38% 35,62 %

La incorporacién del lantdnido se realizé mediante dos estrategias que dan origen a los

materiales By C, a saber:

- Para el material B, denominado también Ce-TiO,, se utilizé tripentanoato de cerio como
precursor del Ce. Esta molécula es un derivado del acido valerianico (CH;(CH,),COOH) y
presenta la particularidad de ser insoluble en agua y en la mayoria de los solventes
organicos, con excepcién del n-butanol. Por lo tanto, puesto que el butanol es cosurfactante
del C;,TAB en la microemulsion sobre la cual se trabaja, es de suponer que el tripentanoato

de cerio se aloje cerca de esta molécula en la interfase.

- Para el material C, también identificado como Ce0O,-TiO,, el cerio se incorpora en forma de
nanoparticulas pre sintetizadas (de acuerdo con el procedimiento explicado en el inciso
3.3.1) que se agregan junto con el n-heptano a microemulsidon, permaneciendo en

suspension en la fase continua.

La etapa de preparacién de la Solucién D es muy delicada debido a que los alcoxidos de
titanio son altamente reactivos en condiciones de hidrdlisis, reaccionando incluso con la humedad
del ambiente, por lo que se debe preparar utilizando reactivos anhidros y tratando de minimizar la
exposicién al aire tanto como sea posible. Es por ello que, inmediatamente luego de preparados
estos sistemas, se agrega la solucién D sobre la microemulsion C, sin agitacidn y se deja equilibrar
por 20 minutos para dar lugar a una policondensacién hidrolitica del TTIP. Las recomendaciones
anteriores permiten garantizar que el TTIP sélo reacciona con el agua confinada dentro de la

microemulsién segln la reaccién general:
Ti(iPr); + 2 H,0 S TiO, + 4 HiPr (3.1)

La hidrdlisis de alcéxidos de titanio es un proceso muy complejo que ocurre en una serie de
etapas de hidrdlisis y polimerizacién, durante un fendmeno conocido como condensacion hidrolitica,

gue origina una red polimérica inorganica segun el siguiente patrén de reacciones:
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=Ti-OR + H,0 - =Ti—OH + R—OH (3.2)
=Ti—OH + RO-Ti= = =Ti—O-Ti= + R—OH (3.3)

La red de éxidos se extiende tanto como las condiciones de hidrdlisis permiten, limitada por
el confinamiento de la microemulsion y la elasticidad interfacial de las microgotas. Asimismo, la

composicion quimica final del condensado depende del tamaio y la morfologia del polimero[20].

Los geles resultantes fueron tratados en autoclave durante 24 horas a 100 °C. Los materiales
obtenidos luego del tratamiento hidrotérmico fueron filtrados y lavados exhaustivamente con agua

tridestilada para eliminar los restos de solvente, y dejados secar a temperatura ambiente.

Finalmente se los calcind en mufla a 650 °C durante 7 horas obteniéndose materiales en
forma de polvo. La temperatura éptima de calcinado fue determinada experimentalmente con el
objetivo de obtener materiales con grado de cristalinidad y fase cristalina homogéneos; la

explicacion exhaustiva de este proceso sera abordada en la seccion 3.4.2.

3.3.3. Sintesis de los materiales B, - Bg

Los materiales B; a Bg, de formula Ce-TiO,, fueron sintetizados pensando en (i) optimizar la
cantidad de Ce(Val); necesaria para la sintesis del material B y en (ii) observar el efecto de la
concentraciéon del dopante en las propiedades fisicoquimicas del TiO,. El proceso de sintesis sigue la

metodologia descripta en la seccién anterior para los materiales A, By C.

Debido a que se usaron concentraciones crecientes de Ce(Val)s;, hubo que realizar pequefias
modificaciones en la composicién porcentual de las microemulsiones respecto de las originales para

lograr una disolucién completa del tripentanoato de cerio en el cosurfactante.

De manera andloga a lo que ocurre en el caso de la sintesis del material B, es de esperarse
que el tripentanoato de cerio se ubique en la interfase de la microemulsién, junto con el n-butanol.
Se constatd en el laboratorio que concentraciones de Ce(Val); mayores a 2,13% p/p producen el

colapso de la microemulsién.

En la siguiente tabla puede observarse en detalle la composicion de los sistemas utilizados

para la sintesis expresada en porcentaje en peso (% p/p):
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Tabla 3.3: Composicion de los sistemas empleados en la sintesis de los materiales B; — Bs.

Microemulsiéon C Solucién D
C,cTAB 1-butanol n-heptano Agua Ce(Val); n-heptano TTIP
Material B, 9,68% 47,06% 33,68% 9,68% -- 63,40% 36,60%
Material B, 9,68% 47,05% 33,57% 9,68% 0,02% 63,40% 36,60%
Material By 9,68% 47,05% 33,57% 9,68% 0,02% 78,30% 21,70%
Material B, 9,67% 47,02% 33,55% 9,67% 0,09% 78,30% 21,70%
Material Bs 9,66% 46,98% 33,53% 9,66% 0,17% 78,30% 21,70%
Material Bg 9,60% 46,65% 33,29% 9,60% 0,86% 78,30% 21,70%
Material B, 9,52% 46,25% 33,00% 9,52% 1,71% 78,30% 21,70%
Material Bg 9,48% 46,05% 32,86% 9,48% 2,13% 87,80% 12,20%

3.4.Tratamientos térmicos para la sintesis de los materiales

3.4.1. Efecto del tratamiento hidrotérmico

La estructura cristalina de estos materiales evoluciona a lo largo de todo el proceso de
sintesis, como puede observarse en la figura 3.3, que muestra los difractogramas de rayos X
caracteristicos en las distintas etapas del proceso hidrotérmico, para tres materiales representativos:

By, Bsy Bs.

%p/p Ce
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Figura 3.3: Evolucion de la estructura cristalina de los materiales sometidos a diferentes
temperaturas de tratamiento hidrotérmico para los materiales preparados con distintas relaciones
molares porcentuales Ce/Ti: (B;) 0, (Bs) 0,60 y (Bg) 30,00.
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Se puede observar que antes del tratamiento hidrotérmico, todas las muestras presentan
patrones de DRX tipicos de materiales amorfos. El material Bg retiene su estructura amorfa adn
después del tratamiento hidrotérmico, independientemente de la temperatura aplicada. Al final de
la etapa hidrotérmica, aparecen picos cristalinos asociados a estructuras de anatasa en los
materiales B; y B;. No se detectan picos de difraccién correspondientes a éxido de cerio u otras
estructuras de TiO,, lo cual indica que el dxido de cerio no cristaliza de forma independiente durante
el tratamiento hidrotérmico, aun a concentraciones relativamente altas del dopante. Durante el
calentamiento isotérmico hidrotermal, la temperatura salta rdpidamente a un cierto valor y se
mantiene constante; en consecuencia, la mayor fraccién de la condensacién de dxido de titanio se

produce a altas temperaturas, provocando un aumento de la cristalinidad del material.

Debido a que 100 °C de tratamiento hidrotérmico son suficientes para iniciar la cristalizacion
del TiO,, se selecciond esta temperatura para realizar las sintesis de todos los materiales estudiados

en este trabajo.

3.4.2. Efecto de la temperatura de calcinacion

El proceso de calcinacién es un tratamiento térmico que se realiza a temperaturas siempre
por debajo del punto de fusidn del producto a calcinar y cuyo objetivo es provocar una
descomposicion térmica o un cambio en el estado cristalino de la muestra. En este trabajo las
calcinaciones tienen lugar en presencia de aire. Este proceso se llevd a cabo sobre los materiales
basados en TiO, con dos objetivos: por un lado, la eliminacién de compuestos organicos que
permanecen en el material como residuos luego de las reacciones de sintesis, y por otro lado, el

procesamiento del material para obtener la cristalinidad adecuada.

Para poder determinar la temperatura éptima de calcinacion, se estudid la evolucion
cristalina de los materiales B;-Bg en funcidn de la temperatura, evaluandose el calcinado a 200, 400,
700, 800 y 900 °C; asimismo, se usaron los patrones de difraccidn de rayos X de los mismos
materiales antes y después del tratamiento a 100 °C, con fines comparativos, la figura 3.4 muestra

difractogramas de rayos X tipicos obtenidos para los diferentes tratamientos térmicos.
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Figura 3.4: Difractogramas representativos de rayos X de los materiales B; y Bg cuyo contenido de
cerio es nulo y mdximo respectivamente.

En esta seccidn se presenta un andlisis semi-cuantitativo de fases llevado a cabo utilizando
un método basado en la deconvolucidn de picos inspirado en la determinacién del indice de

cristalinidad de celulosa[6].

Para este analisis se empled el software PeakFit v4.12 y se hicieron ciertas suposiciones,
tales como que la forma de los picos ajusta a la funcidn Voigt, que el contenido amorfo es asignable
al pico ancho en 26= 22,5 °[21] y que también es responsable de ensanchamiento de los picos. La
validacién del método también se ha realizado por contraste con otras técnicas, tales como el
método ampliamente utilizado de Spurr & Myers que da la relacién de anatasa/rutilo[4] y el
refinamiento de Rietveld hecho por Matéjova et al. [22] para determinar la relaciéon de
anatasa/amorfo/cerianita en los materiales de CeO,-TiO,. En ambos casos, las diferencias resultaron

ser menores que 1%.

Una vez realizado el ajuste, se calcula el porcentaje en peso de cada fase de acuerdo con el
area integrada bajo la curva del difractograma de rayos X, de acuerdo con el procedimiento

descripto en materiales y métodos de este capitulo (seccion 3.2.4).

La figura 3.5 muestra el analisis representativo de una de las muestras mds complejas: Bg

calcinada a 800 °C.
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Figura 3.5: Deconvolucion de picos del XRD del material Bg calcinado a 800 °C. ABC corresponde con el
drea bajo la curva de los picos sombreados. Arriba estd el difractograma antes y después del ajuste
integral; abajo las dreas sombreadas correspondientes al difractograma total, a la fase anatasa, a
rutilo y a cerianita, respectivamente. Los porcentajes en peso correspondientes a cada fase son:
Anatasa 16,52 %, Rutilo 36,52 %, Cerianita 16,28 % y Amorfo 30,67 %.
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De acuerdo con los difractogramas de rayos X, casi todos los materiales comienzan a
cristalizar durante la fase del tratamiento hidrotérmico, excepto aquellos cuya concentracién de
cerio es muy elevada (Ce/Ti > 6 %), que presentan una cristalizacién débil que comienza entre los
200 y 600 °C segun el material. El éxido de cerio comienza a aparecer como una fase independiente
cuando las concentraciones de cerio y las temperaturas de calcinacidon son muy elevadas, esto es, a
partir de 700 °Cy a Ce/Ti > 12 %. Debido a que la cerianita tiene un alto poder de difraccion de rayos
X, es posible detectar cantidades muy pequefias de esta fase porque su pico maximo es muy
evidente en el difractograma, detectandose la minima cantidad en la muestra preparada con Ce/Ti =
30 % y calcinada a 700 °C, con una fraccion en peso correspondiente al 10 % del total. De hecho,
cuando la concentracién del dopante es tan alta, la relacion anatasa/rutilo se vuelve similar a la del
material sin dopar: F, = 0,51 y 0,58 respectivamente, lo cual sugiere que TiO, y CeO, dejan de formar

una fase homogénea en Bg para cristalizar de manera independiente.

La transformacidn de anatasa a rutilo es termodindmicamente posible luego de los 600 °C en
muestras de TiO, puras[23]. Este hecho es consistente con lo observado durante el calentamiento de
la muestra B;, donde puede verse, ademds, que a partir de 900 °C todo el material se halla
cristalizado en forma de rutilo. En los materiales que contienen cerio se observa una clara
estabilizacion de la fase anatasa, aumentando la temperatura de transicion de fase; la muestra B,,
cuya relacion molar Ce/Ti es 0,60 %, presenta la maxima estabilizacidn, poniendo de manifiesto que

el rutilo recién aparece cuando la temperatura de calcinacién supera los 800 °C.
Todo lo discutido hasta aqui se encuentra resumido en la figura 3.6.

En funcion de lo expuesto anteriormente, es posible observar que existen ciertas
condiciones en las que el contenido de fase amorfa es minimo, que ocurre cuando los materiales son
preparados con relaciones molares Ce/Ti cercana a 0,12 % (material B3) por lo que se decidié usar

una concentracién de trabajo de cerio ubicada en esa zona para la obtencién del material B.

Respecto de la temperatura de calcinacién fue necesario lograr compromiso entre la minima
temperatura posible de tratamiento, debido a consideraciones operativas, y la cristalinidad deseada
de las muestras. Como a 700 °C ya se observa una transicion de fase de anatasa a rutilo en el
material sin cerio y se sabe que esta transicion es posible a partir de 600 °C, se eligid una
temperatura intermedia para asegurar que esta transicién sea posible y al mismo tiempo se
mantenga el porcentaje de fase amorfa en niveles suficientemente bajos; 650 °C parece ser
adecuada para estos fines y es por ello que esa temperatura ha sido seleccionada para la sintesis de

todos los materiales evaluados en este trabajo.
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Figura 3.6: Diagrama de fases tridimensional construido para los materiales Ce-TiO, B;-Bs, donde el
eje x representa la relacion molar Ce/Ti, el eje y corresponde a las temperaturas de tratamiento y el
eje z representa el porcentaje acumulado de las fases presentes. Cada capa identifica el limite
superior de la fase correspondiente. A la derecha se grafican cortes en el plano yz del diagrama
tridimensional a concentraciones especificas correspondientes a la muestra B;, B, y Bs.

3.5.Conclusiones

En este capitulo se han detallado las condiciones necesarias para la sintesis de los materiales
basados en didxido de titanio, cuyo estudio sera desarrollado en los siguientes capitulos. Para ello,
se utilizé una ruta sintética que emplea sistemas conocidos de microemulsiones, que actian como
nanorreactores, posterior tratamiento hidrotérmico y calcinacién en atmdsfera de aire. Se han
optimizado también las condiciones experimentales en términos de temperaturas de tratamiento

térmico y concentracidn adecuada de cerio necesaria para obtener un material de cristalinidad

deseada.

Es de destacar, entonces, que la temperatura de tratamiento hidrotérmico fue ajustada a
100 °C debido a que es la minima temperatura ensayada a la cual comienzan a aparecer los nucleos
de cristalizacion del TiO,. Asimismo, la temperatura de calcinacién también fue seleccionada en
virtud de que es la minima temperatura que permite obtener materiales con contenido de fase

anatasa variable entre la muestra sin cerio y aquellas que contienen el lantanido, una cantidad de
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fase amorfa aceptable y ademas se logra la total eliminacién de restos organicos provenientes de la

sintesis; todas estas condiciones se cumplen al calcinar las muestras a 650 °C.

Por ultimo, el contenido de cerio necesario para la sintesis del material B también fue
seleccionado en virtud de las propiedades cristalinas del material, decidiéndose trabajar con una

relacion Ce/Ti= 0,09 mol%, contenido de cerio que la ubica entre los materiales B, y B.
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4.1.Introduccion
El éxito y la resistencia a la tensidon de los implantes, tanto 6seos como dentales, estdn
determinados por sus propiedades fisicoquimicas y topograficas[1], ya sea para promover la
adhesidn, colonizacién y crecimiento celular, o para mejorar la funcidon tisular[2]. Ademas, varios
estudios en animales han demostrado que la resistencia al cizallamiento en la interfase hueso-
implante puede ser optimizada en términos de rugosidad superficial[3], [4], es por ello que conocer
las propiedades topograficas del material en estudio es esencial para poder entender su

osteointegracion.

Como se mencioné en el capitulo 1, las corrientes actuales de investigaciéon en el area
ortopédica han mostrado una gran inclinacion hacia el desarrollo de materiales naoestructurados, ya
qgue el mismo hueso posee organizacién nanométrica en el primer nivel de su estructura jerarquica.
El didxido de titanio es un compuesto generalmente reconocido por formar una capa de pasivacion
sobre los implantes de titanio que protege al material de la corrosidon([5] y lo hacen bioinerte[6]. Sin
embargo, en la actualidad la inercia quimica ha dejado de ser una caracteristica deseable y se busca
gue los implantes sean bioactivos, osteoconductores y capaces de integrarse con el tejido vivo[7],

[8]. Para ello es que es necesario manipular ciertas propiedades del TiO, tales como el tamafio de
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particula, la superficie, la estructura cristalina y la reactividad superficial. Este capitulo se dedica a
analizar todos estos parametros con el objetivo de lograr una interpretacién integral de los

fenédmenos quimicos, bioquimicos y biolégicos en los que interviene este material.

Ha de mencionarse en esta instancia que todas las caracterizaciones estructurales llevadas a
cabo a lo largo de este capitulo, y sus correspondientes interpretaciones, estan orientadas hacia el
entendimiento de los fendmenos biolégicos que se examinardn en los capitulos siguientes, tales
como la adsorcién de proteinas, la bioactividad, las propiedades cataliticas y antioxidantes, la
biocompatibilidad y la citoproteccion. Para beneficio del lector, se presenta una seccién de
materiales y métodos generales, en la que se describen todas las técnicas de caracterizacion y los
correspondientes modelos utilizados para el andlisis de los datos; y una seccién de resultados y

discusidn que se divide en dos partes:

- La primera abocada a la caracterizacion de los materiales identificados como A, B y C (TiO,,
Ce-TiO, y CeO,-TiO, respectivamente) en los que se evallan dos métodos diferentes de
incorporacién de cerio a la matriz de diéxido de titanio: cerio elemental en forma de
tripentanoato de cerio (Ce(Val);) para el material B, y nanoparticulas presintetizadas de d6xido
de cerio para el material C. Estos materiales seran, ademas, los estudiados con mayor
profundidad en los capitulos siguientes.

- La segunda parte aborda el estudio de un grupo particular de materiales conteniendo cerio
que fue incorporado en su forma elemental (Ce(Val);) durante la sintesis y en
concentraciones crecientes. Por su semejanza sintética con el material B presentado en el
inciso anterior, estos materiales se denominan B4, B,, B3, B,, Bs, B, B; y Bg, de acuerdo con su
contenido de cerio, siendo B, el control sin cerio y Bg la muestra sintetizada en presencia de
la mayor cantidad del dopante. Estos materiales fueron preparados con el objetivo inicial de
optimizar las condiciones de sintesis para la obtencién del material B en términos de
concentracion de cerio, temperatura de calentamiento hidrotérmico y de calcinado (como se
describié en el capitulo anterior, secciéon 3.3.3). Sin embargo, debido a la peculiar
caracteristica de cristalizar en forma de estructuras de tipo fullereno inorgdnico que
presentan estas muestras cuando se las calcina a 650 °C, también se dedica una parte del

capitulo al andlisis de sus propiedades.

Hasta aqui, entonces, se ofrece un somero enunciado de las caracteristicas y los materiales a
estudiar que seran oportunamente profundizados en las secciones correspondientes de este

capitulo.
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4.2. Materiales y Métodos

Se describen a continuacidon las técnicas de caracterizacion, el equipamiento y las

condiciones experimentales empleadas en el desarrollo de este capitulo.

4.2.1. Instrumental

Microscopia electronica de barrido, Scanning Electron Microscopy (SEM): Esta técnica se
realizé empleando dos microscopios, el primero marca ZEISS FE-SEM ULTRA PLUS con EDX, operado
con un voltaje de aceleracién de 3,00 kV (WD: 2,1 mm). Se aplic6 compensaciéon de carga local
mediante la inyeccidén de gas nitrégeno y las imagenes fueron adquiridas mediante detectores “in
lens” de electrones secundarios y AsB (Angle selective Backscattered electrons) de electrones
retrodipersados. El microanalisis por dispersion de energias de rayos X (EDX) fue realizado con el
mismo instrumento. Algunas microfotografias también fueron adquiridas empleando un microscopio

marca LEO modelo EVO 40 XVP, operado a 10,00 kV (WD: 7,0 — 9,0 mm).

Microscopia electrénica de transmisidon de alta resolucién, High Resolution Transmission
Electron Microscopy (H-TEM): Las microfotografias fueron tomadas usando un microscopio marca
ZEISS Libra 200 FE OMEGA, operado a 200 kV (magnificacion: 1000000x). Las observaciones se
realizaron en campo brillante. El instrumento estd provisto con un sistema de difraccidn de
electrones (DE) mediante el cual se determiné el espaciado d utilizando la ecuacién derivada de la
Ley de Bragg: rd = LA, donde r es la distancia puntual en el patron DEy LA =1 es la constante de la

camara.

Difraccion de Rayos X de polvos, Powder X-Ray Diffraction (XRD): La identificacion
estructural de los materiales estudiados se ha realizado por XRD. Durante la realizacién del trabajo se
utilizaron dos equipos diferentes. El primero es un difractémetro Philips PW 1710, usando radiacidn
Cu K, (A =1,5418 nm), con monocromador de grafito, operado a 45 kV, 30 mA y 298 K. El segundo es
un Rigaku D-Max lll que emplea radiacién Cu Ka y monocromador de grafito, operado a 35 Kv y 15

mA.

Isotermas de adsorcion de nitrégeno: Las isotermas de adsorcién-desorciéon de nitrégeno
fueron obtenidas a 77 K usando un equipo Micromeritics ASAP 2020. Todas las muestras fueron
desgaseadas, previo al anlisis, a una temperatura de 100 Ky una presién de 10 Pa, durante 720
min. La evaluacién de la superficie especifica y porosidad fue llevada a cabo usando los modelos de

BET y Barret-Joyner-Halenda (BJH), respectivamente.

Espectroscopia de infrarrojo cercano, Near Infrared Spectroscopy (NIR): Para la obtencion

de los espectros de reflectancia de las muestras pulverizadas se empled un espectrofotémetro
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Nicolet iS50 FTIR-NIR que posee acoplado un accesorio de reflectancia difusa, también llamado
esfera de integracién. Los espectros se obtuvieron en atmdsfera de aire a temperatura ambiente.
Para estas mediciones, la esfera de integracién fue operada en modo reflectancia en la regién de
1000 — 2500 nm. Un estandar de oro para reflectancia difusa NIR (99,9% de reflectividad) se utilizd
como referencia para calibrar la linea de base. Las muestras pulverizadas se montaron dentro de
viales de vidrio de base plana formando cilindros de 10 mm de diametro y 5 mm de espesor. Los

controles se realizaron con anatasa comercial (Sigma-Aldrich).

Espectroscopia de fluorescencia: Para el estudio de la fotoluminiscencia de los materiales
B,—Bs se utilizé un espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse trabajando con una longitud de onda de
excitacion de 220 nm. Los espectros fueron obtenidos a temperatura ambiente utilizando una celda
de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Previamente las muestras se suspendieron en etanol y se

sonicaron durante 5 minutos. Etanol puro fue utilizado como blanco.

Espectroscopia Raman: Las medidas de dispersion Raman a temperatura ambiente de los
materiales B;—Bg fueron llevadas a cabo utilizando un espectrofotometro confocal marca Renishaw
Raman, modelo “In via Reflex”, equipado con un laser de Argén (A = 514 nm) como fuente de
excitacion. Las aberturas dpticas fueron ajustadas de manera tal de obtener una resolucién de 1 cm™.
La luz dispersada fue colectada en geometria de retrodispersién utilizando un detector enfriado por
nitrégeno liquido. Antes de cada medida, el espectrofotémetro fue calibrado usando una ldmpara de

mercurio.

4.2.2. Evaluacion de los parametros de rugosidad

La rugosidad es el pequefio relieve que caracteriza a una superficie. La mayoria de las normas
utilizan el concepto de linea media, a partir de la cual se mide la rugosidad. Esta linea es paralela a la
direccion general del perfil, de forma que la suma de las dreas superiores, comprendidas entre la

linea mediay la linea del perfil, son iguales a la suma de las areas inferiores.

Para medir la rugosidad cuantitativamente, es necesario definir ciertos parametros que
pueden calcularse a partir del perfil de rugosidad obtenido. Los pardmetros de rugosidad mas
importantes debido a la informacidon que proporcionan, y por ello los mas utilizados, son los
denominados pardmetros de amplitud. Estos se basan en medidas de la altura de las asperezas

superficiales (Z)[9]:

Ra, Rugosidad media: Se define como el promedio de la desviacion absoluta de las
irregularidades del perfil de rugosidad respecto de la linea media y a lo largo de toda la longitud de la

medicion. Es el pardmetro de rugosidad mas universalmente empleado en el control de calidad
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general de fabricacién. Para calcular R, se suman los valores absolutos de las dreas encerradas entre
el perfil de rugosidad y la linea media, y se divide entre la longitud de la medicién; en otras palabras
R. es la altura de un rectdngulo de base /, cuya area es igual a las comprendidas entre el perfil de

rugosidad y la linea media:

v
Linea media

- W | ’\ {J\N Ra:% jo'|y(x)|dx (4.1)
W\M | \ \ R =13 2)

— — — — —

R, Rugosidad Cuadratica Media: En términos estadisticos representa la desviacion estandar

de la distribucidn de alturas de las asperezas. Matematicamente se define como:

[ {y(x)} ox 4.3)
Yi (4.4)

Estos dos parametros son incapaces de discernir diferentes topografias ya que podria darse
el caso de tener dos superficies morfolédgicamente distintas pero con iguales pardmetros R, y R,. Por

lo tanto, es util la utilizacidn de dos parametros adicionales, que se describen a continuacién.

R, Coeficiente de Asimetria: Representa el grado de simetria de la altura de las asperezas
respecto del plano medio. Este parametro es sensible a la presencia ocasional de valles profundos y
picos altos sobre la superficie. Asi, si sobre la superficie predominan los picos sobre los valles,
tendremos Ry > 0, y si se diera la situacidn opuesta, esto es, la presencia de picos truncados o
raspaduras profundas, el valor de Ry, seria negativo. Si Ry, = 0, la distribucion de irregularidades sobre
la superficie es gaussiana. Este parametro puede ser usado para distinguir entre dos perfiles con
idénticos valores de R, o R, pero diferente forma. El coeficiente de asimetria de un perfil se calcula a
partir de las ecuaciones presentes a continuacion, en donde N representa el nimero de puntos, R, es

la Rugosidad Cuadratica Media, Y; es la altura del perfil en el punto i

67



Capitulo 4: Caracterizacion fisicoquimica de los materiales basados en TiO,

7 R.<0 1 =
m i Ru=o [ V'R0My )
/’ Rq ”

\-\ Rsk =
i ' l | ' ' E Ry>0

Ri., Coeficiente de Escarpadura: Indica la presencia de picos/valles desproporcionadamente

(g‘,ij (4.6)

1
3
NR,

altos/profundos. Si R, < 3 la curva de distribucidn se considera platicurtica y tiene relativamente
pocos picos agudos y valles profundos. Si Ry, > 3 la curva de distribucién es leptocurtica y donde
predominan los picos altos y hay pocos valles. En el caso de que la distribucion de picos y valles

sobre la superficie sea gaussiana, tendremos que Ry, = 3.

Rku<3 1 0
Ru =z [LY'POIY  a7)

q

RkU:3

1 N
N R =R [ZWJ (4.8)
; —> Ri,>3 q

——

/7

Los parametros de rugosidad fueron determinados para los materiales A, B y C a partir del
analisis de las microfotografias electrénicas. La microscopia electrénica de barrido no aporta los
parametros de rugosidad ni permite hacer un andlisis cuantitativo directamente, pero si puede ser
utilizado en el andlisis de la rugosidad superficial[10], [11]. Varios autores han demostrado que el
perfil de una superficie se puede obtener mediante el procesamiento de sefiales de electrones
retrodispersados (BES) utilizando una PC conectada a un microscopio electrénico de barrido[12],
[13]. La imagen de electrones retrodispersados que se produce es proporcional a la inclinacién a lo
largo de la superficie de barrido del haz de electrones. Esto significa que el perfil de rugosidad
superficial se puede derivar mediante la integracidn de las intensidades BES, que varia a lo largo del
area de escaneo. También es posible hacer medidas tridimensionales de rugosidad al hacer varios

escaneos[14].
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El andlisis topografico realizado durante la presente disertacién utiliza imagenes adquiridas
utilizando el microscopio electrénico de barrido modelo ZEISS FE-SEM ULTRA PLUS y el
procesamiento de los datos se realizé utilizando el software Imagel)®[15] acoplado a varios paquetes
de procesamiento tales como “Roughness calculation” y “SurfCharJ 1q”. Las imagenes para el analisis
morfoldgico se obtuvieron empleando dos microscopios electrénicos de barrido, el LEO modelo EVO
40 XVP y el ZEISS FE-SEM ULTRA PLUS, ambos operados de acuerdo con las condiciones que se

describen en la introduccidn de este capitulo.

4.2.3. Andlisis cristalino
Debido a que el TiO, anatasa corresponde con el grupo espacial tetragonal (a=b#c;a= =
y = 90°), los parametros correspondientes a su geometria de red (a y ¢), asi como también el volumen

de la celda unidad (V), pueden calcularse usando las reflexiones (101) y (200):

(dh1k|)2 = [(hz + k)2 ]+ i12/c?] (4.9)

V =a’c (4.10)

donde dy es el espaciado interplanar obtenido empleando la ecuacién de Bragg (A = 2 duy

sen ) y (hkl) son los indices de Miller de las reflexiones de simetria usadas en el calculo [16].

La relacién correspondiente al contenido de rutilo/anatasa puede obtenerse a partir del
analisis de los picos de difraccién de rayos X correspondientes a los planos principales (110) y (101)

de rutilo y anatasa respectivamente, utilizando la siguiente ecuacion[17]:

1

(1+1,265|“J“'9(11°)J (4.11)

anatase(101)

F =

r

El tamafo promedio de los cristalitos puede ser calculado a partir de la aplicacién de la
ecuacion de Scherrer[18], a partir del ancho a la mitad del pico correspondiente a la reflexién

principal de anatasa (110) y/o rutilo (101) en el difractograma de rayos X:

5_ 089

= m (4.12)

donde A es la longitud de onda de la radiacién de rayos X (Cu K,= 1,5418 nm), 0,89 es la
constante de Scherrer para particulas esféricas, B es el ancho del pico y 6 es el angulo de difraccion

de Bragg.
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4.3.Resultados y Discusion

4.3.1. MaterialesA,ByC

Los materiales A, B y C fueron sintetizados para explorar los efectos de diferentes formas de
incorporacién de cerio en las propiedades del TiO,, que actia como material de soporte. La

incorporacion del cerio se llevd a cabo de dos maneras:

- Incorporando tripentanoato de cerio (Ce(Val);) junto con el cosurfactante en la
microemulsién segun la técnica descripta previamente en el capitulo 3, seccién 3.3.2.
- Agregando las particulas de nanoceria preparadas previamente que se incorporan en forma

de suspensién en la fase continua de la microemulsion.

En funcion de su contenido de cerio, los materiales se denominaron A, B y C y estdn
formados por TiO,, Ce-TiO, y CeO,-TiO, respectivamente. La tabla 4.1 resume las condiciones de
sintesis empleadas para obtener estos materiales expresando los valores en términos de relaciones

molares.

Tabla 4.1: Resumen de las condiciones finales de sintesis empleadas en la obtencion de los
materiales A, By C.
Condiciones finales de sintesis

Muestra n-heptano/C,;TAB Agua/C,;TAB  TTIP/C,;TAB  ButOH/C,c,TAB  Ce(Val)s/TTIP
A 12,6 50,6 1,2 8,0 0
B 12,6 50,6 1,2 8,0 9,0x10™
c 12,6 50,6 1,2 8,0 9,0x10*

4.3.1.1. Morfologia
La figura 4.1 muestra las microfotografias electrdnicas de barrido de los materiales A, By C,
TiO,, Ce-TiO, y Ce0,-TiO, respectivamente, luego del proceso de calcinacién. Todas las muestras
estdn compuestas de pequeiias nanoparticulas prismaticas de aproximadamente 20-50 nm de

longitud (figura 4.8).

Figura 4.1: fotografias electrénicas de barrido que muestran la morfologia de los materiales A, By C.
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La incorporacion de nanoparticulas de CeO, (figura 4.2) durante el proceso de sintesis no
causa alteraciones en la forma final del producto (material C), de manera tal que este material

presente la misma morfologia indefinida que el material A.

Intesidad (cuentas)

10 = © “ 0 L] ] ©

20 (grados)

Figura 4.2: Caracterizacion de las nanoparticulas de CeO, preparadas usando sistemas de
microemulsiones agua/C;sTAB/butanol/Ce(Val)s/aceite. El diagrama de difraccion de rayos X
coincide con el informado para el éxido de cerio en su forma cristalina cerianita (R050379-9 de la
base de datos RRUFF, http.//rruff.info/). El considerable ensanchamiento de los picos sugiere
tamafios de particula muy pequeiios; observacion que se confirma al analizar el material por
microscopia electronica de transmision, revelando la presencia de particulas de CeO, de
aproximadamente 5 nm de didmetro. Imagen adaptada del articulo de Ruso et al.[19]

La incorporacidn de la sal de cerio durante la sintesis, sin embargo, origina particulas de
menor tamafno (material B) y que, ademads, se organizan en superestructuras en forma de bandas

alineadas de 10 um de longitud, 0,25 um de didametro y con una separacién de 1,40 um (figura 4.3).

La estabilidad de la microemulsién que, en ultima instancia, afecta el éxito de la sintesis,
depende de varias condiciones experimentales: la relacion molar agua/surfactante, la relacion molar
aceite/surfactante, el tipo y el contenido del agente estabilizante, la concentracion del precursor en
la solucién y la velocidad de mezclado[20]. La combinacién final de estos parametros ejerce un
delicado control sobre la elasticidad interfacial de las gotitas, el intercambio entre los precursores y
la morfologia final del material[21]. EI C;sTAB forma una pelicula muy flexible que da lugar a micelas
con una alta velocidad de intercambio[22]. La naturaleza dindmica del intercambio entre las gotitas
de microemulsiones inversas juega un papel fundamental en el modelado de la forma final del

material.
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Figura 4.3: Microfotografias electronicas de barrido que muestran la morfologia de los materiales
conteniendo cerio en sus distintas formas de incorporacion. Izquierda, material B (Ce-TiO,); derecha,
material C (CeO,-TiO,).

La presencia de grupos Ce(Val); probablemente modifica el pardmetro de empaquetamiento
y esto, en consecuencia, afecta el radio de curvatura de las gotas de la microemulsién de manera tal
de causar un aumento en la rigidez de la interfase agua/aceite. Asimismo, también debe manipular la
organizacidn interfacial al afectar la compactibilidad de la pelicula y su estabilidad temporal, de
manera similar a como lo hace un cosurfactante en sistemas ternarios de microemulsiones
estables[23], [24]. Para una curvatura interfacial (1/R) se espera una contribucion energética por

unidad de area segun la forma[25]:

, K
RoR ' 2R?

F=y-— (4.13)
donde y es la tensidn interfacial, R, es el radio de curvatura de una micela esférica y R es el
radio de curvatura de la gota de la microemulsién bajo cierta restriccidn; el parametro K tiene
unidades de energia y puede ser considerado como la rigidez de la interfase. La adicién de un
cosurfactante o cualquier molécula que se incorpore a la interfase de la microemulsién puede afectar

los parametros 1/Ry y K, modificando asi la energia de curvatura interfacial, F.

Trabajos de investigacion previos realizados por este grupo evaluaron el efecto de la rigidez
interfacial en la morfologia final del material, estableciéndose que, bajo condiciones hidrotérmicas, la
formacién de diferentes estructuras inorganicas ocurria a través de un mecanismo de agregacion
orientado[19], [26]. En aquella oportunidad se sefald la necesidad de contar con una interfase poco
flexible para conducir la formacidn de estructuras elongadas durante el proceso de sintesis
hidrotérmico mediado por microemulsiones. Si la pelicula interfacial es flexible, al someter a la
microemulsidn al tratamiento hidrotérmico, las micelas inversas se rompen y debido a la flexibilidad

de su interfase, las microgotas se unen adoptando estructuras bicontinuas[19], [26]. Sin embargo,
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cuando la pelicula interfacial se presenta suficientemente rigida, se evita la formacién de canales
interconectados y el material inorganico crece formando estructuras elongadas. Durante la sintesis
del material B, y como se menciona anteriormente, es posible que la presencia de Ce(Val); afecte la
organizacidn interfacial mediante la modificacion de la compactibilidad de la pelicula del
tensioactivo, su estabilidad temporal y el parametro de empaquetamiento, manipulando asi el radio

de curvatura de las gotitas de manera tal de aumentar la rigidez de la interfase agua/aceite.

Si se permite que las moléculas ajusten su darea unitaria en funcién de la curvatura, la
interfase seria menos rigida al doblarse (figura 4.4). Estos cambios interfaciales parecen ser
suficientes para provocar asociaciones elongadas de nanoparticulas, pero no lo suficientes como
para provocar la formacién de estructuras fibrilares. Un efecto similar fue observado durante la

preparacidon materiales de Ce-SiO, mediante un proceso analogo[19].

ol -
Tratamientff 1 lg N\ \\\/ ' :
hidrotérmico k L & N

24 h, 100 °C

Calcinacion
6 h, 650 °C

|

amy
—

Mag= 1200 KX EHT=10.00kV

Figura 4.4: Representacion esquemdtica de las condiciones de sintesis que conducen a la formacion
del material Ce-TiO, (B).

Otro factor importante para analizar, del que también depende la morfologia final del
producto, es la policondensacién del precursor inorganico. Como se adelantd en el capitulo anterior,
las reacciones de hidrdlisis de los alcdxidos de titanio son muy complejas[27] y producen
policondensados cuya composicidn es funcién del tamanio fisico y la morfologia del polimero. Para la
hidrélisis de isopropéxido de titanio (TTIP), Park et al.[28] demostraron que la reacciéon ocurre a

través de un mecanismo asociativo, habiendo detectado un intermediario con numero de
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coordinacién igual a 5 grupos —OR. Informacién termodindmica mostré una alta entalpia de
activacidon en comparacion con los pequefios valores de entropia de activacion. Estos factores estan
relacionados con la dificultad de debilitar el enlace del grupo saliente y la complejidad de formacién

del enlace para el grupo entrante[28].

El sistema de microemulsiones empleado en este trabajo (tabla 4.1) posee una relacidon
molar agua/surfactante entre 4 y 5 veces mayor que la relacion molar aceite/surfactante y que la
relacion Ti*'/tensioactivo. La relacidn cosurfactante/surfactante es aproximadamente 8, en tanto
que agua/ Ti** y aceite/ Ti*" son 40 y 10 veces mayores que la relacion Ti*/surfactante. Bajo estas
condiciones experimentales, existe una difusion lenta de iones Ti*" a través de la fase organica
continua hacia el interior de las gotas de la microemulsién y una hidrélisis de TTIP relativamente
lenta en comparacion con la velocidad de intercambio entre gotas[21]. La red de dxidos se extiende
tanto como las condiciones de hidrélisis lo permiten[27], limitada por el confinamiento de la
microemulsién y, como se menciona antes, por la elasticidad interfacial. En este caso, la produccion
de isopropanol (reacciéon 4.1) parece no tener relevancia en la microemulsién, probablemente
debido a que la mayoria de los grupos —OR estdn localizados dentro del ndcleo de las microgotas

formando parte del producto de policondensacion de TTIP[28].

Ti(iPr)s + 2 H,0 S TiO, + 4 HiPr (4.1)

4.3.1.2. Estructura cristalina y composicion elemental
Para estudiar la composicién elemental de estos materiales se emplearon dos técnicas, el
microanalisis por dispersién de energias de rayos X (EDX) y la difraccion de rayos X (XRD), siendo esta

ultima, ademas la técnica de eleccidn para resolver su estructura cristalina.

De acuerdo con los patrones de difraccion de rayos X, figura 4.5, puede observarse que todos
los materiales comienzan a cristalizar como TiO, anatasa (sistema tetragonal, /41/amd, JCPDS n° 21-
1272) durante el tratamiento hidrotérmico. Cuando son sometidos al proceso de calcinacién durante
6 horas a 650 °C, los materiales que contienen cerio, B y C, retienen la estructura de anatasa,
mientras que el material A, correspondiente a la muestra de TiO, puro, se convierte parcialmente a
rutilo, en concordancia con la transicién de fase anatasa = rutilo que ocurre a partir de 600 °C, de
acuerdo con lo informado en literatura[29]. La ausencia de picos de difraccidon a 28 = 31 ° denota que

las muestras siempre estuvieron libres de estructuras de TiO, brookita.

Estudios previos realizados con sistemas similares demostraron que la presencia de aniones

RSO en microemulsiones agua/AOT/n-heptano conducen a la inhibicién del crecimiento de algunas
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facetas cristalinas, conduciendo a la formacidn de nanocristales de anatasa de forma
caracteristicas[30]. En la presente disertacidon se estima que, al trabajar con una relacién molar
interfacial cosurfactante/surfactante= 8, es probable que los grupos —OH del butanol actien de la

misma manera.

* Rutilo

1
*
*
*
*
*
*

TiO

2

Mttt fﬂx W Ce-TiO,

Intensidad (cuentas)

i CeOz-TiO2

T T T T T T T T T T T T T T T 1

10 20 30 40 50 60 70 80

2-theta (grados)

Figura 4.5: Patrones de difraccion de rayos X de los materiales (A) TiO,, (B) Ce-TiO, y (C) CeO,-TiO,
luego del calcinado a 650 °C. Se observa que el material A se encuentra parcialmente trasformado
en rutilo (*) mientras que By C retienen la estructura cristalina tipica de anatasa.

No se detectaron indicios de picos de difraccidn correspondientes a dxido de cerio ni en el
patron de XRD (figura 4.5) ni en el microanalisis por EDX (figura 4.6), en el que sdélo se observan
sefiales correspondientes a titanio y oxigeno, en tanto que las sefiales correspondientes a silicio
presentes en el espectro de A son bastante comunes y se deben a contaminacidon por silice
ambiental. La falta de sefiales correspondientes al cerio se atribuye a la pequena cantidad del
dopante y a la gran zona de distribucién entre las particulas de 6xido de titanio. La incorporacion de
atomos de Ce a la estructura cristalina de anatasa se manifiesta en la variacion de los parametros de
red a y c, tabla 4.2. Un anadlisis mdas exhaustivo de la interaccidén entre los atomos de cerio, titanio y

oxigeno en la red cristalina de anatasa se presenta en la seccién 4.3.2.3.
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Figura 4.6: Microandlisis por dispersion de rayos X de los materiales (A) TiO,, (B) Ce-TiO, y (C) CeO,-
TiO; luego del calcinado a 650 °C.

La estabilizacién de TiO, en fase anatasa normalmente puede lograrse cambiando su
composicion superficial, y es habitual afiadir otros 4tomos a titania para mejorar las propiedades de
TiO,, tales como la estabilidad estructural[31], [32]. Se ha informado que el CeO, en un estado
finamente disperso tiene la propiedad de estabilizar la fase activa y de mejorar de la resistencia a la
pérdida térmica[33]. De acuerdo con el modelo propuesto por Cao et al. [32], en las muestras que
contienen cerio se forma un enlace Ti—-O—-Ce que mejora la resistencia del enlace Ti—O e inhibe la
transicion de fase y el crecimiento de las particulas. Los resultados hasta aqui expuestos podrian ser

explicados utilizando estas mismas evidencias.

La falta de sefiales elementales correspondientes al cerio en los microanalisis por EDX en las
muestras B y C puede explicarse debido al concepto de impregnacidn[7]. Cuando el agente dopante

se encuentra completamente integrado dentro de la arquitectura interna del material de soporte, no
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es detectable durante analisis superficiales como los llevados a cabo por SEM o EDX, incluso
trabajando a la resolucién mas alta posible, siendo las minimas sefiales detectables cuando el

dopante supera 1-5 % de la composicidn total de la muestra, que no es el caso de estos materiales.

Tabla 4.2: Caracteristicas cristalinas de los materiales A (TiO,), B (Ce-TiO;) y C (CeO,-TiO,). X,
representa el grado de cristalinidad, F, el porcentaje de fase rutilo, a y ¢ son ejes cristalogrdficos
computados para la red cristalina de anatasa.

Morfologia Fuente de cerio X, (%) F, (%) a(A) c(A)
A Particulado 80 48 3,775 9,299
B En bandas Ce(Val); 85 0 3,785 9,465
C Particulado  Nanoparticulas de CeO, 80 0 3,785 9,463

4.3.1.3. Rugosidad
La topografia de un implante puede ser definida en términos de forma, ondulacién vy
rugosidad, siendo estos dos ultimos considerados muy a menudo bajo el término de “textura”. Sin
embargo conviene diferenciar estos dos términos y considerar las ondulaciones como la medida de
las irregularidades superficiales cuyo espaciado es mayor que el presente en las medidas de
rugosidad. Estrictamente entonces, se considera que la rugosidad corresponde a irregularidades

superpuestas sobre una superficie ondulada[34].

Con el fin de evaluar los perfiles superficiales de las muestras A, B y C, TiO,, Ce-TiO, y CeO,-
TiO, respectivamente, se analizaron sus parametros de rugosidad usando imagenes digitalizadas de
microscopia electrénica de barrido (SEM) junto con diferentes paquetes informaticos (Imagel®[15] y
sus correspondientes aplicativos “Roughness calculation” y “SurfCharJ 1qg”). La figura 4.7 muestra tres
perfiles modelo a partir de los cuales obtuvieron los parametros de rugosidad media (R,), rugosidad
cuadrética media (R,), el coeficiente de escarpadura (Ry,) y el coeficiente de asimetria (Ry) que se

describieron oportunamente en la seccién materiales y métodos de este capitulo.

Material A Material B Material C

Figura 4.7: perfiles de rugosidad de los materiales A, By C.
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La tabla 4.3 muestra un resumen de los resultados obtenidos. Segun estos datos, puede
observarse que ambos pardmetros R, y R, decrecen desde A hasta C. Para superficies sinusoidales
regulares, Ry es proporcional a R,, siendo generalmente 1,11 veces mayor; esta proporcionalidad se
aleja del valor en el sentido B > A > C por lo que se hace evidente que el perfil de B es el mas
heterogéneo de los tres. Los coeficientes Ry y Ry, son indicadores de asimetria; todos los materiales
presentan valores positivos de Ry, revelando que el perfil posee prevalencia de picos que protruyen
sobre la linea media; valores negativos de R, son propios de superficies porosas. Como se vera en la

siguiente seccion, este hecho es consistente con la escases de poros que presentan estos materiales.

El coeficiente de escarpadura describe la uniformidad del perfil o la agudeza de sus picos. Si
Ri, < 3 la curva de distribucién se dice que es platicurtica y tiene relativamente pocos picos altos y
valles bajos. Si R, > 3 la curva de distribucién se dice que es leptocurticas y tiene relativamente
muchos picos altos y valles bajos. Todos los materiales son platicurticos, pero la incorporacién de
atomos de Ce parece causar un ligero aumento de la agudeza de los picos en la superficie del
material en comparacion con el material de TiO, puro. El material con bandas (B) presenté el mayor

valor Ry, de acuerdo con la existencia de un nimero importante de los picos en su topografia.

Tabla 4.3: Parametros topogrdficos de los materiales TiO,, Ce-TiO, y CeO,-TiO,

Ry (nm) R. (nm) Rk Riu
A 100,97 £9,18 93,77 £8,79 1,18 £0,13 1,51+0,42
B 79,35+2,77 63,96 + 2,63 1,44 £ 0,02 2,28+0,11
C 64,42 £ 16,18 56,06 + 15,51 1,33+0,05 1,97+0,16

Uno de los objetivos principales de la rugosidad superficial de los implantes es aumentar la
resistencia al cizallamiento de la interfaz hueso-implante. Los parametros de rugosidad superficial
normalmente utilizados para caracterizar la topografia del implante no pueden discriminar entre
superficies de las cuales se espera una alta resistencia a la cizalladura respecto de aquellas de las
qgue no. Por otro lado, los coeficientes de asimetria y de escarpadura si pueden hacer esta diferencia
[35]. A medida que el mdédulo de elasticidad del material del implante es sustancialmente mayor que
el del hueso, los picos de tensién surgirdn en el hueso adyacente a los picos de rugosidad[36]. Cuanto
mas aguzadas sean las asperezas de la rugosidad superficial, mayores serdn los puntos de tension en
el hueso[37]. Si las tensiones dseas son excesivas daran lugar a la resorcion dsea [38], [39]. El
coeficiente de escarpadura tiene su utilidad practica en la prediccion de estas tensiones y por lo

tanto, es esperable que valores de Ry, < 3 sean deseables en términos de resistencia al cizallamiento.
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4.3.1.4. Tamaiio de particulas y superficie especifica
A partir del estudio de las microfotografias electrénicas de barrido de A, B y C, es posible
obtener la distribucidon de tamafio de particulas de estos materiales, figura 4.8. También, a partir de
aplicar la ecuacion de Scherrer (ecuaciéon 4.12) en los difractogramas de rayos X, se puede calcular el
tamafio promedio de los cristalitos. Como puede observarse, todas las muestras estan constituidas
por pequefias nanoparticulas prismaticas de aproximadamente 20-50 nm de longitud, y la presencia
de atomos de cerio durante la sintesis de material se traduce en una leve disminucidn del tamafio de

particulas, tabla 4.4.

Material A Material B Material C

1

lenght § nem

Figura 4.8: histogramas de distribucion de tamafos de particulas para los materiales (A) TiO,, (B) Ce-
TiO, y (C) CeO,-TiO, obtenidos a partir de microfotografias SEM.

Las isotermas de adsorcién-desorcion de N, obtenidas paras las muestras A, By C (figura 4.9
a)) son del tipo IVa segun la clasificacion propuesta por Brunauer, Deming, Deming y Teller[40],
observandose la presencia de un ciclo de histéresis del tipo H; segun IUPAC[41]. Este tipo de
isoterma de adsorcion es tipica para el caso de una interaccidn sustrato-adsorbato débil y no permite
un calculo exacto de la superficie interior porque los cambios de adsorcién caracteristicos que
ocurren después de la saturacién de la primera monocapa no son pronunciados. En general, los ciclos
de histéresis de tipo H; se asocian con solidos mesoporosos cuyos poros son de forma cilindrica,
tamanfio similar y no intersectados, sin embargo ninguno de los materiales aqui estudiados presenta

areas superficiales lo suficientemente grandes ni un arreglo ordenado de mesoporos.

La tabla 4.4 resume los valores de superficie especifica determinados por BET (Sger) y de
volumen de poro (V) calculado aplicando la regla de Gurvitch. El error en el calculo de Sggr fue

siempre menor al 10 % en todas las muestras analizadas.
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Figura 4.9: (a) Isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno para las muestras A (o), B(A)y C (m);
los simbolos llenos corresponden a la rama de adsorcion y los simbolos vacios a la rama de desorcion.
(b) Distribucion de diadmetro de poro obtenido a partir de la rama de desorcion utilizando el método
de BJH para las muestras A (e), B(A)y C (m).

Tabla 4.4: Distribucion de tamafio de particulas promedio obtenidas a partir de las microfotografias
SEM (6;) y de los DRX (6,), superficie especifica determinada por BET (Sger), volumen de poro
calculado por Gurvitch (V1) y didmetro de poro promedio (Wp).

Composicion 8, (nm) 5, (nm) Seer (M?/g) Vip (cm?/g) W; (nm)
A TiO, 51 40 3 0,01 17
B Ce-TiO, 32 34 21 0,10 19
C CeO,-TiO, 21 28 43 0,21 19

En la figura 4.9 b) se muestra la distribucion de diametro de poro para las muestras en
estudio, calculado a partir de la rama de desorcidn utilizando el método de BJH[42]. Se observa una
distribucion de didmetro bastante estrecha ubicandose el promedio del valor alrededor de 17-19 nm
(tabla 4.4) para todas las muestras, indicando que la presencia de Ce no influye en el diametro de
poro obtenido. La diferencia de area bajo la curva existente entre las distribuciones de los diferentes
materiales esta relacionada con el volumen de poro de los mismos. Como puede verse, los materiales
A y B responden a un modelo de distribucion de tamafio de poro, mientras que C reporta otro
modelo. Este hecho indica que no se produce separacién de fases durante la asimilacion de los
atomos de cerio en la matriz de TiO, utilizando Ce(Val); como precursor, en contraste a lo que ocurre
con la incorporacidon de nanoparticulas de CeO,. Aunque desde el estudio de los patrones de
difraccidn de rayos X de la muestra C los picos relacionados con estructuras cristalinas adjudicables a
CeO, no pueden ser identificados (figura 4.5), la existencia de una distribuciéon de tamafno de poro

bimodal seria indicativo de una incorporaciéon incompleta de nanoparticulas de CeO, en la matriz de

anatasa.
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4.3.1.5. Hidrofilicidad

La hidrofilicidad de los polvos basados en TiO, fue evaluada por un método indirecto,
mediante la inspeccion de los espectros de infrarrojo cercano (NIR) de las moléculas de agua
adsorbidas a la superficie (figura 4.10). Para contrastar resultados se utilizé una muestra de anatasa
comercial (AA). Todos los materiales evaluados presentan un patrén similar de bandas que puede
adjudicarse a diferentes estados de moléculas de agua fisisorbidas sobre su superficie, indicando
cierto grado de hidrofilicidad. La intensidad de los picos aumenta desde el material A hasta el C, y
todos, excepto en A, son mayores que los correspondientes a la muestra comercial de anatasa (AA).
El material A (TiO,) y AA, de composicion equivalente, no presentan diferencias sensibles en el

patron de agua adsorbida.
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Figura 4.10: Espectros de infrarrojo cercano para moléculas de agua adsorbidas sobre anatasa
comercial, AA, y sobre los materiales A, B y C. Los momentos vibracionales para el H,0O estdn
representados por v;: estiramiendo simétrico; v,: flexion; vs: estiramiento asimétrico; LHBW:
asociacion de agua con menos hidrégenos; IHBW: asociacion de agua con numero intermedio de
hidrégenos; HHBW: agua asociada con alta cantidad de hidrdgeno.

En el espectro NIR se observan pequefias bandas de adsorcién correspondientes a modos
vibracionales de agua poco estructurada (Less Hydrogen Bonded Water, LHBW)[43] y que pueden ser
asignadas a combinaciones de estiramiento simétrico y asimétrico (v;+v;), en 1380 nm, y a flexion y
estiramiento asimétrico (v,+v;), en 1880 nm, equivalente a agua en estado gaseoso[43]. Las bandas
anchas centradas en 1420-1450 nm y 1920 nm pertenecen a modos vibracionales de agua de
estructuracion intermedia (Intermediate Hydrogen Bonded Water, IHBW), representados por
estiramientos simétrico y asimétrico (v;+v;) en 1420-1450 nm, y la combinacién de flexion vy

estiramiento asimétrico (v,+v3), en 1920 nm. Finalmente, el pico ancho de menor intensidad,

81



Capitulo 4: Caracterizacion fisicoquimica de los materiales basados en TiO,

centrado en 2200 nm, es similar al presentado por los modos vibracionales (v,+v;) del hielo[43], y por

lo tanto se asocia con agua altamente estructurada (High Hydrogen Bonded Water, HHBW).

4.3.2. Materiales B;-Bg

En el 6xido de cerio existe una dependencia del tamafo de los pardmetros de red en funcion
de la diferencia de tamafios de los iones Ce*" y Ce*". Eso da lugar a la modificacién de la red cristalina
y al desarrollo de puntos de tensién debido a la pérdida de oxigeno de la region superficial[44]. Esta
caracteristica se puede utilizar para manipular las propiedades estructurales del material, que son
especialmente valiosas en el desarrollo de nuevos dispositivos ortopédicos implantables, debido al
fuerte efecto de la topografia del material sobre la viabilidad, propagacion y proliferaciéon de las
células[45]. Basandose en la informacién de que el titanio y sus aleaciones son ampliamente
utilizados en muchas aplicaciones ortopédicas[46] y que el uso de recubrimientos de TiO, aumentaria
la bioactividad superficies metdlicas[47], se decidié evaluar el efecto de diferentes concentraciones
de cerio sobre la morfologia, topografia, el polimorfismo y la capacidad de almacenamiento de
oxigeno de los cristales de TiO,. La tabla 4.5 muestra las condiciones finales de sintesis utilizadas en
la obtencion de esta serie de materiales, cuyos pardmetros estan dados en términos de relaciones

molares.

Tabla 4.5: Resumen de las condiciones finales de sintesis empleadas en la obtencion de los
materiales B;-Bs.
Condiciones finales de sintesis

Muestra —  eptano/C,.TAB Agua/C,TAB  TTIP/C,.TAB _ BUtOH/C,.TAB _ Ce(Val),/TTIP

B, 25,3 20,1 2,5 24 0

B, 25,3 20,1 2,5 24 6,0 x 10
B; 25,3 20,1 1,2 24 1,2 x 107
B4 25,3 20,1 1,2 24 6,0 x 107
Bs 25,3 20,1 1,2 24 1,2 x 102
Bs 25,3 20,1 1,2 24 6,0 x 10
B, 25,3 20,1 1,2 24 1,2 x 10"
Bs 25,3 20,1 0,6 24 3,0x10"

4.3.2.1. Composicion elemental
A partir de la inspeccion de los andlisis por energia dispersiva de rayos X es posible inferir la
composicion elemental de todas las muestras (figura 4.11). Todos los espectros describen picos
correspondientes a emisiones K, del Ti a 4,510 keV, L, en 0,452 keV y un pico satélite destacable en

4,930 keV que corresponde con la configuracién electrénica Kg. Asimismo, también es posible
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detectar las emisiones energéticas correspondientes a dtomos de oxigeno cuya configuracién K,
puede apreciarse en 0,523 keV. Debido al soporte de aluminio empleado para sostener las muestras,
las sefiales correspondientes a este elemento también son apreciables en todos los espectros (Al K, =

1,486 keV).
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Figura 4.11: Microandlisis por EDX de los materiales Ce-TiO; tipo Fl.

Las dispersiones energéticas correspondientes al cerio son bastante débiles en esta zona del
espectro, y sélo pueden apreciarse las configuraciones energéticas L, que se ubican en 4,839 keV. En
general estas sefiales se encuentran solapadas con las lineas Kg del titanio por lo que su deteccidn es
bastante compleja, aun en las muestras mas concentradas. Sin embargo, en las muestras mas

concentradas (esto es, a partir de B,) es posible observar sefiales correspondientes a configuraciones
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Lg del Ce en 5,261 keV; sefiales al satélite de Lg en 5,690 y a configuraciones M en 0,883 y 0,902 keV

también son evidentes en el material Bg.

Es posible concluir que todos los materiales estan compuestos principalmente por 4&tomos de
titanio y oxigeno y que el cerio sélo se vuelve evidente en concentraciones relativamente elevadas,
cuando la relacién molar Ce(Val);/ TTIP > 6,0 x 103, lo cual es coherente con los resultados de EDX
obtenidos para los materiales By C en la seccion 4.3.1.2, con la salvedad de que en B y C, la cantidad
de cerio incorporada durante la sintesis es insuficiente para manifestarse por dispersidon de energia

de rayos X.

4.3.2.2. Morfologia

Esta seccidn presenta el analisis metodoldgico de las condiciones de sintesis y su influencia
sobre las caracteristicas estructurales de los materiales B;-Bg. Se evalud el comportamiento de fases
sobre varias condiciones experimentales, observandose que bajo circunstancias especificas, la
presencia de cerio induce la formacion de estructuras de anatasa estables, cerradas y huecas con
caracteristicas tipicas de ensamblajes de tipo fullereno inorgdnico (FI) que usualmente son
producidas por compuestos con arreglos bidimensionales en capas como los dicalcogenuros
metdlicos[48]-[51]. A diferencia de los dicalcogenuros metalicos, el diéxido de titanio no forma este
tipo de estructuras en capas de tipo fullereno inorganico espontdneamente, y su obtencion

generalmente requiere el empleo de procedimientos sintéticos muy elaborados[52]-[59].

Figura 4.12: Microfotografias electronicas de barrido representativas de los materiales B, (a) y Bg (b)
luego de ser calcinados a 650 °C durante 6 horas en flujo de aire.

La figura 4.12 muestra imagenes representativas de los materiales B, y Bg luego de ser
sometidas al proceso de calcinacion a 650 °C durante 6 horas en flujo de aire. Las nanoparticulas
normalmente se muestran agregadas, pero pueden desasociarse facilmente cuando se las somete a

sonicacién moderada. Las imdagenes del aspecto de estas estructuras tipo fullereno inorganico

84



Capitulo 4: Caracterizacion fisicoquimica de los materiales basados en TiO,

pueden observarse en las imagenes de microscopia electrdonica de transmisién de alta resolucién (H-
TEM), figura 4.13. La estructura en capas y la morfologia hueca de estas estructuras tipo Fl son
bastante evidentes a partir de las fotografias obtenidas, su tamafio y forma, en cambio, son
relativamente heterogéneos. La relacién molar Ce/Ti, como se analizard mas adelante, parece ser la

responsable del control de estos pardmetros.

|

Figura 4.13: Imdgenes H-TEM de los diferentes materiales Ce-TiO, tipo Fl luego del calcinado a 650
°C: (a) By, (b) B, (c) B, (d) By, (e) Bs, (f) Bs, (9) B7 y (h) Bs.

Como se muestra en la figura 4.13 a-d), el nimero de paredes multiples que forman las
estructuras de tipo cebolla cuasi-esféricas varia de seis a cincuenta a medida que la relacién molar
Ce/Ti en el material aumenta hasta 6 x 10°. Al mismo tiempo, el tamafio de las nanoparticulas
también aumenta, por ejemplo, en las muestras B; y B,, la longitud y el ancho de las nanoparticulas
son aproximadamente 17 nm y 11 nm, respectivamente; mientras que en By, las nanoparticulas son
58 nm de longitud y 37 nm de ancho. Asimismo, las particulas muestran una reduccion en el ancho
del espacio interior hueco, de acuerdo con el aumento del nimero de paredes multiples. A medida
que el contenido de Ce/Ti supera el valor de 6 x 103, aparece una reduccién del nimero de paredes

multiples siendo éstas 20 como maximo, y las estructuras comienzan a alargarse.

La figura 4.13 e-h) permite observar que la longitud de las estructuras de tipo Fl se expande
hasta 600 nm cuando la relacion Ce/Ti aumenta desde 0,012 a 0,3. Evidentemente no es posible una
expansion de la estructura Fl con una retencién simultdnea del nimero de capas cristalinas
concéntricas, por lo tanto, las estructuras se hacen mas grandes a expensas del nimero de paredes.
De acuerdo con el mecanismo propuesto por Tenne et al. [60], [61], la existencia de atomos

contaminantes de cerio, posiblemente reduce o elimina la tension de flexion de las capas de TiO, a
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través de la formacidn de estructuras de 6xido de cerio en las esquinas. Este efecto, combinado con
la evolucién del crecimiento del cristal restringido dentro de las gotitas de microemulsién, conduce al
crecimiento de estructuras de tipo fullereno pasando de nanoparticulas a estructuras alargadas de
paredes multiples. Una inspeccidn cercana de las esquinas de estas estructuras revela la presencia de

estructuras cristalinas correspondientes a dxido de cerio, figura 4.14.

0,312 nm (111)

Figura 4.14: Microfotografia H-TEM del material Bg (Ce(Val);/TTIP= 0,3). El patrén de difraccion de
electrones de las dreas selectas de la microfotografia extraidos por Transformada de Fourier
mediante procesamiento de imdgenes evidencia la existencia del plano cristalino principal (111) de
Oxido de cerio.

La formacion de estas estructuras Fl en capas se inicia muy temprano durante el proceso de
sintesis, cuando, ya en la etapa de la microemulsién, aparece una multitud de planos doblados en
diversas direcciones, figura 4.15. Es de esperar que la naturaleza dindmica de las gotas en la
microemulsidn inversa juegue un papel clave en la formacidn de estructuras Ce-TiO, de tipo
fullereno. La formacién de este tipo de estructuras implica una alta tensidn eldstica, caracteristica
gue puede correlacionarse con la rigidez de la interfase aceite/agua de las microgotas. De manera
analoga a lo presentado en la seccion 4.3.1.1, podria presumirse, en principio, que esta rigidez

impacta directamente sobre la morfologia final del material y su microestructura cristalina. Como

alternativa, podria proponerse que el crecimiento de estructuras cristalinas curvadas involucraria la
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participacién de atomos contaminantes en la estructura cristalina[61]. Esta alternativa surge del
hecho de que durante el proceso de sintesis de estos materiales de tipo fullereno inorganico, los
atomos de cerio se incorporan a la matriz de diéxido de titanio. Es posible que la presencia de grupos
Ce(Val); en la sintesis tenga varios efectos: por un lado, influencian la organizacion interfacial
afectando la compactibilidad de la pelicula de tensioactivo y su estabilidad temporal; por otro lado,
también afecta el parametro de empaquetamiento, modificando el radio de curvatura de las gotas de
la microemulsién de manera tal de aumentar la rigidez de la interfase agua/aceite. Al permitir que las
moléculas ajusten su area unitaria en funcién de la curvatura, la interfase seria menos rigida y se
curvaria con mayor facilidad, admitiendo la formacidn de estructuras alargadas en su interior. Este
fendmeno, sumado a que la presencia de contaminantes de cerio capaces de formar estructuras de
6xido de cerio en las esquinas de las capas de TiO, (figura 4.14), seria el responsable del crecimiento

de este tipo de estructuras de paredes multiples de tipo fullereno.

Contenido de cerio

Antes del tratamiento
hidrotérmico

Después del tratamiento
hidrotérmico a 100 °C

Figura 4.15: imdgenes H-TEM de la evolucion de las estructuras de tipo FI durante el tratamiento
hidrotérmico a distintas relaciones molares Ce/Ti: (By) 0, (B4) 6,0 x 10° y (Bs) 0,30.

La figura 4.15 también muestra la evolucidn térmica de estas estructuras de tipo Fl cuando
son sometidas a tratamiento hidrotérmico. A la temperatura evaluada, lo materiales retienen la
morfologia de tipo multilaminada. Sin embargo, puede observarse que existe un efecto diferente en
la organizacién del material en funcién de su contenido de cerio. Para el caso del material B, (TiO,

puro), el tratamiento hidrotérmico causa una segregacion de la microemulsion y la formacion de
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estructuras indefinidas donde se pueden observar particulas aisladas con una incipiente forma
poliédrica. El aumento en el contenido de cerio, induce la formacidn de estructuras elongadas, como

se menciond previamente.

Esencialmente, hay dos mecanismos propuestos para la sintesis de nanohilos
inorganicos/nanorodillos mediada por microemulsiones: el crecimiento dirigido por plantillas y el de
agregacion orientada[21]. En el primero, las gotitas de agua alargadas o canales de agua
interconectados juegan el papel de plantilla para inducir la formacién de nucleos alargados, que
finalmente crecen en nanorodillos cuyas dimensiones son considerablemente mas grandes que las de
las plantillas que los originaron. En el mecanismo de agregacidn orientada, la precipitacion inicial
dentro de las gotitas de agua esféricas resulta en la formacidén de nanoparticulas primarias
encapsuladas por surfactante que posteriormente intervienen en la agregacién orientada, proceso
gue implica la fijacidn lineal y la coalescencia debido a interacciones especificas de los cristales
inorgdnicos con agentes tensioactivos que conducen al crecimiento de nano-hilos cristalinos. En
condiciones hidrotérmicas, generalmente se adopta el mecanismo de agregacion orientada porque
las micelas inversas pueden ser destruidos bajo estas condiciones de sintesis[21]. Cuando la pelicula
es altamente flexible, ha de aclararse que este no es el caso, al someter la microemulsién al
tratamiento hidrotérmico, las micelas inversas se rompen como se muestra en el mecanismo de
agregacion orientada y debido a que su interfase es eldstica, los nano-gotitas se fusionan adoptando
estructuras bicontinuas[19], [26], [62]. Como resultado, el material obtenido final presentaria una
estructura final indefinida o una bicontinua. En contraste, si la pelicula interfacial es altamente
inflexible, se lleva a cabo la formacidon de pequefas particulas estructuradas, tal es el caso de los
materiales B;-B,. Cuando la pelicula parece ser lo suficientemente flexible, la configuracion de
canales interconectados se evita y el material inorganico que crece dentro de las gotitas conduce a la
formacién de estructuras alargadas cuya expansion se limita a la elasticidad interfacial, tal y como se

observa en los materiales Bs-Bg.

4.3.2.3. Estructura cristalina de estructuras tipo fullereno inorganico
En todos los materiales Ce-TiO, (B,-Bg) con estructura de tipo Fl, es posible observar que la
distancia interplanar es de 0,34 + 0,05 nm, lo cual se asemeja al espaciado d de los planos (101) de

TiO, anatasa, figura 4.16.

El andlisis de difraccion de electrones realizado sobre los materiales Ce-TiO, de tipo fullereno
permite medir la distancia entre capas y, confirmar asi su naturaleza cristalina homogénea, figura
4.16 c). La inspeccidon de los patrones de difraccion de rayos X brinda un mayor entendimiento sobre

la estructura y composicion de estos materiales, como se muestra figura 4.17. Se puede observar en
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dicha figura, que luego del calcinado a 650 °C el material B;, formado por TiO, puro, cristaliza en
forma de una mezcla de sus polimorfos rutilo y anatasa (F, = 0,50), mientras que el resto de los

materiales que contienen cerio, B,-Bs, sélo presentan estructura cristalina correspondiente a anatasa

(JCPDC 21-1272).
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Figura 4.16: (a) Microfotografia H-TEM del material B, (Ce(Val);/TTIP= 6 x 107). (b) Perfil del
espaciado interplanar. (c) Andlisis de difraccion de electrones del drea seleccionada en (a).

El aumento en el ancho a media altura (full width at half-maximum, FWHM) de los picos, asi
como también la reduccidn en sus intensidades a medida que aumenta la concentracion del dopante,

indica una pérdida en la organizacidn cristalina de los materiales.

Debido a que en ninglin momento se detectan picos de difraccion correspondientes a formas
cristalinas del 6xido de cerio, es posible conjeturar que el dopante estd altamente dispersado en la
matriz del TiO,, impidiendo la formacidn de estructuras periddicas detectables mediante difraccion
de rayos X. Otra evidencia que permite inferir que el dopante se encuentra incorporado en la
estructura cristalina del TiO, radica en la variaciéon de los parametros cristalograficos de la celda

unidad de anatasa en estos materiales, tabla 4.6.
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Figura 4.17: Patron de difraccion de rayos X de los materiales Ce-TiO, tipo fullereno. Todos los
patrones pueden asignarse a reflexiones correspondientes a anatasa, excepto los marcados con (*)
que se adjudican a rutilo.

Tabla 4.6: Parémetros cristalogrdficos de los materiales TiO, y Ce-TiO, tipo FI (B;-Bg), donde a y ¢
son los ejes cristalogrdficos, V es el volumen de la celda unidad y 2¢ corresponde al dngulo Ti—O—
Ti.

Parametros de red

Muestra

Ce(Val);/TTIP a (A) c (A) v (A% 20 (°)

Anatasa Regular 3,785 9,514 136,308 156,16
B, 0 3,775 9,540 135,960 156,03

B, 6,0 x 10™ 3,781 9,530 136,264 156,09

B3 1,2x10° 3,793 9,503 136,028 156,17

B, 6,0 x 107 3,782 9,449 135,168 156,29

Bs 1,2 x 10 3,783 9,403 134,594 156,42

Bs 6,0 x 10 3,786 9,335 133,636 156,58

B, 1,2x 10" 3,782 9,214 131,820 156,87

Bs 3,0x10" 3,785 9,215 132,032 156,89

Formalmente, la estructura anatasa es uno de los modelos de red cristalina de tipo 6:3 y se
ajusta al sistema tetragonal, grupo espacial 14,/amd, cuya celda unidad convencional contiene cuatro
unidades de TiO, (Z= 4), figura 4.18 a). El pardmetro interno relacionado con la ubicacién de los

atomos de oxigeno es la coordenada fraccional u[63]. Los atomos de titanio ocupan la posicién de

90



Capitulo 4: Caracterizacion fisicoquimica de los materiales basados en TiO,

Wyckoff 4a en (0, 0, 0), y todos los oxigenos son equivalentes y se ubican en la posicién 8e (0, 0, u).
La estructura usualmente se describe como compuesta de cadenas de octaedros distorsionados de
TiOg unidos por el vértice y que comparten aristas alternadas. Existen cinco distancias diferentes Ti-O
y O-0 en estos octaedros que pueden usarse, en conjunto con los parametros de red, para
caracterizar la celda unidad de anatasa: (i) una distancia larga que involucra los dos atomos de
oxigeno ubicados a lo largo del eje c (oxigenos apicales), d7_; (i) una distancia corta, d.._,, con los
otros cuatro oxigenos en posicidén ecuatorial, que se arreglan formando un tetraedro comprimido a
lo largo de uno de sus ejes C,; (iii) dgq_o, entre los oxigenos ecuatoriales: (iv) df)’lo, entre un oxigeno
apical y uno ecuatorial pertenecientes a aristas compartidas; y (v) d},”'_ho, entre un oxigeno apical y
uno ecuatorial de aristas no compartidas de los octaedros. Los oxigenos se ubican a lo largo del eje C,
de triangulos isésceles formados por los atomos de Ti; las distancias entre ellos son dos d;?—o y una

ap
dT

i_o- El dngulo Ti—O-Ti entre los dos enlaces mas cortos se llama 2¢ (tradicionalmente este angulo

se identifica como 6, sin embargo se ha alterado aqui por ¢ para evitar confusiones con el dngulo de

difraccidn 26), figura 4.18 b).

Figura 4.18: Representacion esquemdtica de la celda unidad de anatasa (a) y (b) distancias Ti-O y O—
O en el tetraedro regular de anatasa.
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El grado de compresién esta dado por el parametro u, cuyo valor experimental para un cristal
perfecto de anatasa es 0,208 [64], mientras que la situacion plana limite ocurre para u = % [63]. Se
analizd el efecto de la incorporacién de los dtomos de cerio en funcién de la alteracién de las
distancias Ti—-O y O—0 en el octaedro de anatasa, cuyos valores pueden expresarse en funcién de los

pardmetros de red a, c y u de acuerdo con las ecuaciones (4.14) a (4.19) [63].

Las distancias Ti-O y O-0O fueron calculadas considerando u = 0,208 (cristal de anatasa

regular) y u = 0,25 (condicidn plana extrema) y los resultados se resumen en la figura 4.19.
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Figura 4.19: distancias interatomicas calculadas para la celda unidad de anatasa considerando u =
0,208 (cristal de anatasa regular) y u = 0,25 (condicion plana extrema). La representacion de los dos
grupos de valores en funcion de las relaciones molares Ce(Val)s/TTIP muestran la misma tendencia.

d%‘io =Ccu (4.14)

dit = \/% a’+ cz(u - %)2 (4.15)
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= \/% a’+ CZ(Zu — %)2 (4.16)
d3'o = \/% a’ + (:2(2u —~ %)2 (4.17)
dgf = [ Ypat+ Yo (4.18)
2¢ = 2arcsin( % d'l?iq—oj (4.19)
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Figura 4.20: Variacién de las distancias dg", 3, dp’,, dor

Tico Y de o» en funcién de la relacién
molar Ce(Val)s/TTIP calculada considerando u= 0,208.

Debido a que los espectros de difraccidn de rayos X, figura 4.17, y los pardmetrosdered ay c
calculados a partir de ellos, tabla 4.6, son andlogos a los obtenidos para la anatasa regular, se asume
que el parametro de compresién u también deberia ser similar. Es por ello que las distancias
interatémicas calculadas utilizando u = 0,208 arroja una mejor representacion del sistema real, figura

4.20. Los resultados obtenidos indican que todos los materiales presentan una celda unidad de
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anatasa distorsionada. Para el material B,, puede verse que, como consecuencia del plegamiento en
estructuras de tipo Fl, existe un acortamiento del eje a y un incremento de c; de acuerdo con lo
presentado en la figura 4.20, esta distorsion es el resultado de la reduccidon de las distancias
ecuatoriales Ti-O y O-0, y del leve incremento de la distancia apical Ti—O. Esta distorsion persiste
con la incorporacion de pequefias cantidades de cerio; cuando la relacién molar Ce(Val)s/TTIP > 6 x
107 aparece una reduccién dréstica de las distancias tanto ecuatoriales como apicales de Ti-O y 0-0;
las distancias compartidas y no compartidas de O-O también se observan condensadas. La
integracidn de los atomos de cerio dentro del espacio tetraédrico de la anatasa causa un incremento
de aproximadamente 1° en el dngulo Ti—-O-Ti. El efecto general de todos estos pardmetros se traduce

en un acortamiento de la celda unidad a lo largo del eje cristalografico c, tabla 4.6.

Utilizando el refinamiento estructural a partir del modelado molecular realizado con el
software “Crystal Impact Endeavour v. 1.7e” y del método de Rietveld, fue posible construir un
modelo del cristal de anatasa en el cual los atomos de cerio se intercalan a lo largo del eje c entre los
octaedros ocupados de TiOg figura 4.21 c), con una buena correlacién entre los valores

experimentales y tedricos (90 % y 95 % para Ce-Anatasa y Anatasa respectivamente).

Entre los lantanidos, el cerio es el Unico capaz de formar compuestos estables en un estado
de oxidacién tetravalente (Ce*). Ademas, el nimero de coordinacién de los iones Ce** superficiales
puede variar entre cuatro y ocho, mientras que el Ce* alojado en el seno del material tiene nimeros
de coordinacién que varian entre seis y ocho[31]. Comparado con lo que ocurre en la anatasa pura,
las distancias de los enlaces Ce—O de las estructuras dopadas con cerio son mucho mayores que las
de los Ti—0, principalmente debido al hecho de que el radio atdmico del Ce es mayor que el de Ti (87
pm versus 74,5 pm para los radios iénicos en cristales de Ce** y Ti** respectivamente[65], este hecho
indicaria que el dopado con Ce puede inducir modificaciones locales de la estructura relativamente

grandes[66].

Lopez et al. han sugerido que el cerio afecta las caracteristicas cristalograficas y de
sinterizacion de compuestos CeO,-TiO, debido a la segregacidon progresiva del cerio sobre la
superficie del TiO, a medida que se eleva la temperatura y por las posibles sustituciones de Ti** por

. 4+ -
especies Ce™ dentro de la estructura anatasa del TiO, [31], los resultados presentados en esta
seccion estarian de acuerdo con esta hipdtesis y esto explicaria la estabilizacidén térmica frente a la

transicion de fases que experimentan los materiales dopados con cerio.
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Figura 4.21: Representacion esquemdtica de (a) cristal regular de anatasa; (b) material B, sin
considerar la incorporacion de cerio en la estructura y (c) material B, incorporando los dtomos de
cerio a la red cristalina, ambos (b) y (c) con sus correspondientes ajustes de Rietveld a la derecha.

La variacidon de cada distancia Ti—-O y su alejamiento de los valores éptimos, implica una
expresion de pardmetros energéticos que es mas evidente que los cambios puramente geométricos
[64]. De acuerdo con referencias bibliograficas, la incorporacion de dtomos de cerio conduce a un
decaimiento de los estados 3d del Ti y a un crecimiento de los estados 4f en la base de la banda de
conduccién[66]. La interaccién de electrones en exceso provistos por los orbitales 3d del TiO,
anatasa[67], con los orbitales f vacios del Ce0,[68], probablemente genera la estabilizacién
estructural extra que se requiere para que se compacte el cristal y se pliegue para formar las
estructuras de tipo fullereno inorganico. Para tener una mejor visién de los cambios estructurales en

las muestras B;-Bg se utilizd la espectroscopia Raman.

La anatasa tiene seis modos Raman activos: A;; + 2By, + 3E;. Entre ellos, los tres modos E,
estan centrados en 141, 197 y 640 cm™ (E4(1), Eg(2) y Eg(3)); los dos modos By, se encuentran en 400 y
515 cm™ (B1g(1) v Big(2)), figura 4.23 c). El modo mas fuerte, Eg(1), corresponde a vibraciones

angulares simétricas de la red cristalina y es el pico caracteristico de TiO, anatasa. Por otra parte, el
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rutilo tiene cuatro modos Raman activos: A, + By, + B, + 3E,. By, se detecta a alrededor de 143 cm™;
E,, 447 cm™: Ag, 612 cm™? y By, 826 cm™. En virtud de sus mayores intensidades, E; y A; son
considerados los picos distintivos para el TiO, rutilo[69]. Los espectros Raman con transformada de
Fourier del material B, (TiO, puro), figura 4.22, muestra tres bandas intensas centradas a v= 141, 466
y 614 cm™ que pueden ser atribuidas a los picos caracteristicos de anatasa y rutilo, en tanto que los
materiales B,-Bg (Ce-TiO,), figura 4.22, sélo presentan picos correspondientes a anatasa. Estos
resultados estdn de acuerdo con los obtenidos a partir de los patrones de difraccién de rayos X

presentados en la figura 4.17.
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Figura 4.22: Espectros FT-Raman de los materiales B;-Bg.

La figura 4.23 a) muestra la variacién de la intensidad del modo vibracional E,4(1), en funcién
del contenido de cerio en los materiales. Como puede observarse, existe una clara reduccion de la
intensidad del pico Raman debido a la presencia del dopante. Como se menciond anteriormente, el
dopado con cerio provoca una modificacion del habito cristalino que conduce a un incremento en el
estrés interno y es debido a eso que las vibraciones de los dtomos de la red se restringen,
produciendo una disminucién en la intensidad de energia dispersada. También puede verificarse la
presencia de un corrimiento al azul (hacia mayores frecuencias) del espectro Raman y un
ensanchamiento asimétrico de los picos que se pone de manifiesto con el incremento del FWHM,
que es proporcional al contenido de cerio. Puede decirse entonces que la presencia del dopante en la
matriz de anatasa causa una contraccién de la celda unidad, que se traduce en el ensanchamiento
asimétrico de los picos, de manera andloga a lo que provoca la reduccion del tamafio del cristalito en

el efecto conocido como “confinamiento fondnico”[69].
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Figura 4.23: (a) Variacion de los modos vibracionales Raman en funcién de diferentes relaciones
molares Ce(Val)s/TTIP significativas: Eg; y (b) Big(1), B1g(2) y Asg. (€) Representacion esquemdtica de
los modos vibracionales Raman.

El andlisis de las distancias Ti—-O y O-0 realizado a partir de los difractogramas de rayos X,
figura 4.20, reveld que la presencia del dopante produce una reduccién de la celda unidad de anatasa
a lo largo del eje cristalogréfico ¢, debido al acomodamiento de los dtomos de cerio entre los
octaedros TiOs. Esta ubicacion afectaria marcadamente a las bandas vibracionales Raman Byg(1),
B1(2) y A4g, que corresponden a las vibraciones de Tiy O en la direccién del eje c[70], figura 4.23 c);
de hecho, esta alteracion es evidente en la figura 4.23 b), donde se muestra el efecto de la
concentracion del dopante en los modos vibracionales Raman activos By4(1), Bi4(2) y Agg: cuando el
contenido de cerio es bajo, la intensidad de los picos Big(1), Bi,(2) y Asg se ve drdsticamente
disminuida en comparacion con el modo E,(3) y, de hecho, la relacién entre la altura de los picos se

invierte en comparacién con lo que ocurre en el material en ausencia de cerio. La incorporacién de
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cantidades crecientes de cerio en la matriz de anatasa produce una segregacion de las bandas By4(2)
y As,, que generalmente se presentan combinadas y son dificiles de separar debido a su posicion
relativa en el espectro. Resultados similares fueron encontrados por otros autores[71], [72],

confirmando asi el efecto estabilizador que posee el &tomo de cerio sobre |a fase anatasa.

4.3.2.4. Propiedades opticas

Muchos estudios han informado acerca de la fotogeneracién de especies reactivas de
oxigeno en la superficie de nanoparticulas de TiO, en soluciones acuosas[73]. La generacidn in vivo
de ROS puede daiar virtualmente todos los tipos de biomoléculas organicas, incluyendo hidratos de
carbono, acidos nucleicos, lipidos y proteinas que conducen a una destruccién irreversible de los
tejidos afectados. La disminucién de las emisiones fotoluminiscentes en las nanoparticulas de TiO,
reduciria su capacidad de generar ROS in vivo, aumentando asi su biocompatibilidad. Teniendo en
cuenta las aplicaciones biomédicas que se pretende impartir a los materiales preparados, se
evaluaron los cambios en las propiedades fotoluminiscentes inducidos por la presencia del cerio. Los
espectros de fluorescencia de los materiales conteniendo cerio fueron obtenidos a 25 °C y Ag= 220
nm, como se describe en la seccién materiales y métodos de este capitulo; anatasa pura (AA) fue

utilizada como material de referencia. Los resultados se resumen en la figura 4.24.

La anatasa pura muestra dos bandas de diferente intensidad centradas en 287 nm y 370 nm.
El pico en 287 nm es relativamente débil y puede atribuirse a transiciones verticales directas entre
electrones foto-inducidos y huecos en la matriz de TiO,. El pico en 370 nm es de alta intensidad y
puede asignarse a la recombinacién banda-a-banda porque estd cerca de la banda de borde de
luminiscencia y/o al excitdn atrapado en defectos superficiales[30]. La presencia de dtomos de cerio
en la estructura de anatasa muestra un efecto notable en las intensidades de las bandas de
fotoluminiscencia. En todos los materiales que contienen cerio la banda centrada a 287 nm
desaparecié mientras que la intensidad de la banda ubicada en 370 nm disminuyd en funcién del
aumento de la proporcion Ce/Ti. Una representacion de la intensidad porcentual de la banda de 370
nm en funcién de la relacién Ce(Val);/TTIP muestra un incremento menor de las emisiones de
fotoluminiscencia con las pequefias incorporaciones de dtomo Ce de acuerdo con una disminucion
del parametro de red a y un incremento del c en la celda unidad de anatasa (tabla 4.6). En la relacidn
molar de Ce(Val)s/TTIP 2 6 x 10° hubo una reduccién drastica de ambas distancias Ti—O y 0—0,
apicales y ecuatoriales; asimismo las distancias d3, y d4", también se mostraron condensadas,
figura 4.20. A partir del andlisis de DRX y de la evaluacidn de las distancias cristalinas Ti-O y O-0, se
determind que la presencia del dopante causé la reduccidn de la celda unidad cristalografica anatasa

lo largo del eje ¢, debido al encaje de los dtomos de cerio entre los octaedros ocupados de TiOg. Esta
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ubicaciédn afectaria notablemente las bandas vibracionales Raman Bi,(1), Bis(2) y Az, que
corresponden a vibraciones de Tiy O a lo largo del eje ¢, como se menciona en la seccién anterior. Se
supone aqui que esta distorsion de la celda unidad de anatasa es también la causa de la disminucidn

de la intensidad de la banda fotoluminiscente.
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Figura 4.24: Espectros de fotoluminiscencia de los materiales Ce-Anatasa y Anatasa pura obtenidos
con Aex= 220 nm. La figura insertada representa la variacion de la banda de fotoluminiscencia en Agy=
370 nm en funcion de la relacién Ce(Val)s/TTIP.

4.4.Conclusiones
En este capitulo se describieron las caracteristicas fisicoquimicas de los materiales obtenidos
en el transcurso de este trabajo de investigacidon, mediante la utilizacién de un método de sintesis
gue involucra el uso de microemulsiones como reactores y agentes directores de estructura. Los
materiales caracterizados estan basados en TiO, y su caracterizacién se agrupd en dos secciones, en
funcién de las condiciones de sintesis empleadas: por un lado se encuentra la serie A, By C, TiO,, Ce-
TiO, y Ce0,-TiO, respectivamente y por el otro se halla el grupo B;-Bg, que se describe como Ce-TiO,

de tipo fullereno inorganico.

El uso de microemulsiones como nanoreactores y la incorporacion del cerio en forma de

Ce(Val); (material B) permite manipular la organizacion interfacial de las microgotas de manera tal de
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obtener nanoparticulas de anatasa tetragonales que se ordenan en arreglos fibrilares de hasta 20 um
de largo por 1-2 um de ancho. El uso de nanoparticulas de cerio como precursor del lantanido, por
otro lado, no afecta la organizacidn de las nanoparticulas de anatasa formadas (material C) y éstas se
organizan irregularmente, de manera andloga al material sin dopar (material A). En todos los casos, la
presencia de los atomos de cerio en la red cristalina de TiO, provoca la estabilizacién de la fase
anatasa. En los tres casos, el tamafio de particulas oscila entre 20 y 50 nm, no presentan arreglos de

mesoporos y sus superficies especificas varian desde 3 a 43 m?/g.

Respecto de los materiales Ce-TiO, con estructura tipo fullereno inorganico, esto es, la serie
B:-Bg, puede concluirse que la presencia del lantanido en la red cristalina del TiO, afecta tanto la
estructura y la conectividad interatémica como las emisiones fotoluminiscentes de la anatasa. De
manera andloga a lo que ocurre durante la sintesis del material B, la incorporacidn de Ce(Val); como
precursor de cerio durante la sintesis en microemulsiones altera la distribucion de los planos
cristalinos del TiO,, para dar lugar a capas huecas, cerradas y concéntricas, siendo éste un arreglo
gue generalmente se restringe a compuestos con estructura bidimensional. La presencia de los
atomos de cerio parece ser la fuerza motriz que promueve el plegamiento de las estructuras y la
estabilizacién de la fase anatasa que se observa ya desde etapas tempranas del proceso de sintesis.
El tamafio de estas estructuras de tipo fullereno inorganico puede modularse a través de la

manipulacién de la relacién Ce/Ti durante la sintesis.
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