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RESUMEN

El biovidrio 45S5 es considerado como el material cerdmico mas biocompatible en el campo de la
regeneracion de tejido 6seo debido a su bioactividad, osteoconductividad y osteoinductividad. En
esta tesis se fabricaron espumas con porosidad y resistencia mecanica adecuada para ser utilizadas
en ingenieria de tejidos mediante un proceso alterno de tecnologia de polvos, desarrollada
recientemente por el Industrial Materials Institute-National Research Council Canada. Dicho
método puede producir espumas ceramicas o0 metalicas mediante una mezcla de polvos compuesta
por particulas de biovidrio 45S5, un ligante y un agente espumante. Las probetas obtenidas fueron
sinterizadas a diferentes tiempos de permanencia a la temperatura de 975°C. Las espumas
presentaron una porosidad en el rango de 69-74 % con resistencias a la compresion en el rango de
3.5 a 3.7 Mpa. La caracterizacion de las muestras se llevo a cabo mediante difraccion de rayos X
(DRX), microscopia electronica de barrido (MEB), microscopia electrénica de transmision (MET),
calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia de infrarrojo por transformada de Furier
(FT-IR) y dilatometria.

La segunda parte de esta investigacion estuvo enfocada al estudio de la bioactividad de las espumas
obtenidas. El requisito principal para que un material artificial pueda crear un enlace directo con el
hueso es la formacion de una capa de hidroxiapatita, similar al hueso, en su superficie después de
ser implantado en el cuerpo humano. Para el estudio de la bioactividad, las muestras fueron
inmersas en solucion fisioldgica simulada (SBF) durante 0, 1, 3, 7, 14, 21 y 28 dias. Todas las
muestras presentaron formacion de hidroxiapatita en su superficie siendo el sistema sien el sistema
BG1 el que mas bioactividad presento al formar mas rapido hidroxiapatita superficial. Se evalu6 la
formacion de la capa de hidroxiapatita por medio de las técnicas de difraccion de rayos X (GIXRD),
espectroscopia infrarroja (FT-IR), y microscopia electrénica de barrido (MEB) después del periodo
de inmersién en el medio de SBF. Por ultimo, se caracterizo la respuesta biologica del material
sembrando pre-osteoblastos MC3T3-E1 subclone 4 sobre la superficie de las espumas midiendo su
proliferacién mediante una técnica colorimétrica con azul de alamar. El sistema BG3 presento la
mejor viabilidad celular.

Palabras clave: biovidrio, biomaterial, bioactividad, in-vitro, espumas.



ABSTRACT

Bioglass 45S5 is considering as the most biocompatible ceramic material in the bone regeneration
field, due to of its bioactivity, osteoconductivity and even osteoinductivity. In the present thesis
porous glass-ceramics scaffolds with appropriate mechanical properties were prepared using an
alternative powder technology process developed by The National Research Council Canada—
Industrial Materials Institute. NRC—IMTI’s proprietary process., combining powder technology and
polymer foam technique for application in tissue engineering. It can be used to produce ceramics
or metallic scaffolds, combining powder technology and polymer foam technique allows the
production of materials having different structures and properties. The produced scaffolds were
sintering to different residence times to 975°C. Foams exhibited open porosity (69-74%) and
compressive strength (3.5-3.7 MPa) optimal for bone ingrowth. The mechanical and
microstructural properties were characterized by Fourier transformed infrared spectroscopy (FT -
IR), scanning electron microscopy (SEM), differential scanning calorimetric (DSC), transmission
electron microscopy (TEM) and dilatometry.

The bioactivity of the porous bioglass 45S5 scaffolds was investigated using a simulated body fluid
(SBF) during 0, 1, 3, 7, 14, 21 y 28 days. In all cases, foams presented formation of hydroxyapatite
on their surfaces, where BG1 was the most bioactive system. The bioactivity was characterized by
grazing incidence x-ray diffraction (GIXRD), Fourier transformed infrared spectroscopy (FT-IR)
and scanning electron microscope (MEB). The last part of the present thesis consisting on the
biological respond of the 45S5 bioglass scaffolds. The in-vitro cellular proliferation was evaluated
by alamrBlue assay and characterized by Scanning Electron Microscope (MEB) and a colorimetric
method, where BG3 exhibited the best cellular viability

Xi


https://en.wikipedia.org/wiki/Grazing_incidence_diffraction

CAPITULO L. INTRODUCCION

PROLOGO

Esta tesis presenta una propuesta se sintesis y fabricacion de un biomaterial ceramico. El
material elegido fue el biovidrio 45S5 con el cual se fabricaron espumas porosas con
propiedades fisicas y quimicas necesarias para ser utilizado en ingenieria de tejidos (IT) en la
regeneracion de tejido 6seo.

A lo largo de los capitulos encontraremos una breve descripcion de lo que es un biomaterial,
los diferentes tipos que existen y como se clasifican, centrandose en los biomateriales
ceramicos, asi como los conceptos basicos necesarios para entender como funcionan y son
utilizados en IT. Por otra parte, se presentan las diferentes técnicas para la elaboracion de
espumas porosas, asi como una descripcion de las técnicas de laboratorio utilizadas para la
caracterizacion de las muestras obtenidas. Ademas, se presenta la discusion de los resultados
que se obtuvieron a través de esta investigacion. Las conclusiones de la obra se presentan en el
altimo capitulo.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

Estudiar la biodegradabilidad y bioactividad in vitro de las espumas de biovidrio 45S5 mediante
experimentos por inmersion en soluciones fisioldgicas simuladas a través del seguimiento de la
formacion de la capa de hidroxiapatita superficial para determinar su aplicacion potencial como
sustituto éseo.

1.1.2 Objetivos Particulares

Preparar los armazones macroporosos de biovidrio 45S5 por las técnicas de tecnologia de
polvos y espumado de polimeros con propiedades fisicas y mecanicas ajustadas.

Caracterizar los armazones de biovidrio 45S5 en términos de los pardmetros estructurales
porosidad, permeabilidad y propiedades mecanicas que permitan su posterior utilizacion en IT.
Realizar pruebas de inmersion in vitro de las espumas de biovidrio 45S5 en soluciones
fisiologicas simuladas (SBF) a diferentes tiempos de permanencia.

Examinar la hidroxipatita superficial formada en SBF de las espumas de biovidrio 45S5, por
medio de difraccion de rayos X de haz rasante (GIXRD), espectroscopia infrarroja (FTIR) y
microscopia electronica de barrido (MEB).

Realizar y analizar mediante colorimetria y MEB las pruebas celulares in vitro de las probetas
de biovidrio 45S5, para determinar la viabilidad celular de las espumas porosas.



1.2 Justificacion

Los actuales procedimientos clinicos para la regeneracion de grandes defectos 6seos son el
trasplante e implante. Sin embargo, para el trasplante hay un nimero limitado de donantes; las
listas de espera son largas y hay un riesgo de rechazo o la transmision de enfermedades. Los
implantes artificiales tales como el reemplazo total de cadera, tienen éxito para un tiempo
limitado, pero todos los implantes ortopédicos carecen de las tres caracteristicas fundamentales
de los tejidos vivos: (1) la capacidad de auto-reparacion, (2) tener una estructura que permita la
vascularizacion y (3) la capacidad de modificar su estructura y propiedades en respuesta a
factores ambientales.

Una estructura dptima para ser utilizada como biomaterial en ingenieria de tejidos debe cumplir
con varios criterios. En primer lugar, el andamio debe ser biocompatible (no toxico) y actuar
como una plantilla 3D para el crecimiento 6seo; para lograr esto, debe consistir en una red
interconectada macroporosa con un didmetro de poro de al menos 100 micras para permitir la
migracion celular y, finalmente, el crecimiento y vascularizacion del tejido interno.

Uno de los materiales actualmente estudiado y que cumple con las caracteristicas antes descritas
son los biovidrios, materiales que han demostrado una excelente biocompaibiladad ademaés de
ser bioactivos al presentar osteoconduccion y osteoinduccion.



1.3 Hipotesis

El disefio y desarrollo de espumas de biovidrio 45S5, con microestructura y caracteristicas
Unicas hechas a la medida a través de una ruta combinada de tecnologia de polvos y espumado
de polimeros, permitird novedosos materiales que satisfagan los criterios que requiere una
matriz tridimensional o scaffold a ser empleada en ingenieria de tejidos para aplicaciones de
implantes ortopédicos, reconstrucciones maxilofaciales, relleno de cavidades en los huesos y
otras. Es de esperar que la estructura y propiedades inferidas a las espumas (porosidad
interconectada de 64-79%, tamafio de poro 175-820 micras, resistencia a la compresién 1.7-5.5
MPa) y que son semejantes a las del tejido dseo, contribuyan y favorezcan su respuesta
bioactiva bajo ensayo de inmersion en SBF, desarrollando una capa de hidroxiapatita en la
superficie porosa que proporcione a las células capacidad para su proliferacion y el
mantenimiento de sus funciones diferenciadas



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

En este capitulo se realiza una revision de los temas mas importantes relacionados con los
biomateriales, ingenieria de tejidos, sintesis de materiales porosos ceramicos y biovidrios
andamios; temas necesarios para el entendimiento de esta investigacion.

2.1 Ingenieria de Tejidos para la Reconstruccién Osea

La ingenieria de tejidos ha sido definida como la aplicacion de los principios cientificos para el
disefio, construccion, modificacion y crecimiento de los tejidos vivos utilizando biomateriales,
celulas y factores de crecimiento, solos o combinados [1].

La ingenieria de tejidos, que aplica métodos de la ingenieria y de las ciencias de la vida para
crear elementos artificiales que dirijan la regeneracion del tejido, ha atraido a numerosos
cientificos y cirujanos con la esperanza de tratar pacientes de una manera minimamente
invasiva y menos dolorosa. El paradigma de la ingenieria de tejidos consiste en aislar células
especificas a través de una pequefia biopsia del paciente, para hacerlas crecer en un andamio
tridimensional bajo condiciones de cultivo controladas apropiadamente, a fin de trasplantar este
conjunto a la zona deseada del cuerpo del paciente y para dirigir la formacion del nuevo tejido
dentro del andamio que puede ir degradandose a través del tiempo [2] (Fig. 2.1.).

Holeculas

Celulas sefalizadoras
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Figura 2.1 Estrategia de la ingenieria de tejidos [3]

Los tratamientos médicos actuales para dafios severos de hueso son muy problematicos y
generan resultados muy pobres. La mejor técnica con la que se cuenta en la actualidad es el
trasplante de tejido 6seo natural del mismo paciente (autoinjerto). Sin embargo, existen sitios
limitados del cuerpo de donde el hueso puede ser extraido sin perder su funcién. Los
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autoinjertos son menos efectivos en defectos 6seos con formas irregulares y pueden ser
reabsorbidos en lugar de completar la curacion. Ademas, existen complicaciones inherentes a
esta técnica como infecciones, fracturas, dolores, parestesia, dafios en los nervios o algun tipo
de enfermedad en el sitio del cuerpo del paciente del cual se extrae el tejido.

Otro tipo de tejido 6seo utilizado son los aloinjertos derivados de cadaveres. Sin embargo, la
transmision de enfermedades y los riesgos de rechazo son problemas serios cuando se utilizan
aloinjertos sin procesar. Al mismo tiempo, los aloinjertos procesados, por ejemplo, una matriz
6sea desmineralizada, pierden algunos de los factores de crecimiento necesarios para la eficacia
del injerto.

Los xenoinjertos, que son tejidos 6seos obtenidos de especies diferentes, tampoco resultan una
solucion debido a los altos riesgo de transmision de enfermedades y de rechazo inmunoldgico
que poseen. Por otro lado, metales como el hierro, cobalto y titanio pueden ser implantados de
manera permanente en el tejido dseo para llenar un defecto y brindar fijacion interna; sin
embargo, la fatiga, la corrosion, la infeccion de los tejidos y la pobre interface que se crea entre
el tejido y el implante generan muchos problemas a los pacientes. Adicionalmente, el modulo
elastico de los metales es significativamente mayor al del hueso natural, esto hace que ellos
absorban la mayor parte de los estimulos mecanicos necesarios para la correcta formacion del
nuevo hueso. Esta atenuacion de los estimulos mecanicos puede generar la reabsorcion del
hueso alrededor del implante, haciendo necesaria su remocion.

Por otro lado, las ceramicas, los biovidrios, son también usadas en el tratamiento de dafios y
problemas 0seos. Entre ellas, el Bioglass 45S5 es una de las mas utilizadas ya que presenta
unién dsea. Pero, mientras que las ceramicas pueden ofrecer una excelente biocompatibilidad,
son demasiado fragiles para proveer un soporte estructural y resistir a las cargas de los huesos,
pero al tener un moédulo de Young mas cercano al del hueso permite bajar la rigidez de la
interfase implante-tejido, contrario a lo que sucede con los implantes metalicos. En la Tabla 2.1
se muestran los mddulos de Young para diferentes biomateriales.



Tabla 2.1 Mdédulos de Young para diferentes biomateriales

Material Moédulo de Young (GPa)

Acero inoxidable 316L 190
Aleaciones Co-Cr 210-253
Ti F67 110
Ti F136 116
Bioglass 22
Alumina 380
Hueso cortical 15-30

2.1.1 Estrategias de la Ingenieria de Tejido Oseo

Actualmente ocurren numerosas fracturas y enfermedades relacionadas con la pérdida de hueso.
El dafio del hueso en fracturas severas o la remocion por la existencia de tumores producen
desuniones que no pueden ser reparadas por la respuesta natural del cuerpo y, por tanto, se
requiere de intervencion médica. Sin embargo, los tratamientos mas avanzados disponibles en
la actualidad poseen una efectividad limitada y diversas complicaciones inherentes. En ello
radica la necesidad de encontrar una estrategia alternativa para el tratamiento de estos
problemas. El tratamiento ideal seria aquel que pueda imitar o mejorar la respuesta natural del
cuerpo frente a los dafios en el hueso a través del uso de células y factores de crecimiento
bioactivos. Este tratamiento daria como resultado un hueso natural, de crecimiento
mecanicamente inducido en el lugar del dafio, eliminando la necesidad del implante permanente
de un material que pueda impedir el crecimiento natural del hueso.

La ingenieria de tejidos busca combinar la tecnologia de la ingenieria con los principios de las
ciencias bioldgicas para desarrollar nuevas estrategias para la reparacion y regeneracion del
tejido perdido o dafiado. Sus estrategias se pueden dividir en tres categorias:



1. Basada en células.
2. Basada en factores de crecimiento.
3. Basada en matrices.

En la préctica, la mayor parte de los trabajos experimentales implementan méas de una de estas
estrategias juntas. Por ejemplo, un andamio biodegradable puede estar disefiado para transportar
células a un defecto mientras libera factores de crecimiento al tejido circundante a medida que
se degrada. En el campo de la ingenieria de tejidos, estas estrategias requieren la interaccion
entre elementos osteogénicos, osteoinductivos Yy osteoconductives. Los componentes
osteogénicos incluyen células capaces de producir hueso como las células osteoprogenitoras o
los osteoblastos diferenciados. Los factores osteoinductivos son elementos quimicos bioactivos
gue inducen al reclutamiento, diferenciacion y proliferacion de las células apropiadas para la
reparacion y regeneracion de un defecto 6seo. Un material osteoconductivo es aquel que actda
como soporte para el crecimiento del hueso. Por ejemplo, un andamio osteoconductivo puede
dar soporte mecanico, permitir que las células se adhieran, facilitar la vascularizacién y actuar
como vehiculo para las células y los factores de crecimiento [4].

Para lograr un tratamiento efectivo en la regeneracién del tejido 6seo, un dispositivo disefiado
dentro del campo de la ingenieria de tejidos deberd cumplir con los siguientes requerimientos

[5]:

Proveer de resistencia mecénica de manera temporal en el area afectada.

Actuar como un substrato para la deposicién y crecimiento de los osteoides.

Poseer una estructura porosa gque permita la vascularizacion y el crecimiento déseo.

Fomentar la migracion de células reparadoras del hueso a la zona del defecto y estimular

su actividad para la regeneracion y reparacion.

5. Degradarse de manera controlada para facilitar la transferencia de la solicitacion
mecanica al hueso en formacion y para permitir su crecimiento dentro del defecto.

6. Degradarse liberando productos no toxicos que puedan ser eliminados por el cuerpo.

No causar una respuesta inflamatoria significativa.

8. Ser esterilizable sin perder su cualidad de bioactivo.

P opnpE

~

2.1.2 Andamios para Ingenieria de Tejidos

Las estrategias de la ingenieria de tejido 6seo basadas en factores de crecimiento y aquellas
basadas en células proveen del componente osteogénico y osteoinductivo para un potencial
tratamiento de dafios severos del hueso o pérdida del mismo. De igual manera, un andamio
preparado a partir de un biomaterial es esencial para llenar el defecto y para actuar como
transportador de las células y/o de los factores de crecimiento utilizados en la reparacion del
defecto.



Adicionalmente, el andamio debe proveer de soporte mecéanico temporal, osteoconductividad,
una arquitectura porosa, una capacidad de degradacion controlada, biocompatibilidad por si
mismo Yy de los productos que libera durante su degradacion, y debe poder ser esterilizado.

2.1.3 Requerimientos en el Disefio

Las propiedades mecanicas de un andamio deben adecuarse a aquellas del tejido que se busca
reparar o regenerar para proveer una estabilidad estructural en el lugar del dafio. El biomaterial
elegido debe ser lo suficientemente fuerte para soportar la carga fisioldgica del cuerpo sin
absorber el estimulo mecénico requerido para el crecimiento natural en el area afectada.
También es imprescindible que el biomaterial permita una transferencia gradual de carga para
permitir una reparacion correcta del tejido.

La osteoconductividad se refiere a la capacidad que un material posee para actuar como un
substrato en el cual las células puedan adherirse y desarrollar sus funciones, mientras que se
facilita el crecimiento del hueso a través de un andamio tridimensional que llene el defecto.
Para ello se requiere de una estructura porosa que permita el crecimiento del hueso y la
vascularizacion a través del andamio. Idealmente, un andamio debe estar disefiado para
maximizar la porosidad manteniendo unas propiedades mecanicas suficientes, y poseer poros
interconectados de aproximadamente 200-400 um [6]. Este tipo de estructura provee una
elevada area superficial para la adhesion, crecimiento y desarrollo de la funcion de las células,
y al mismo tiempo, espacios vacios de un tamafio suficiente para permitir la formacién del
hueso y la vascularizacion. Un biomaterial que pueda ser inyectado ofrece la ventaja adicional
de la fabricacion de implantes de formas irregulares mediante el uso de moldes o de su
inyeccion directa en un defecto. EI andamio tampoco deberd producir una respuesta
inflamatoria significativa que pueda resultar en la formacion de una c&psula fibrosa alrededor
del implante, de lo contrario éste se vuelve inefectivo. Una respuesta tdxica del tejido
circundante al biomaterial causaria la muerte celular y agravaria el dafio.

2.2 Biomateriales

Un biomaterial es un material sintético que se utiliza en intimo contacto con los tejidos vivos.
Una definicion més precisa de un biomaterial se dio en 1986, en la conferencia de consenso de
la sociedad europea de biomateriales, cuando un biomaterial se defini6 como “un material
utilizado en un dispositivo médico que va a interactuar con los sistemas biologicos” [7].

La principal aplicacién de los biomateriales, incluyendo las aleaciones metalicas, es reparar o
reconstruir las partes del cuerpo humano que han sufrido dafio o se han perdido, con lo que se
busca relevar el sufrimiento y prolongar la vida. Los biomateriales cumplen funciones basicas
en el cuerpo humano, asegurando la calidad de vida de las personas enfermas o de quienes han

sufrido accidentes traumaticos, proveyéndolas de implantes ortopédicos, reguladores de
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sistemas cardiovasculares y biosensores, por mencionar algunos ejemplos. Segun su
composicion quimica, los biomateriales se clasifican en metéalicos, plasticos (o poliméricos),
ceramicos y compuestos; de acuerdo con su origen, en naturales y sintéticos y por su estructura,
en sélidos y porosos, pero existe otra clasificacion practica que comprende dispositivos
implantables: ortopédicos y vasculares (como los tubos de dacrén utilizados como sustitutos de
venas), marcapasos, anticonceptivos, dentaduras fijas y removibles. Los dispositivos no
implantables incluyen sondas, catéteres y globos angioplasticos que permiten realizar
operaciones de dilatacion de venas o arterias obstruidas. El conocimiento y la aplicacion de los
biomateriales involucra un amplio espectro de disciplinas: medicina, biologia, quimica, fisica,
mecanica, metalurgia, ingenieria, informatica y computacion; asi como numerosas areas de
actividad, algunas bien establecidas y otras nuevas o0 innovativas, las cuales se desarrollan en
instituciones de estudio e investigacion, hospitales y escuelas de medicina.

Los dispositivos biomédicos adaptados al cuerpo humano se fabrican con los cuatro materiales
de ingenieria convencionales: metalicos, plasticos, ceramicos y compuestos; segln el uso,
ubicacion, funcion; 6rgano o tejido duro o blando a reemplazar o reparar. Los metales se utilizan
basicamente en implantes y fijaciones ortopédicas; los plasticos flexibles para corregir tejidos
blandos, cartilagos, venas y arterias; los plasticos rigidos para reemplazar la cabeza del fémur
que gira dentro de la concavidad de la pelvis; asimismo, los materiales ceramicos se emplean
en el reemplazo de huesos y como recubrimientos sobre metales. También se aplican materiales
avanzados como las aleaciones con memoria de forma, las cuales pueden cambiar por efecto de
la temperatura dentro del cuerpo humano. Los materiales porosos, por su parte, permiten el
crecimiento del hueso dentro de los poros y su posterior unién con las fibras de los tejidos
adyacentes. Las espirales elasticas de acero inoxidable introducidas en venas o arterias cubren
el objetivo de evitar que éstas se colapsen. La composicion quimica de los metales y aleaciones
afecta en forma significativa el comportamiento de corrosién en el cuerpo humano; un ejemplo
puede ser el caso del contenido de carbono y nitrégeno, asi como su microestructura, el tamafio
de grano, la presencia de inclusiones no metalicas y la rugosidad de la superficie, factores que
se rigen por normas nacionales y en particular por el estdndar 1SO5832.

Los biomateriales deben cumplir con tres exigencias elementales: ser biocompatibles, resistir a
la corrosion de los fluidos corporales y cumplir la funcién biolégica o mecanica planeada. En
la Tabla 2.2 se presentan ejemplos de los cuatro tipos de biomateriales, sus propiedades y sus
variadas aplicaciones primordiales.

10



Tabla 2.2 Biomateriales, propiedades y aplicaciones [7]

BIOMATERIAL

PROPIEDADES

APLICACIONES

Metales y Aleaciones.

Aceros inoxidables,
aleaciones de Titanio (Ti), de
cobalto (Co), Nitinol.

Cobre (Cu)

Amalgamas y aleaciones
dentales

Espirales vasculares elasticas
(stents)

Platicos (polimeros)

Hule (goma) sintéticos,
polietileno, polipropileno,
acrilicos, teflon.

Dacron, Nylon (poliéster)

Ceramicos

Oxidos metélicos, alimina
(AI203), zirconia (Zr0O2),
Titania (TiO2), fibra de
carbono, apatita artificial.
Biovidrios.

Compuestos

Alta densidad, resistencia
mecanica al desgaste,
impacto, tensién y
compresion, baja
biocompatibilidad, resistencia
a la corrosion

Se corroe en el Utero

Biocompatibles con saliva

Biocompatibles con sangre

Baja densidad y resistencia
mecanica, facilidad de
fabricacién, formacion de
biopeliculas

Buena biocompatibilidad,
resistencia a la corrosion,
inertes, alta resistencia a la
compresion, alta densidad y
dureza, dificultad de
maquinado y fabricacion

Buena biocompatibilidad,
inertes, alta resistencia a la
corrosion y a la tension. Falta

Implantes y fijaciones
ortopédicas con tornillos,
placas, alambres, varillas,
clavos, implantes dentales

Dispositivos anticonceptivos

Implantes dentales y
reparaciones.

Reparacién de venas y
arterias.

Suturas, sustitucion de
arterias y venas, restauracion
maxilofacial.

Hilos de suturas

Caderas protésicas, dientes
ceramicos, cementos.

Implantes ortopédicos
reforzados con fibras de
carbono, valvula artificial
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Metal cubierto con ceramica: de consistencia en la cardiaca, restauracion de
Ti con hidroxiapatita porosa. fabricacion del material. articulaciones.

Material cubierto con carb6n
o diamante

2.3 Clasificacion de los Biomateriales de Acuerdo con la Interfase Formada con el Tejido

Por muchos afos, se pensaba que las interacciones entre el cuerpo y los implantes podria causar
solo reacciones no deseadas, tales como irritacion y dafio de los tejidos y finalmente la muerte.
Esto era debido a la observacién de que si un material toxico era puesto en contacto con un
tejido éste moria [8]. Por esta razdn, los biomateriales utilizados en un principio debian ser tan
qguimicamente inertes como fuera posible. Sin embargo, incluso el material mas inerte
(bioinerte) provoca una reaccion del cuerpo una vez implantado [9,10]. Una delgada no
adherente cdpsula fibrosa se desarrolla en materiales bioinertes después de que permanecen en
contacto con el medio ambiente del cuerpo durante algun tiempo. Este previene interacciones
adicionales con los tejidos. El espesor de la capa fibrosa protectora desarrollada depende del
tipo de material bioinerte. Este tipo de interfaz no dura mucho tiempo. Eventualmente, se
produce un deterioro, y la eliminacion quirargica del dispositivo es necesaria. Por esta razon,
la investigacion en biomateriales cambio al desarrollo de materiales que pueden interactuar con
el cuerpo induciendo una respuesta deseable por el tejido del huésped. Existen cuatro tipos de
respuestas de los tejidos, los cuales se resumen en la Tabla 2.3

Tabla 2.3 Tipos de respuestas de materiales en contacto con tejido vivo [8]

Material Respuesta
Téxico El tejido circundante muere
No-toxico y biolégicamente inactivo (cercano Formacidn de tejido fibroso de espesor
a inerte) variable
No-toxico y biolégicamente activo (bioactivo) Formacion de una unién interfacial
No-toxico y se disuelve El tejido circundante lo remplaza
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Los materiales porosos pueden lograr una fijacion bioldgica. En este caso, una unién mecanica
se obtiene por crecimiento del hueso en los poros, si éstos tienen un didmetro mayor de 100
micras [11]. El aumento de la zona interfacial entre el implante y el tejido aumenta la resistencia
al movimiento del dispositivo en el tejido. Sin embargo, también los materiales porosos no
duran mucho tiempo una vez implantados. Su resistencia mecanica no es tan alta como los
materiales densos, y la corrosién debido a la exposicion de una gran area superficial a los fluidos
corporales disminuye alin mas su resistencia.

Los bioceramicos reabsorbibles representan una solucién alternativa al problema, estos
materiales se supone que aumentan la capacidad del cuerpo para auto-repararse. Esto ocurre ya
que el material se degrada gradualmente durante un periodo de tiempo, y es sustituido por el
tejido huésped natural. Una cuestion importante es la biocompatibilidad de los productos de la
resorcion o reabsorcion. Ademas, la reabsorcion debe de producirse a un ritmo similar al
metabolismo celular. Estos requisitos son muy dificiles de cumplir, y por esta razon no muchos
materiales reabsorbibles son de aplicacion clinica todavia. Una solucién valiosa para resolver
este problema es la utilizacion de materiales bioactivos

2.4 Materiales Bioactivos

Los materiales artificiales que son implantados en defectos dseos son generalmente aislados del
hueso circundante por medio de una capsula fibrosa. Consecuentemente, no pueden adherirse
al hueso y esto ha sido un problema critico en su aplicacion para la regeneracion 6sea. Desde
1970, este hecho ha podido ser resuelto por medio del uso de materiales bioactivos que
espontaneamente crean un enlace y se integran al hueso en el cuerpo.

De acuerdo a la Conferencia de Consenso sobre Definiciones en Biomateriales organizada por
la Sociedad Europea de Biomateriales (ESB — European Society of Biomaterials) de 1987 [4],
un material bioactivo es aquel “que ha sido disefiado para inducir una actividad bioldgica
especifica”. Obviamente, esta definicion ha cambiado con el curso del tiempo. Kokubo y
Takadama [1] afirman que, “el requisito esencial para que un material pueda unirse al hueso
vivo es la formacion hueso tipo apatita sobre la superficie del material cuando es implantado
en el cuerpo vivo”.

Diversos tipos de materiales bioactivos han sido desarrollados durante las Gltimas tres décadas.
De entre ellos, los mas usados en aplicaciones clinicas son: el Bioglass® en el sistema Na,O-
Ca0-SiO2-P,0s, la hidroxiapatita sintética (HA) (Caio(POa4)s(OH)2, el fosfato tricalcico B
sintético (TCP) (Caz(POa)2, el ceramico bifasico HA/TCP, el vitroceramico A-W que contiene
oxifluorapatita cristalina (Ca10(PO4)s(O,F.)) y la wollastonita  (CaO-SiO2) en una matriz vitrea
MgO-CaO-SiO,. Estos materiales han sido desarrollados en volumen y en particulas con
estructuras densas y porosas.
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Los materiales bioactivos presentan una caracteristica comin en la interface con el hueso
después de su integracion. Por ejemplo, el Bioglass®, la HA y el vitrocerdmico A-W, revelan
una capa de apatita en la interface que es mediadora de la integracion con el hueso.

Evaluaciones histoldgicas in vivo muestran que esta capa de apatita se forma en la superficie de
estos materiales en una etapa temprana del periodo de inmersidn, y que mas tarde la matriz dsea
se integra a esta apatita. Esta capa de apatita consiste en cristales nanométricos de una apatita
que contiene iones de carbono, una estructura defectuosa y de baja cristalinidad. Estas
caracteristicas son similares a las de la fase mineral del hueso y, entonces, las células encargadas
de la regeneracion del hueso, pueden proliferar en la apatita y diferenciarse para formar una
matriz extracelular compuesta por apatita bioldgica y colageno. Como resultado, el hueso
circundante se encuentra en contacto directo con la superficie de la capa de apatita. Cuando este
proceso ocurre, se crea un enlace quimico entre el hueso mineral y la superficie de apatita para
disminuir la energia interfacial existente entre ambas [12].

2.5 Bioceramicos

Se presenta una revision de los diferentes bioceramicos que actualmente se estudian haciendo
énfasis en los biovidrios ya que este material es el que sera utilizado durante el desarrollo de
este proyecto.

Los ceramicos utilizados especialmente para la reparacion, reconstruccion y sustitucion de
partes enfermas o dafiadas del cuerpo son conocidos como biocerdmicos. En el pasado, los
ceramicos y vidrios fueron utilizados en una amplia gama de aplicaciones relacionadas con la
medicina, como, por ejemplo: lentes, instrumentos de andlisis, etc. Sin embargo, el uso de
ceramicos en el interior del cuerpo es relativamente nuevo. Hoy en dia, los bioceramicos se
utilizan para una gran cantidad de aplicaciones diferentes en el interior del cuerpo humano.

Los biocerdmicos pueden ser policristalinos (alimina o hidroxiapatita), biovidrios (Bioglass
45S5), vitroceramicos bioactivos (A/W), o compositos bioactivos (polietilen-hidroxiapatita).

Una comparacién de la actividad quimica relativa de los diferentes tipos de bioceramicos, se
muestra en la Figura 2.2. La reactividad relativa mostrada en la Figura 2.2(a) tiene una relacion
muy cercana con la velocidad de formacion de una union interfacial en los implantes cerdmicos,
biovidrios, y vitrocerdmicos con el hueso de la Figura 1.2(b). En nivel de reactividad de un
implante influye en el espesor de la zona interfacial o la capa que existe entre el material y el
tejido. Analisis de fallas a implantes durante los pasados 20 afios generalmente muestran que la
falla se origina en la interface biomaterial-tejido.
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Figura 2.2 Espectro de bioactividad de varios implantes bioceramicos: (a) relacion relativa de
bioactividad, (b) Dependencia con el tiempo de formacién de unién 6sea en la interfase del implante
[10]

2.6 Biovidrios

Biovidrios es el nombre de una serie de composiciones de vidrios que poseen la habilidad de
crear un enlace con el hueso y otros tejidos, descubiertos por Hench en 1969 [13]. Estos vidrios
son producidos como los vidrios convencionales en los cuales los componentes basicos son
SiO2, Na20O, CaO y P20s, y se comercializan con el nombre de Bioglass®. Una técnica méas
reciente para la obtencion de los vidrios bioactivos es el uso del proceso de sol-gel que da como
resultado estructuras porosas finas con una bioactividad més alta que los vidrios convencionales
de la misma composicién. Cada componente brinda su propia contribucion a los vidrios
bioactivos, pero el CaO y el Na2O pueden ser sustituidos sin afectar en gran medida al enlace
con el hueso. Incluso los vidrios sin P.Os son bioactivos, contrariamente a lo que se creia hace
unos afios que era un componente indispensable. La habilidad de crear un enlace con el hueso
se basa en la reactividad quimica de los vidrios bioactivos en los cuales los enlaces de silicio
estan rotos y, finalmente, una capa rica en fosfato de calcio (CaP) se deposita en la superficie
del vidrio que cristaliza transformandose en hidroxiapatita carbonatada (HCA) que provee una
interface de union con los tejidos.

La unién hacia el tejido 6seo fue primeramente demostrada para un rango composicional de
biovidrios con contenidos de SiO,, Na2O, CaO y P,Os en proporciones especificas mostradas
en la Tabla 2.4.
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Tabla 2.4 Composiciones de diferentes tipos de Bioglass [14]

4585 45S5F 45S5.4F 40S5B5 5254.6 5584.3

Bioglass  Bioglass  Bioglass  Bioglass Bioglass Bioglass

SiO; 45 45 45 40 52 55
P20s 6 6 6 6 6 6
Cao 24.5 12.25 14.7 24.5 21 195
CaF; 12.25 9.8
Na,O 24.5 24.5 24.5 245 21 195
B2Os; 5

Estructura Vidrio Vidrio Vidrio Vidrio Vidrio Vidrio

Existen tres caracteristicas claves en la composicion de estos biovidrios que los distinguen de
los vidrios tradicionales de cal-silice: menos de 60% mol de SiO», alto contenido de Na,O y
Ca0, y alto valor en la relacion CaO/P20s. Estas caracteristicas hacen la superficie altamente
reactiva cuando se exponen a un medio acuoso.

Una variedad de biovidrios base silice estan basados en la férmula llamada 45S5, que significa
45% peso de SiOzy la relacion molar de 5:1 de calcio a fosforo (Ca/P). Vidrios con relaciones
substancialmente menores de Ca/P no presentan unién 6sea. Sin embargo, algunas sustituciones
en la formula 45S5 de 5-15% peso de B2Os3 por SiO2 0 12.5% de CaF» por CaO, no tienen efecto
sobre la habilidad del material de formacion de unién con el tejido 6seo. No obstante, cuando
se adiciona un pequefio contenido (3% en peso) de Al;O3 a la formula, ésta previene la
capacidad de union con el tejido 6seo del biovidrio.

La dependencia composicional de la union ésea de los vidrios de composicion Na,O-CaO-P,0s-
SiO- se ilustra en la Figura 2.3. Todos los vidrios en la Figura 2.3 contienen 6% peso de P20s.
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Las composiciones en el centro del diagrama (region A) forman una unién con el hueso.
Consecuentemente, la region A es llamada el limite bioactivo de union dsea. Los vidrios
silicatados dentro de la region B (vidrios de botellas, ventanas, portaobjetos de microscopios)
se comportan de manera casi inerte y provocan un encapsulamiento del tejido fibroso en la
interface implante-tejido. Los vidrios dentro de la region C son reabsorbibles y desaparecen en
el rango de 10-30 dias después del implante. Los vidrios dentro de la region D no son
tedricamente practicos y por lo tanto no han sido analizados como implantes. Gross et al. [14]
han mostrado que un rango bajo de alcalis (0-5% en peso) de biovidrios basados en SiO>
también presentan unién con el hueso.

Figura 2.3 Regiones de bioactividad del sistema CaO-SiO,-Na,O [15]

El colageno, constituyente de los tejidos blandos, puede adherirse fuertemente a los biovidrios
gue se encuentran en la gama de composiciones de la region A, que se muestra en la Figura 2.3.
Las fibras de colageno forman un tejido en la interfase por el crecimiento de una capa de HCA
sobre la superficie del biovidrio como se muestra en la Figura 2.4. Los aglomerados densos de
colageno-HCA imitan la naturaleza del enlace entre ligamentos y tendones, compuestos
completamente de fibras de colageno y del hueso y los dientes que son compdsitos de cristales
de HCA y coléageno [16,17]. Pruebas con colageno-biovidrio produjeron uniones interfaciales
similares a las que se producen en el tejido suave conectivo Figura 2.5, como lo descubierto por
primera vez por Wilson et al. [18,19].
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Figura2.4 Imagen de MEB de fibras de colagenos [C] incorporado en la capa de [HCA] que crecen
sobre un sustrato de biovidrio 45S5 in vitro. (foto cortesia del profesor Carlo Pantano de la
Universidad del estado de Pensilvania de EUA) [20]

Figura 2.5 Adhesion de fibras de colageno a biovidrio [20]

La interfaz compuesta de HCA-colageno sobre biovidrio 45S5 es de 35-60 um del espesor total
de la interface que es de 100-200 pum. Este espesor de union es equivalente al que se da en las
interfaces de origen natural, donde se produce una transicion entre los materiales con bajo

modulo de Young (tendones y ligamentos) y aquellos con moderadamente altos médulos de
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Young (huesos y dientes). Esta es una de las grandes ventajas en utilizar el biovidrio 45S5 ya
que puede formar enlace tanto con tejidos duros como suaves.

2.7 Métodos para la Obtencion de Materiales Porosos

2.7.1 Método de la Réplica

El método de la réplica consiste en sumergir una estructura celular (sintética o natural) en una
suspension que contiene particulas ceramicas y aditivos apropiados (aglutinantes y
dispersantes), seguido por el secado para evaporar el disolvente, y de un calentamiento a
temperaturas de entre 300 y 800 °C, velocidades menores a 1 °C/min son usualmente requeridas
en este paso para promover la descomposicion de la parte organica y asi evitar la acumulacion
de presion dentro de las paredes de la estructura. Ligantes y plastifizantes son usualmente
adicionados en la suspension inicial con la finalidad de proveer al recubrimiento cerdmico de
resistencia suficiente para prevenir fracturas de las paredes durante el calentamiento. Los
ligantes tipicos utilizados son: ortofosfato de aluminio coloidal, silicato de potasio y sodio,
ortoborato de magnesio, alimina hidratable, silice coloidal, entre otros. Una vez removido el
molde polimérico, la capa ceramica es finalmente densificada por sinterizacién bajo una
atmasfera apropiada en un rango de temperaturas de 1100 a 1700 °C, dependiendo del material
[21].

Ceramicos macroporosos de diferentes composiciones quimicas han sido preparados mediante
la técnica de réplica, Al203, SiC, SiO2, TiO», SisNs, HA. Los cerdmicos porosos obtenidos
mediante la técnica de la réplica con esponja pueden llegar a niveles de porosidad abierta en el
rango de 40-95% y son caracterizadas por una estructura reticular con porosidad interconectada
con tamanos de 200 um a 3 mm. La alta interconectividad de los poros mejora la permeabilidad
de los fluidos y gases a través de la estructura porosa [22].

Chen et al. [23] obtuvieron espumas de Bioglass 45S5 mediante la técnica de réplica. En la
Figura 2.6, se observa una micrografia de MEB de una espuma de Bioglass 45S5 obtenida por
Chen mediante el método de replicacion, en la cual se puede observar que obtuvieron una
porosidad tipo panal.

19



Figura 2.6 Imagen de MEB de espuma de Bioglass 45S5 obtenida por el método de replicacion [23]

Una desventaja de la técnica de réplica con esponjas es el hecho de que los puntales de la
estructura reticular se fracturan con frecuencia durante el calentamiento del molde, bajando
considerablemente la resistencia mecénica final del cerdmico.

2.7.2 Método del Molde de Sacrificio

La técnica del molde de sacrificio usualmente consiste en la preparacion de un composito
bifasico, que contiene una matriz continua de particulas ceramicas y una fase dispersa de
sacrificio, que es distribuida homogéneamente en toda la matriz y es en Gltima instancia,
extraida para generar la porosidad dentro de la microestructura. Este método conduce a un
material poroso que muestra una réplica negativa de la plantilla de sacrificio original, contrario
a la morfologia positiva obtenida de la técnica de réplica descrita anteriormente.

El composito bifasico es cominmente preparado por la compresién de una mezcla de polvos de
dos componentes, la formacion de una suspension bifésica, la cual es subsecuentemente tratada
por rutas humedas coloidales o por la impregnacion previa de preformas consolidadas del
material de sacrificio con suspension ceramica [24,25].

La manera en la cual el material de sacrificio es removido del compdsito depende
primordialmente del tipo de formador de poro empleado. Una gran variedad de materiales de
sacrificio han sido usados como formadores de poro, incluyendo organicos naturales y
sintéticos, sales liquidas, metales y compuestos ceramicos. Organicos naturales y sintéticos son
usualmente removidos por pirélisis aplicando tratamientos térmicos largos a temperaturas de
200-600 °C. Los largos periodos requeridos para una pirolisis completa del componente
organico y la gran cantidad de productos gaseosos generados durante este proceso son las
principales desventajas del uso de materiales organicos como materiales de sacrificio.
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2.7.3 Método de Espumado Directo

En el método de espumado directo, los materiales porosos son producidos mediante la
incorporacion de aire en una suspension o medio liquido que, posteriormente, es mantenido
para conservar la estructura de burbujas de aire creadas. En la mayoria de los casos, las espumas
consolidadas son mas tarde sinterizadas a altas temperaturas para obtener ceramicos porosos de
alta resistencia.

La porosidad total de la espuma ceramica es proporcional a la cantidad de gas incorporado
dentro de la suspension o medio liquido durante el proceso de espumado. Por otro lado, el
tamafio de poro, es determinado por la estabilidad de la espuma antes de que ésta se realice. Los
métodos de espumado directo usualmente son faciles, baratos y se preparan de una manera
rapida, obteniéndose los cerdmicos macroporosos con porosidades abiertas y cerradas que van
en el rango de 40 al 97%. La estabilizacion y formacion de las espumas es un paso decisivo en
este método. Las espumas suelen ser estabilizadas con surfactantes para obtener cerdmicos
porosos que exhiben tamario de poro que van de 35 pm a 1.2 mm.

Estructuras celulares preparadas por espumado directo, usualmente exhiben resistencia
mecéanica considerablemente mayor que las obtenidas por la técnica de réplica debido
principalmente a la ausencia de defectos en los puntales de la estructura. Resistencia a la
compresion de 16 MPa a niveles de porosidad de 87-90% han sido obtenidas de ceramicos
porosos producidos por espumado directo.

2.7.4 Variante de Metalurgia de Polvos

Este proceso consiste en la mezcla en seco de los polvos ceramicos o metalicos con un
aglutinante polimerico solido y un agente espumante [26]. La mezcla entonces se moldea en la
forma deseada y es tratada térmicamente en un ciclo de tres periodos. Durante la primera etapa
(espumado), el aglutinante es fundido para crear una suspension cargada con particulas
metélicas o ceramicas. Durante este periodo, el agente espumante se descompone Yy libera un
gas que expande la estructura, creando asi porosidad interconectada en la estructura. La segunda
etapa (pirolisis) consiste en la descomposicion del ligante polimérico a una temperatura
intermedia. La tercera etapa (sinterizado) es realizada para proveer resistencia mecéanica a la
espuma. La estructura de la espuma puede ser modificada mediante cambios en la formulacion
o con la variacién de las condiciones de espumado y/o sinterizado.

Lefebvre et al. [27] han logrado obtener espumas de titanio mediante el método de tecnologia
de polvos y espumado de polimeros, las cuales presentan una estructura celular abierta y son
permeables. En la Figura 2.7 se muestra una micrografia de MEB donde se pueden observar la
porosidad abierta de las espumas obtenidas por este grupo de investigadores.
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Figura 2.7 Imagen de MEB de espuma de Ti [27]

2.8 Evaluacion de la Bioactividad

Como fue expuesto anteriormente, los materiales artificiales que son implantados en defectos
0seos son generalmente aislados por medio de una capsula fibrosa, y, por tanto, no pueden estar
en contacto con el hueso. Después de que en 1972 se demostré que algunos vidrios bioactivos
crean espontaneamente enlaces con el hueso sin formar capsula fibrosa, surgio6 el concepto de
bioactividad y numerosos tipos de materiales han sido estudiados, buscando determinar sus
propiedades bioactivas.

La realizacion directa de estudios in vivo en animales con este fin resulta una practica muy
costosa y poco eficiente. Por ello, se requieren métodos de evaluacion de la bioactividad in
vitro, que brinden informacion preliminar, evitando el sacrificio innecesario de animales.

A continuacion, se abordan dos métodos que permiten obtener informacion previa sobre las
propiedades bioactivas de materiales, sumergiéndolos en medios liquidos con caracteristicas
similares a las de los fluidos fisioldgicos.

2.8.1 Fluido Corporal Simulado (SBF- Simulated Body Fluid)

En el afio 1991 fue propuesto por Kokubo [28] que el requisito principal para que un material
artificial pueda crear un enlace directo con el hueso es la formacion de una capa de apatita
similar a la del hueso en su superficie, luego de ser implantado en el cuerpo humano. Segun
Kokubo, esta formacion puede ser reproducida en un fluido corporal simulado (SBF) que
contiene concentraciones de iones similares a las del plasma sanguineo humano (Tabla 2.5)
[28]. Esto significa que la bioactividad de un material puede predecirse por medio de la
formacién de apatita en su superficie cuando se lo sumerge en SBF.
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Tabla 2.5 Concentracion de iones de SBF y el plasma sanguineo [28]

Ion Plasma sanguineo (mM) SBF (mM)
Na* 142.0 142.0
K* 5.0 5.0
Mg?* 1.5 1.5
Ca’ 2.5 25
Cr 103.0 147.8
HCO* 27.0 4.2
HPO* 1.0 1.0
SO4* 0.5 0.5
pH 7.2-74 7.4

Desde entonces, la bioactividad de muchos tipos de materiales ha sido evaluada por inmersién
en SBF. Por ejemplo, los vitrocerdamicos del tipo A-W han demostrado formar apatita en su
superficie al ser sumergidos en SBF, como puede verse en la Figuras 2.8 y 2.9. Esto fue
confirmado, ademas, por su capacidad de crear un enlace directo con el hueso en estudios in
vivo (Fig. 2.10.). Por otro lado, los vitrocerdmicos del mismo tipo A-W, pero esta vez con
presencia de aluminio, no formaron capa de apatita en su superficie al ser sumergidas en SBF,
asi como tampoco se observaron enlaces con el hueso en estudios in vivo. Existen otros
ejemplos en la literatura y son expuestos con mayor detalle en [29]. Para todos estos materiales,
la formacidn de apatita en su superficie, al ser sumergidas en SBF, presenta una buena
correlacion con su comportamiento bioactivo en estudios realizados in vivo.
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Figura 2.8 Micrografias de MEB de la superficie (izq.) y la seccion transversal (der.) de una capa de
apatita formada en una vitro-ceramica A-W en SBF [29]

Figura 2.9 Imagen por microscopia electronica de transmision de la seccion transversal de una capa
de apatita formada en una vitro-cerdmica A-W en SBF [29]
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Figura 2.10 Imagen de microscopia electronica de transmision de la interfase entre una vitro-ceramica
del tipo A-W y la tibia proveniente de una rata [29]

A partir de estos resultados, se puede decir que, si un material es capaz de formar apatita en su
superficie al ser sumergido en SBF, podra crear enlaces directos con el hueso a través de esta
capa de apatita que se forma en su superficie in vivo, siempre y cuando el material no contenga
ninguna sustancia que induzca reacciones de toxicidad o de anticuerpos. Por otro lado, también
existen resultados cuantitativos [29] que muestran que el grado de formacion de apatita de los
materiales inmersos en SBF permite predecir el grado de formacion que se tendra in vivo.

Se concluye entonces, que este método puede ser usado para obtener informacion sobre la
bioactividad de materiales antes de proceder a pruebas en animales, y que, de esta manera, se
puede reducir la cantidad de animales necesarios. De este modo se pueden desarrollar nuevos
materiales bioactivos de manera més efectiva y econémica.

2.8.2 El suero fetal bovino (FBS — Foetal Bovine Serum) como Medio de Aportacion de
Proteinas Contenidas en el Fluido Corporal Humano para la Prediccion de la Bioactividad
en Biomateriales

El suero fetal bovino es el medio de cultivo in vitro y ex vivo, de células, tejidos y 6rganos mas
utilizado. Este contiene los mismos componentes esenciales del suero humano como hormonas,
vitaminas, proteinas de transporte y de adhesion, y factores de crecimiento [30]. El plasma es
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el componente liquido de la sangre, en el cual las células estan suspendidas, y sin los
componentes que producen la coagulacidn, el plasma sanguineo es conocido como suero.

El FBS es obtenido a partir de los fetos extraidos de presas bovinas sanas que son destinadas al
consumo humano [31]. Béasicamente, consiste en la sangre del feto que es recolectada y
separada, de manera aséptica, de los componentes que producen la coagulacion y de las células.
Los fluidos fisioldgicos poseen grandes concentraciones de sustancias de peso molecular bajo
y alto que podrian inhibir la formacion de HA. Sus componentes principales son citados en la
Tabla 2.6; y como puede observarse, la mayor parte de los componentes inorganicos estan
presentes en concentraciones similares a las del SBF.

Tabla. 2.6 Concentracién de iones de FBS [31]

Componente Peso molecular g/litro pmol/litro
Ca2+ 40.08 0.1 25
Na+ 22.99 3.31 144.0

K+ 39.1 0.196 5.0
Mg2+ 24.31 0.036 1.5
Cl- 34.45 3.79 107.0
HCO3- 60 1.62 27.0
HPO32-, H2PO4- 94.97 (PO4) 0.19 2.0
S0O22- 64.06 0.032 500
Urea 60.04 0.24 4.0
Albumina 66000 40 600
IgG 150000 8-17 53-113
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Glucosa 180 1 5.6

Lactasa 90 0.11 1.2

proteinas = ---m-mememeee- 10-20 600

A partir de un estudio comparativo de la degradacion in vitro de un cemento de brucita en FBS,
realizado por Grover et al [32] se demostro que el efecto de las proteinas puede inhibir la
precipitacion espontanea de hidroxiapatita debido a la captacién de calcio. Meyer y Fleisch [33]
observaron que la transformacién de proteina portadora de acilo en Polihidroxialcanoatos, en
condiciones fisioldgicas normales, es inhibida principalmente por la albdmina, seguida por el
magnesio, los pirofosfatos y los citratos. Los mismos autores han observado también que el
citrato, el magnesio y la albimina aumentan la constante de equilibrio de solubilidad de la
brucita, mientras que el fosfato provoca su disminucion. Cada una de estas especies actla de
manera distinta.  Martin y Brown [34] exponen que los fluidos bioldgicos poseen
concentraciones significativas de sustancias de bajo y alto peso molecular que pueden inhibir
la formacion de HA. Ademas, afirman que la albumina rapidamente cubre la superficie de los
polihidroxialcanoatos formando una capa proteica. Al realizar un estudio comparativo de la
formacion de HA en agua destilada y en FBS por medio de una reaccion de acido-base de dos
fosfatos de calcio precursores, han observado que la formacion de hidroxiapatita deficiente de
calcio es considerablemente inhibida en FBS.

La utilizacién del FBS en estudios para la determinacion del efecto de las especies organicas y
para estimar el comportamiento de las muestras en cultivos celulares y bioreactores, es de gran
utilidad, debido a su origen natural y su composicion cercana a la del suero humano. No
obstante, por los mismos motivos, el FBS posee un costo relativo elevado, y por tanto, se
considera una practica eficiente la realizacion de estudios previos con otros métodos, como por
ejemplo, la utilizacion del SBF como medio de inmersion para obtener informacion preliminar
sobre las propiedades bioactivas del material.

2.9 Pruebas in vitro de viabilidad celular

In vitro (latin: dentro del vidrio) son técnicas para realizar experimentos en tubos de ensayo, en
un ambiente controlado fuera del organismo vivo. Debido a que las condiciones experimentales
pueden no corresponder a las condiciones dentro del organismo, los experimentos in vitro
pueden ser poco exactos. Este tipo de investigacion apunta a describir los efectos de una
variable experimental en un subconjunto de las partes constitutivas de un organismo por lo que
este tipo de experimentos se enfoca en 6rganos, tejidos, células, componentes celulares,
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proteinas y/o biomoléculas. Las pruebas in vitro son apropiadas para deducir un mecanismo de
accion, con menos variables y reacciones amplificadas.

Los experimentos in vitro permiten la simplificacion del sistema bajo estudio. Por ejemplo, la
identidad de las proteinas del sistema inmune (por ejemplo, anticuerpos), y el mecanismo por
el cual se reconocen y se unen a los antigenos extrafios, seguiria siendo muy oscuro si no fuera
por el uso extensivo del trabajo in vitro para aislar las proteinas, identificar las células y los
genes que las producen, su interaccion con los antigenos, e identificar como las interacciones
conducen a las sefiales celulares que activan otros componentes del sistema inmune. La
principal desventaja de las pruebas in vitro es la dificultad de extrapolar los resultados de ensayo
a la biologia del organismo intacto.

Entre los métodos de laboratorio para medir la viabilidad y funcionalidad celular se encuentra
la evaluacion de la integridad de la membrana celular. Estos métodos presuponen que las células
tendran su membrana intacta, mientras que la célula apoptdtica tendra la membrana celular
alterada, por lo que permite el paso de sustancia que en condiciones normales no difundirian.
Los métodos para evaluar el proceso de proliferacion celular incluyen la deteccién de antigenos
de proliferacién asociados por inmunohistoquimica, la cuantificacion de la sintesis de ADN
mediante la medicion de timidina tritiada, bromodesoxiuridina, la captacion de tincion de
yoduro de propidio, la cuantificacion de ambiente intracelular mediante la sal de tetrazolio, la
reduccion de alamar Blue y cuantificacion de la concentracion de ATP intracelular. En estos
ensayos basados en el principio de exclusién celular se utilizan sustancias capaces de atravesar
la membrana plasmatica y tefiir las células. Existen descritos en la literatura varios reactivos
como por ejemplo el rojo neutro, violeta de genciana, y azul de tripano. Otro ensayo de
enlazamiento es el azul de kenacid, en donde se mide el contenido de proteinas totales a través
de la proliferacion celular. Otros ensayos utilizan los indicadores de viabilidad celular, como el
alamar Blue. Estos permiten detectar el crecimiento, viabilidad y susceptibilidad de varios
compuestos. La deteccion de células muertas se da por el uso de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, en donde las celulas vivas pueden reducir facilmente la resazurina, y el
aumento de fluorescencia resultante se puede medir con un lector de microplacas o un
fluorometro. Las células muertas no tienen capacidad metabdlica y no reduciran el colorante.

La prueba in vitro con alamarBlue es una prueba simple y rapida mediante la cual se agrega
10% de una solucion comercialmente disponible al medio celular y medida mediante
colorimetria u fluorimetria. El alamarBlue al no ser un componente téxico para las células no
requiere de la eliminacion de células para conseguir la medicion como si lo es en el caso de las
pruebas con 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT). Esto
permite reutilizar células para otras investigaciones, ahorrando tiempo, dinero, especialmente
en el caso de tejidos primarios [35].
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2.10 Técnicas Utilizadas para la Caracterizacion de las Espumas de Biovidrio 45S5

En siguiente apartado se presenta una revision bibliografica acerca de las diferentes tecnicas de
caracterizacion que seran utilizadas en la realizacion de este proyecto.

2.10.1 Analisis por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La técnica de DSC es una técnica de caracterizacion que es utilizada para determinar
temperaturas de transicidn vitrea, cristalizacion y fusién, las cuales son de suma importancia
determinar en el presente proyecto, ya que seran de utilidad para determinar con mayor
exactitud las temperaturas que se fijaran para el ciclo térmico al que se someteran las espumas
producidas.

Bretcanu et al. [36] realizaron estudios de analisis térmico diferencial (DTA). Esta técnica en
muy parecida a la técnica de DSC, la Unica diferencia es que en DTA se mantiene constante el
flujo de calor y en el DSC son la temperatura de la muestra y la de la referencia las que se
mantienen constantes. Ambas técnicas, DTA y DSC, proporcionan informacion parecida, no
obstante, el DSC es mas utilizado. Las curvas de DTA obtenidas por este grupo de
investigadores fueron realizadas a diferentes velocidades de calentamiento las cuales se
muestran en la Figura 2.11. Todas las curvas presentan un pico exotérmico entre 600 y 750 °C,
y dos picos endotérmicos en el rango de 1150-1250 °C. EIl pico exotérmico mencionado antes
corresponde a la cristalizacion del Bioglass 45S5, los dos picos endotérmicos representan
procesos de fusion de dos fases cristalinas como se discute en la literatura [37]. Las
temperaturas de transicion vitrea (T ), temperatura de cristalizacion (T.) y temperatura de fusion

(T3, que se obtuvieron, asi como las velocidades de calentamiento se muestran en la Tabla 2.7.

T
P Tm
Tg 0K/min
£) / J
< P 25K/mi
S N min
= / [l
/ N T f
g \,/ \b'- \‘\'J
° A ——e I ——— o~
S = TN .
° e N 20K/min
LI? — oy f
g ~ 15Kmin -~ W/
g
[Tl (R S o // NS )
—— i
‘gf SR e SR T 10K/min
° NQ—M\ .'.’,'
gy

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Temperature (°C)

Figura 2.11 Curvas de DTA obtenidas de Bioglass a diferentes velocidades de calentamiento [36]
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Tabla 2.7 Velocidades de calentamiento y temperatura de transicion [36]

Velocidad de T, (°C) T. (°C) Twm(°C)
calentamiento °C/min.

5 505 650 1174
10 536 664 1172
15 544 674 1168
20 549 676 1165
25 553 686 1160
30 551 690 1155

Estos resultados estan de acuerdo con Clupper y Hench [38]. Durante el proceso de
cristalizacion el desarrollo de dos fases cristalinas es detectado. La fase cristalina principal es
Na2Ca.Siz0q Y la fase secundaria es Na2Cas(PO4)2SiOa4, que pueden ser identificadas por FTIR.

En el grupo de investigacion del Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales se han
realizado estudios de DSC a muestras de biovidrio 45S5, obteniéndose las temperaturas de T,
T, y T,. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.8 [39].

Tabla 2.8 Velocidad y temperaturas de transicién obtenidas [39]

Velocidad de Tg("C) T, (°C) T, (°O)
calentamiento
°C/min.
5 570 695 1145
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2.10.2 Analisis de las Fases Presentes Mediante Difraccion de Rayos X (DRX)

La técnica de DRX nos ayudara a conocer las fases cristalinas presentes en nuestro material
antes y después de la sinterizacion a las que seran sometidas las espumas de biovidrio 45S5
obtenidas.

ElBatal et al. [40] y EI-Ghannam et al. [41] mostraron una baja velocidad de formacion de
HCA sobre la superficie de materiales vitroceramicos con cristalizacién parcial (de 10 a 20
horas para la formacion de HCA para materiales con > 60% de fase cristalina [42]). El-
Ghannam et al. atribuyen este cambio en la bioactividad a que la fase cristalina tiene un
potencial zeta mas negativo, que a su vez afecta la interaccion de las proteinas del suero
(cantidad de suero absorbido [43]).

Generalmente se acepta que la fase amorfa del vidrio conduce a la formacion de cristales de
sodio-calcio-silicato. Sin embargo, reportes recientes indican que la estequiometria del vidrio
puede ser diferente a diferentes temperaturas del tratamiento térmico [44]; a altas temperaturas
la fase que se forma es Na>Ca»Siz0Og Yy a bajas temperaturas la fase formada es Na>CaSi>Oe [45].
Las dos fases tienen una estructura similar (pero a altas temperaturas la fase tiene dos iones de
sodio remplazando a un ion de calcio) y estan reducidos en seis anillos de silicatos [46]. Otros
postulan que hay otra fase que se encuentra a alta temperatura, la cual contiene ion fosfato,
Na2Cas(PO4)2Si0O4 [37]. A pesar de todo, aun no hay un entendimiento completo acerca de los
procesos y cambios térmicos ocurridos en estas estructuras cristalinas y las propiedades de los
materiales. En la Figura 2.12 se muestra un espectro de DRX donde se observa la fase que se
forma después del tratamiento térmico dado al biovidrio 45S5.

Intensity

20 3D M) 50 B0 7O
Dagreas {2 theta)

Figura 2.12 Espectro de DRX para un biovidrio 45S5 cristalizado. El cual fue indexado como
Na2Ca2$i309 [38]
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Wu et al. [44] midieron el nivel de desvitrificacion o formacion de fase cristalina en el Bioglass
45S5 a diferentes temperaturas de tratamiento térmico. En la Figura 2.13 se muestran los
espectros de difraccion de DRX para el Bioglass 45S5 no sinterizados y sinterizados a diferentes
temperaturas. Se puede observar que los polvos de Bioglass 45S5 son amorfos, y a medida que
se aumenta la temperatura del tratamiento térmico van a apareciendo los picos caracteristicos
de la fase cristalina Na2Ca»SizOg que fue identificada como la principal. A una temperatura de
650 °C se puede apreciar la aparicion de fase cristalina lo que es reportado por Clupper and
Hench [38] quienes encontraron que la cristalizacion se da antes de la sinterizacion por flujo
viscoso en el biovidrio 45S5. Esto concuerda por lo informado por Chen et al. [45], en donde
encontraron que no se da una union evidente entre las particulas de Bioglass 45S5 sinterizadas
a 900°C por 5 horas.
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Figura 2.13 Espectros de DRX de polvos de Bioglass 45S5 no sinterizados y sinterizados a diferentes
temperaturas por 1 hora [37]

Es importante el estudio de las fases cristalinas formadas en las espumas de biovidrio obtenidas
después del tratamiento térmico ya que aumentan las propiedades mecanicas, pero pueden
poner en peligro el comportamiento bioactivo del material.

Puesto que el material sinterizado de Bioglass 45S5 es un vitroceramico, se podria decir que la
bioactividad del material sinterizado puede atribuirse a la fase de vidrio residual. Chen et al.
[23] sugieren que la bioactividad se mantiene también con la fase cristalina Na,Ca2SizOs,
basados en dos razones: (1) la bioactividad de la fase pura Na;CazSisOg ha sido reportada [42],
y la transicion de la fase Na>Ca»Si3Og a una fase amorfa proporciono una explicacion de que la
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fase Na>Ca2SizOyg disminuyo la cinética de formacion de apatita, pero no inhibié el crecimiento
de una capa de apatita en las superficies, esto ha sido reportado en la literatura [46].

Los mecanismos de la transformacion de Na,Ca»SizOg a una fase amorfa podrian estar basados
en los mecanismos de unidn—hueso de biovidrios, que fueron propuestos por Hench et al. [46].
En la secuencia de reacciones interfaciales sobre la superficie del bioglass en contacto con los
fluidos corporales, el biovidrio primero se disuelve para formar una capa de silica-gel,
enseguida una capa de fosfato de calcio amorfo se forma a partir de la silica-gel hidratada, y
finalmente cristales de apatita nuclean y crecen a partir de la capa de fosfato de calcio amorfo.
Chen et al. [23] sugieren que en general estas secuencias de reacciones deben ser aplicables a
la fase Na»Ca,SizOg, que se disuelve a un ritmo mas lento que la fase de vidrio. Este grupo de
investigadores encontraron una fase amorfa mediante DRX después de la inmersion en SBF
durante 28 dias (Figura 2.14) atribuyéndosela a la formacion de la capa amorfa de fosfato de
calcio, de acuerdo a la teoria de Hench et al. [46].
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Figura 2.14 Espectros de DRX de espumas de Bioglass 45S5 sinterizadas a 1000°C por una hora
inmersas en SBF por 3, 7, 14, 28 dias. Los picos de la fase Na.Ca;SizOg y de la hidroxiapatita son
marcados con (V) y (), respectivamente [45]
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2.10.3 Microscopia electronica de barrido (MEB)

La técnica de MEB es una poderosa herramienta que ayudarad a obtener imagenes acerca de
morfologia de la superficie de las muestras de biovidrio 45S5 que se obtendran durante el
desarrollo de este proyecto.

Lefebvre et al. [47], obtuvieron espumas con porosidad abierta de diferentes metales,
caracterizando la microestructura mediante MEB. La Figura 2.15 muestra las espumas de Ni
obtenidas mediante este proceso.

Figura 2.15 Imagen de MEB de espumas de Ni (a) baja magnificacion, (b) alta magnificacion [47]

Deb et al. [48] obtuvieron espumas de Bioglass 45S5 mezclando los polvos de Bioglass con
alcohol polivinilico como poroégeno. La microestructura la caracterizaron mediante MEB. En
la Figura 2.16 se muestran las micrografias MEB de las espumas obtenidas donde se observa
que obtuvieron diferentes tamafios de poro.
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Figura 2.16 Iméagenes de MEB de espumas de Bioglass 45S5 obtenidas con alcohol polivinilico como
agente porégeno

Comparando la microestructura de las espumas obtenidas mediante la técnica de tecnologia de
polvos con la del de la figura anterior se puede observar que se logran obtener materiales con
una mejor distribucién de tamafio de poro ademas de tener micro porosidad, que es de gran
importancia para este tipo de materiales que van a ser utilizados como biomateriales, debido a
que se quiere que las espumas tengan bioactividad al momento de ser implantadas en el cuerpo,
y en este caso la microporosidad ayudard a la vascularizacién del tejido asi como a la
proliferacion y crecimiento de células formadoras de hueso.

Zonotto et al. [49] estudiaron la formacion de HA sobre la superficie de Bioglass 45S5,
caracterizandola por MEB. En la Figura 2.17 se muestran las imagenes de la capa de HA
formada sobre diferentes muestras de Bioglass en las cuales la superficie fue polarizada
negativa y positivamente.
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Figura 2.17 Imégenes de MEB de la superficie de Bioglass 45S5 sumergida durante 7 dias en SBF
[49]

Chen et al. [23] también estudiaron la formacion de HA en la superficie de Bioglass 45S5. En
la Figura 2.19 se muestran las imagenes de MEB de los resultados que obtuvieron. La técnica
de MEB es una técnica muy util para conocer la morfologia de la superficie de las muestras
después de la inmersion en SBF, esto sera de utilidad para determinar de una manera rapida si
se forma o no la capa de HA sobre la superficie del biovidrio 45S5.

Figura 2.18 Imégenes de MEB de la formacion de HA sobre la superficie de espumas de Bioglass
45S5 después de la inmersion en SBF por (a) 3 dias, (b) 7 dias, (c) 14 dias y (d) 28 dias [45]

2.10.4. Medicidn de las Propiedades Mecanicas de las Espumas

Es importante medir las propiedades mecanicas de las espumas ya que dard una vision mas

clara del comportamiento del biomaterial una vez implantando. Es necesario para disminuir la
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rigidez entre el implante y el tejido vivo (hueso) se requiere que éste tenga propiedades
similares a la del hueso trabecular que son alrededor de 2-12 MPa de resistencia a la
comprension.

En trabajos previos realizados en el grupo de trabajo se midié la resistencia a la comprension
de espumas sinterizadas a diferentes temperaturas, obtenidas mediante el proceso de tecnologia
de polvos y espumado de polimeros. Los resultados obtenidos mostraron que a medida que se
aumenta la temperatura de sinterizacion la resistencia a la compresion aumenta, esto se le
atribuye al aumento en la densificacion lo que provoca una disminucion de la porosidad de la
espuma. En la Tabla 2.9 se muestran los valores obtenidos de resistencia a la compresion para
diferentes temperaturas de sinterizacién de las espumas [39].

Tabla 2.9 Resistencia a la compresién y porosidades obtenidas a diferentes temperaturas [39]

Temperatura (°C) Porosidad (%) Resistencia a la compresion
(MPa)
950 79.3+2.44 1.69+0.96
975 76.3+2.56 3.46+0.86
1000 71.2+0.91 5.01+0.82
1025 64.1+2.59 5.53+1.21

Chen et al. [44] reportaron valores de 0.3-0.4 MPa para materiales altamente porosos de
Bioglass 45S5 (~90%). Estos valores son mas bajos que los medidos en las espumas obtenidas
mediante metalurgiatecnologia de polvos, esto podria deberse a la diferencia en porosidad, asi
como al método de obtencion de las espumas ya que este grupo de investigacion utilizo el
método de réplica.

2.10.5 Espectroscopia Infrarroja (FT-IR).

La técnica de FT-IR permite hacer un estudio de las fases formadas en la superficie de las
espumas de biovidrio 45S5 obtenidas.
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Bil et al. [50] hicieron un estudio de la formacion de la capa de HA en la superficie de muestras
de Bioglass 45S5 inmersas por diferentes tiempos en SBF mediante FT-IR (Figura 2.19). La
formacion de la capa de HA sobre las muestras de Bioglass 45S5 después de la inmersion en
SBF se demuestra por la aparicion de picos alrededor de 560, 603 y 1023-1039 cm
correspondientes a las vibraciones de flexion y estiramiento de los grupos POa, respectivamente
[51]. Ademas, la aparicion de la banda a 873 cm™ corresponde al modo de vibracion de los
grupos carbonato, lo que sugiere la formacion de apatita carbonatada, como se discute en la
literatura [52].
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Figura 2.19 Espectros de FT-IR de espumas de Bioglass 45S5 antes y después de la inmersion en SBF
[50]
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CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se describen los diferentes procesos y procedimientos de preparacion del
biovidrio 45S5. Asi mismo, se describe el proceso de obtencidn de espumas y su caracterizacion
estructural y mecénica, y como se realizaron las pruebas de bioactividad.

3.1. Preparacion del Biovidrio 45S5

3.1.1 Reactivos de Partida

Los reactivos que se utilizaron para la fabricacion del biovidrio 45S5 fueron polvos de alta
pureza de Na,COs anhidrido marca JT Baker y CaO, SiO; y P.Os de Sigma-Aldrich. Estos
reactivos se adicionaron en un recipiente de polietileno para homogeneizarlos mediante un
molino de bolas convencional durante 15 minutos. Se realiz6 la mezcla estequiométricamente
para obtener una composicion final de 24.5Na>0-24.5Ca0-6P,0s-45Si0; en porciento peso.

3.1.2 Obtencién del Biovidrio 4555

El biovidrio 45S5 se obtuvo mediante la técnica convencional de fusion y temple. Una vez
obtenida la mezcla de polvos, ésta se vertié en un crisol de silice fundida el cual fue llevado a
un horno marca Carbolite® HTF17 para ser sometida a un ciclo térmico (Figura 3.1). La mezcla
fundida se vacio en una placa de acero fria de espesor de ¥4 pulgada, la cual estaba en contacto
(parte inferior) con un recipiente con agua, que funcioné como refrigerante de la placa y asi
obtener mayor cantidad de calor extraido por parte del elemento metalico.

T°C
90 min
1350
10 °C/min
90 min
950 TEMPLE
10 °C/min

t (min)

Figura 3.1 Ciclo de calentamiento para la obtencion del biovidrio 45S5
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3.1.3 Obtencién del Biovidrio 45S5 en Polvo

Una vez obtenido el vidrio, éste se pulverizo en un molino de mortero de agata (Mortar Grinder
PULVERISETTE 2, FRITSCH), hasta obtener un tamafio de particula < 63 pum, esto se realizd
en lotes de 15 g; el polvo obtenido se pasé a través de una malla de #250 para obtener un tamafio
de particula menor a 63 um. En la Figura 3.2 se muestra un esquema general del proceso de
obtencion del biovidrio 45S5.

Na,o
Siob o
/) CaO= Q' — — -
l/h 03 - POLVOS DE
BIOVIDRIO
POLVOS MEZCLADO BIOVIDRIO MOLIENDA 4558

4S5S

Figura 3.2 Diagrama de la ruta de obtencion del biovidrio 45S5

3.2. Caracterizacion de los Polvos de Biovidrio 45S5

3.2.1 Andlisis por Fluorescencia de Rayos X (FRX)

Con el objetivo de corroborar la composicion final del biovidrio 45S5 se llevaron a cabo un
analisis de fluorescencia de rayos X al polvo de biovidrio obtenido por fusion y temple
utilizando un Espectrometro de Fluorescencia de Rayos X SPECTRO XEPOS llI.

3.2.2 Andlisis de las Fases Presentes Mediante Difraccion de Rayos X (DRX)

Con la finalidad de corroborar la naturaleza amorfa del biovidrio 45S5, los polvos obtenidos
fueron caracterizados mediante la técnica de difraccion de rayos X (DRX) en un equipo
Siemens D5000 X-ray Diffractometer. La adquisicion se llevo a cabo en el rango de 10°-90° 26
con 0.01° por paso (2 segundos por paso) con radiacion de Cu Ka (longitud de onda 1.5406 A).

3.2.3 Andlisis de la Morfologia de los Polvos Mediante Microscopia Electronica de Barrido
(MEB)

Los polvos obtenidos se observaron mediante MEB en un microscopio JEOL JSM-640 para
obtener informacion acerca de la estructura y la morfologia de las muestras obtenidas. Se tomo
una pequefia muestra de biovidrio la cual fue metalizada con cobre para poder ser observada
debido a la naturaleza no conductora del material ceramico obtenido.
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3.2.4 Distribucion de Tamario de Particula

Una vez pulverizado el biovidrio obtenido por fusion y temple, se realizé una medicion de la
distribucion de tamafo de particula por difraccion laser usando un analizador Beckman Coulter
LS 13 320.

3.2.5 Andlisis de la Sinterizacion y Cristalizacion de Polvos de Biovidrio 45S5

Se realiz6 un estudio del comportamiento del polvo de biovidrio 45S5 a diferentes temperaturas
de sinterizacion para determinar los parametros de temperatura para la fabricacion de las
espumas.

3.2.5.1 Analisis de la Morfologia Mediante MEB

Se tomaron 5 muestras de polvos de biovidrio 45S5, posteriormente fueron calentadas a
diferentes temperaturas las cuales fueron 500 °C, 650 °C, 750 °C, 850 °C, 975 °C. Seguido las
muestras fueron metalizadas con cobre y se observaron mediante un Microscopio Electrénico
de Barrido marca JEOL JSM-640 para observar los cambios en la morfologia de las particulas.

3.2.5.2 Andlisis Mediante DXR

Mediante DXR se determinaron las fases presentes de los polvos tratados a diferentes
temperaturas. Las muestras fueron analizadas en un equipo Siemens D5000 X-ray
Diffractometer, la adquisicion se llevé a cabo en el rango de 10°-90° 26 con 0.01° por paso (2
segundos por paso) Cu Ka (longitud de onda 1.5406 A).

3.2.5.3 Analisis por FT- IR

La técnica de FT-IR es una técnica que permiti6 hacer un estudio de la estructura de los polvos
de biovidrio 45S5. Con esta técnica, se puede analizar las vibraciones de los diferentes grupos
quimicos en la superficie de la muestra, dependiendo de la preparacion de la misma. Para su
analisis las muestras fueron mezcladas con bromuro de potasio. La mezcla obtenida fue
prensada con un dado de acero para obtener pastillas que fueron analizadas en un equipo Nicolet
6700, Thermo Scientific, USA en el rango de numero de onda de 4000-400 cm™.
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3.2.5.4 Andlisis por Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Se realiz6 un estudio por Microscopia Electrénica de Transmision (200 kV Philips Tecnai F-
20 TEM) para identificar las fases formadas una vez sinterizada la espuma de biovidrio 45S5.

3.2.5.5 Andlisis mediante DSC

Con la finalidad de determinar las temperaturas de transicion vitrea, cristalizacion y fusién del
biovidrio 45S5, se realizaron analisis por calorimetria diferencial de barrido. Las mediciones se
llevaron a cabo en un equipo TA Instruments SDT Q600. Las mediciones se realizaron
utilizando 20 mg de muestra en un crisol de alimina y bajo atmdsfera de argén desde
temperatura ambiente hasta 1250 °C a diferentes velocidades de calentamiento.

La cinética de cristalizacion fue estudiada mediante DSC para determinar las temperaturas pico
de cristalizacion (T, ) y de transicion vitrea (T;) asi como el calculo de la energia de activacion

para la cristalizacion del sistema de biovidrio. Las mediciones se realizaron en una atmosfera
de argdn desde temperatura ambiente hasta 1000 °C a diferentes velocidades de calentamiento
en el rango de 1-10 °C/min.

La cinética de cristalizacion se estudio usando un método no isotérmico. La energia de
activacion (E) fue calculada por la ecuacion de Kissinger [53]:

In (T%) = - % + constante (3.1)

Donde E= energia de activacion (kJ/mol); a=velocidad de calentamiento (K/min)
T,=temperatura de pico de cristalizacion; R=constante de los gases (8.314 JKmol™).

La energia de activacion puede ser calculada por la pendiente del grafico [In(e/T?2)] contra
1/T . Los mecanismos de nucleacion y crecimiento de cristal pueden ser definidos por el
14

parametro de Avrami, n, el cual puede ser determinado por la ecuacion de Augis-Bennet [53].

2
_ 25RTy

n=E (32)

Donde AT (K) es el ancho del pico de cristalizacion a la mitad de la intensidad maxima. Si n =
1 la cristalizacion ocurre en la superficie. Sin = 3 la cristalizacion se da de manera volumétrica
[38,54].
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3.2.5.6 Dilatometria

Mediante dilatometria (dilatometro Netzsch modelo DIL 402) se determind el ciclo térmico
utilizado para la sinterizacion de las espumas obtenidas. Las mediciones se llevaron a cabo
desde temperatura ambiente hasta 975 °C en atmosfera de aire a una velocidad de 10 °C/min.
Para la fabricacion de las barras prismaticas se pesaron 3 gr de biovidrio en una balanza
analitica. El polvo de biovidrio se introdujo en un dado de acero inoxidable y se aplico una
presion de 4 toneladas. La dimension de las probetas fue de 5 x 5 x 50 mm.

3.3 Produccion de las Espumas de Biovidrio 45S5

En la Figura 3.3 se muestra el procedimiento para la fabricacion de las espumas de biovidrio
45S5. Este es una variante del proceso de tecnologia de polvos en combinacién con el espumado
de polimeros, en el cual, los diferentes materiales en polvo se mezclan para ser tratados
térmicamente. El biovidrio en polvo se mezcla con una resina fendlica y un agente espumante
(p-tolueno sulfonil hidrazida o TSH) y la mezcla se coloca dentro de un molde de acero
inoxidable para ser tratado térmicamente en un horno. Durante el espumado a 200 °C, el ligante
(resina fendlica) se funde y crea una suspension cargada con particulas de biovidrio 45S5, al
mismo tiempo el agente espumante se descompone y forma un gas que es el encargado de
expandir la estructura. Después del espumado el material resultante es una espuma de resina
fenolica solida cargada con particulas de biovidrio. Las espumas fueron maquinadas en
pequefios cilindros (D = 15.2 mm; L = 8 a 13 mm) con la finalidad de crear una estructura
méas uniforme y evitar problemas de colapso durante los pasos térmicos posteriores. Los
cilindros resultantes fueron pirolizados a 500 °C para eliminar la resina fenolica y sinterizados
a975°C por 1, 2y 3 h, para darle resistencia mecénica a la estructura porosa. En la Figura 3.4
se muestran los diferentes tratamientos térmicos utilizados. Las muestras fueron identificadas
como se muestra en la Tabla 3.1.
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Figura 3.3 Diagrama de la ruta de obtencion de las espumas de biovidrio 45S5

Temperatura °C (c)
1,2,3h
975
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(a) _
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Figura 3.4 Tratamiento térmico de espumas de biovidrio 45S5. (a) Espumado, (b) Pirolisis y (c)
Sinterizacion

44



Tabla 3.1 Muestras sinterizadas a diferentes tiempos de estancia 975 °C

Muestra Tiempo de sinterizacion (h).
BG1 1
BG2 2
BG3 3

3.4 Caracterizacion de las Espumas de Biovidrio 45S5

3.4.1 Caracterizacién Mediante MEB

Las espumas obtenidas se observaron mediante MEB en un microscopio JEOL JSM-640 y en
un microscopio de emision de campo JEOL JSM-7600, para obtener informacion acerca de la
estructura y la morfologia de las muestras obtenidas. EI método de tecnologia de polvos puede
ser utilizado para la fabricacion de espumas con porosidad abierta de diversos materiales (por
ejemplo, metales y cerdamicos).

3.4.2 Difraccion de Rayos X (DRX)

Mediante la técnica de DRX en un equipo Siemens D5000 X-ray Diffractometer, la adquisicion
se llevd a cabo en el rango de 20°-90° 26 con 0.01° por paso (2 segundos por paso) Cu Ka
(longitud de onda 1.5406 A). Se determinaron las fases cristalinas formadas en las espumas
sinterizadas después de aplicar el tratamiento térmico. Los tratamientos térmicos de Bioglass
45S5 han sido estudiados en términos de composicion de fases, temperaturas de transformacién
y bioactividad.

3.4.3 Medicidn de las Propiedades Mecanicas de las Espumas

La resistencia a la compresion fue evaluada en 5 especimenes por serie utilizando una maquina
de ensayos universal (Zwick modelo Z100) con una celda de carga de 5 kN a una velocidad de
deformacion de 2.5 mm/min. Las muestras fueron maquinas en cilindros de 9-12 mm de
longitud y 9-10 mm de diametro.
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3.4.4. Evaluacion de la Permeabilidad

La permeabilidad fue determinada por medio de una prueba de conductividad con carga de agua
variable basada en la ley de Darcy. Se construyo un dispositivo que consiste en un tubo vertical
que proporcionaba la carga de agua, una camara de permeabilidad para posicionar la muestra y
un recipiente para colectar el agua. Antes de la prueba las muestras fueron sumergidas en agua
destilada durante una hora a presion negativa para eliminar el aire remanente dentro de la
estructura. La permeabilidad k y la conductividad hidraulica fueron calculados basados en la
ley de Darcy:

s
k=K~ (3.3)
y
_aky H
K =577 (3.4)

donde u es la viscosidad dinamica del agua, p es la densidad del agua, a es el area de seccién
transversal del tubo A es el area de seccion transversal de la muestra, L es el ancho de la muestra,
H; y H, son la altura inicial y final del medio liquido, respectivamente. Para el estudio de la
permeabilidad fueron evaluadas 5 muestras por serie.

3.5. Evaluacion de la Bioactividad

Se evalud la bioactividad de las espumas de biovidrio 45S5 obtenidas mediante inmersion en
fluido corporal simulado (SBF). Se realizaron pruebas celulares in-vitro, por cultivo en medio
celular. Se le dio seguimiento mediante la degradacion de alamarBlue.

3.5.1 Preparacion del Fluido Corporal Simulado (SBF)

Debido a que el SBF esta sobresaturado con respecto a la apatita, un método de preparacion
inapropiado puede llevar a la precipitacion de apatita en solucion. Para la preparacion del fluido
corporal simulado (SBF) se utilizo el protocolo publicado por Kokubo y col. [28] cuyos pasos
se detallan a continuacion.

1. Se lavaron todos los elementos que fueron usados en la preparacion del SBF con 1 M
HCI, detergente neutro y agua destilada. Los elementos que deben incluirse son los
siguientes: un agitador magnético, ocho bandejas de plastico, una caja petri, un
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recipiente de plastico de 1000 mL, una botella de plastico de 1000 mL, un matraz
aforado de vidrio de 1000 mL, una cuchara, un termémetro, un agitador de plastico, una
pipeta desechable para ajustar el pH (para ser utilizada con 1 M HCI), un embudo de
plastico, un cilindro aforado de 50 mL y un recipiente de 50 mL. Se utilizé un bafio
térmico para ajustar la temperatura y un equipo de medicién de pH para ajustar su valor.
Se afiadieron aproximadamente 700 mL de agua pura destilada dentro del recipiente de
plastico de 1000 mL y se agité por medio de un agitador magnético mientras se elevo
la temperatura hasta 36.5°C (en el mismo agitador o en un bafio térmico).

Se afadieron los reactivos dentro del recipiente de plastico con agua pura destilada,
siguiendo el orden mostrado en la Tabla 3.2, asegurando la completa disolucién de cada
reactivo antes de agregar el siguiente.

Tabla 3.2 Reactivos con sus respectivas cantidades y pureza para la preparacion del SBF

Reactivos Pureza SBF (gr)
NaCl >99.5 8.036
NaHCO3 >099.5 0.325
KCl >99.5 0.225
K2HPO4.3H20 >99.0 0.23
MgCI12.6H20 >98.0 0.311
1.0M-HCI e 40 mL
Na2S04 >99.0 0.072
CaCl2 >095.0 0.293
TRIS >99.9 6.063

1.0M-HoCt - ajustar pH
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4. Se introduce el recipiente de plastico con todos los reactivos disueltos, dentro de un
bafio térmico a 36.5°C y se ajusta el pH a 7.4 mediante la adicion de una solucion 1 M
HCI; se agita mediante un agitador mecanico. EIl termdémetro, el agitador mecanico y el
medidor del pH se lavan con agua destilada luego de sacarlos de la solucion, el agua
utilizada se vierte en el recipiente con los reactivos disueltos.

5. Se traspasa la solucion del recipiente de plastico de 1000 mL al matraz aforado de vidrio
de 1000 mL y se deja enfriar hasta 20°C. Se ajusta el volumen total a 1000 mL
afiadiendo agua destilada.

6. Se traspasa la solucién a la botella de plastico de 1000 mL tapandola. Se mantiene
refrigerada la solucion a 4°C.

Esta solucién es estable hasta 8 semanas, pero si se advierte la presencia de algun tipo de
precipitado de las sales disueltas, debe ser desechada y debe prepararse una nueva solucion.
Antes de utilizar el SBF se debe dejar reposar a temperatura ambiente y filtrarlo utilizando
filtros estériles de 0.22 um bajo flujo laminar.

3.5.2 Célculo del Volumen de SBF Necesario

El volumen del SBF necesario fue calculado mediante la Ec. 3.5 [36].

V=A4/10 (3.5)

donde V es el volumen del medio necesario por muestra 'y A es el area superficial aparente de
una muestra. A fue calculada por medio de la siguiente ecuacion (Ec. 3.6):

A=2*mxr?2+2*m*l (3.6)

donde r es el radio del cilindro o disco y [ es el largo.

3.5.3 Inmersién de los Discos de Biovidrio 4555

Las espumas de biovidrio 45S5 fueron seccionadas en discos de dimensiones 1x1 cm
(didametroxaltura). Una vez obtenidas las muestras, éstas deben ser esterilizadas para evitar o
disminuir la presencia de bacterias que puedan afectar las condiciones del estudio. Para ello, se
recurrié a la esterilizacién por medio de radiacion ultra violeta (UV). Una de las aplicaciones
de los rayos UV es como forma de esterilizacion, junto con los rayos infrarrojos, ya que pueden
eliminar toda clase de bacterias y virus sin dejar residuos. Para este estudio las muestras fueron
sumergidas en SBF a 36.5°C y un pH de 7.4 durante diferentes periodos de tiempo por un
méximo de 4 semanas. El siguiente paso fue el calculo del volumen necesario de SBF.
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Reemplazando los valores del radio y largo de los discos en la Ec. 3.5 y la Ec. 3.6, se obtuvo
un volumen de SBF de 9.42 mL por disco. Se opté por utilizar un valor que fuera
aproximadamente 1.5 veces mayor para asegurar la formacion de la capa bioactiva de
hidroxiapatita. De este modo, cada disco fue inmerso en 15 mL de SBF después de ser
esterilizado. Este valor corresponde a una relacion entre el volumen y el area superficial de
1.9098 cm.

Los tiempos de inmersion fueron de 3, 7, 14 y 28 dias, y para ello, se utilizaron recipientes de
polietileno que se conservaron a 37°C. También se analiz6 una muestra en un tiempo cero la
cual fue inmersa en SBF vy retirada inmediatamente para poder ver si hay algun cambio
significativo al contacto con la solucién. EI SBF se renovd semanalmente para imitar en lo
posible las condiciones reales a las que estaria sometido el material, ya que en el cuerpo existe
una renovacion continua del fluido fisioldgico. Segin Grover et al. [32], la renovacién del
medio incrementa la formacion de capa de HA.

3.5.4 Viabilidad Celular

Se midid la viabilidad celular mediante una técnica colorimétrica con alamarBlue. Los pasos se
detallan a continuacion:

1. El biomaterial (BM) estéril se acondicion6 en medio de cultivo MEMalfa para ajustar
elpHa7.4.

2. Se prepar6 una suspension celular de 300,000 células/mL (medio de cultivo MEMalfa
con 10% de suero fetal bovino) con una viabilidad de 99.6% (determinada por el método
de exclusion de azul de tripano en una camara de Neubauer y microscopio invertido
Leica).

3. Con pinzas estériles se paso cada pieza de BM a un pozo de 2 cm? nuevo (placa de
cultivo de 24 pozos).

4. Se colocod 1 mL de la suspension celular sobre cada pieza de BM mismo que fue
previamente pesado.

5. Como control de adherencia, se colocé 1 mL de la suspension en un plato de cultivo de
10 cm?.

6. Seincubo por5h (37°Cy 5% COy).

7. Alas 5 h se observo en el microscopio invertido que el 99% de las células se habian
adherido al plato de cultivo de 10 cm? (control; poliestireno) por lo que se procedio a
pasar cada pieza de BM a un pozo nuevo y se le agregoé 1 mL de medio MEMalfa con
70 pL de alamarBlue.

8. A los pozos en los que se quedaron las células no adheridas, también se afadid
alamarBlue (70 uL/mL), con el fin de evaluar el grado de adherencia al BM.

9. Se incubd por 5 h, a las cuales se retird el sobrenadante (1 mL) de cada pozo y se
tomaron lecturas en el espectrofotémetro a 570 y 600 nm.
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10. Se determind el factor de correccion R, = A,570/A,600, donde A, corresponde al
control negativo.

11. El porcentaje de reduccion de alamarBlue es proporcional al numero de células viables
y se determind como: Red AA = 100 x (A570 — (4600 X Ry))

12. Las primeras lecturas corresponden al dia CERO; para los dias subsecuentes se
repitieron los pasos (a) pasar el material a un pozo nuevo, (b) adicion de medio de
cultivo fresco con alamarBlue (70 uL/mL), (c) incubacién de 5 h, y (d) toma de lecturas.

3.6 Caracterizacion de las Espumas Después ser Sumergidas en SBF
3.6.1 Medicion del pH y Degradacion de las Espumas de Biovidrio 45S5 en SBF

Una vez inmersas las muestras de espumas de biovidrio 45S5 en SBF se midi6 el pH a diferentes
intervalos de tiempo a 1, 3, 7, 14, 23 y 28 dias. Las mediciones se hicieron dentro de la
incubadora a 37.5 °C para evitar la variacion del pH debido a la temperatura. Las mediciones
se llevaron a cabo en un pHmetro marca JENWAY modelo 3510.

El seguimiento de la degradacion de las probetas se realizé pesando las espumas antes y despues
de la inmersion en SBF en una balanza analitica marca DISCOVERY OHAUS. Las muestras
fueron pesadas después de secarlas en una estufa a 60 °C.

Bohner et al. [55] reportan que la adicion de un solido en SBF puede modificar la composicién
local de la solucion. Un cambio local en la supersaturacion puede ser positivo o negativo hacia
la formacion de apatita. En el caso del Bioglass 45S5, al ser un material basico, provoca un
cambio local de pH en el SBF.Eeste incremento puede ser de hasta 2 unidades de pH lo que
puede disminuir de 10 a 100 veces la solubilidad de la HA, aumentando la aceleracion de
nucleacion de apatita. Este fendmeno es realzado por la liberacion de iones Ca* del Bioglass
458S5.

3.6.2 Caracterizacion de la Superficie Mediante FT-IR

Latécnica de FT-IR es una técnica que permitié hacer un estudio de la superficie de las espumas
de biovidrio 45S5 una vez que fueron inmersas en SBF. Con esta técnica, se puede analizar las
vibraciones de los diferentes grupos quimicos en la superficie de la muestra, dependiendo de la
preparacion de la misma.

FT-IR es una de las técnicas mas potentes que pueden ser utilizadas con el fin de extraer una
imagen cualitativa de las caracteristicas superficiales de los materiales. Muchos autores utilizan
la técnica, para estudiar la formacion de la capa de hidroxiapatita en la superficie del biovidrio
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45S5 después de ser inmerso en SBF. Las muestras fueron analizadas en un equipo Nicolet
6700, Thermo Scientific, USA, en el rango de nimero de onda de 4000-400 cm™.

3.6.3 Estudio Supercficial de las Espumas de Biovidrio 45S5 por Difraccion de Rayos X de
Haz Rasante (GIXRD) y MEB

Mediante la obtencién de imagenes de las muestras por microscopia electronica de barrido es
posible observar la evolucion morfoldgica de la superficie, la macroporosidad y
microporosidad, asi como la microestructura de los cristales de HA que se formen. Las probetas
se observaron en un microscopio de emision de campo JEOL JSM-7600.

La difraccion de rayos X es fundamentalmente una técnica de caracterizacion estructural de
solidos. Las longitudes de onda de los rayos X empleados son del mismo orden que las
distancias interatobmicas de los cristales, que actian como redes de difraccion: difractan los
rayos X en direcciones y con intensidades determinadas. La sefial de difraccién de un sélido es
reflejo de su estructura cristalina. Esta técnica de caracterizacion fue utilizada para analizar los
cambios estructurales, las fases cristalinas, posibles transiciones de fase y reacciones en estado
solido. De esta manera se pudo observar el grado de transformacién del biovidrio 45S5. En los
discos, se realizaron los analisis con un angulo rasante de incidencia de 2°. Con este angulo de
incidencia se pueden estudiar capas delgadas. Esta técnica se utiliz ya que lo que se quiere
estudiar después de las pruebas de inmersion en SBF es la formacion de la capa superficial de
HA sobre el biovidrio 45S5. Las muestras fueron analizadas en un equipo de DRX marca
Bruker modelo D8 ADVANCE DAVINCI en un rango de 20 a 50 ° 26 con 0.01° por paso (2
segundos por paso) Cu Ka (longitud de onda 1.5406 A).

3.6.4. Evaluacion de las Propiedades Mecéanicas

Se evalud la resistencia a la compresion de las espumas de biovidrio 45S5 después de 28 dias
de inmersién en SBF. Las muestras fueron evaluadas en himedo en una méquina de ensayos
universal (Zwick modelo Z100) con una celda de carga de 5 kN a una velocidad de deformacion
de 2.5 mm/min. La resistencia a la comprension fue evaluada en 5 especimenes por serie. Las
muestras fueron maquinas en cilindros de 9-12 mm de longitud y 9-10 mm de diametro.

3.6.5 Analisis de la proliferacién celular mediante MEB

Una vez sembradas las espumas con células pre-osteoblastos de murine, se tomaron muestras a
diferentes tiempos (1, 3 y 7 dias) para ser observadas mediante MEB en un microscopio de
emisién de campo JEOL JSM-7600.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta tesis el estudio se centra en la caracterizacion y obtencion de espumas de biovidrio
45S5. Las espumas obtenidas se sinterizaron a diferentes tiempos de permanencia a la
temperatura de 975 °C y se caracterizaron sus propiedades estructurales, mecanicas y de
bioactividad. Los resultados mas importantes se presentan en el presente capitulo.

4.1. Caracterizacion del Biovidrio 45S5 Obtenido Mediante Tecnologia de Polvos

La primera parte del proyecto se centrd en la sintesis del biovidrio 45S5 mediante la técnica
descrita en el Capitulo 3. En los siguientes apartados se presenta la caracterizacion estructural
realizada a los polvos de biovidrio 45S5 obtenidos.

4.1.1 Analisis por FRX

En la Tabla 4.1 se resume la composicion del polvo de biovidrio 45S5 obtenido. Mediante FRX
se determind que la composicion es muy cercana a la composicion deseada. Sin embargo, a
pesar de no tener la composicion exacta del Bioglass® 45S5, ésta es una composicion que
mantiene una relacién molar Ca/P alta, lo cual es indispensable para que el biovidrio presente
bioactividad.

Tabla 4.1 Composicién de los polvos de biovidrio obtenido por FRX.

Oxido % en peso biovidrio % en peso Bioglass®
SiO: 44.58 45

Na,O 21.29 24.5

CaO 25.01 24.5

P,0s 5.13 6

Al,O3 2.76 -

Fe;0s 0.1265 -
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MgO 0.1582 -

MnO 0.00235
TiO, 0.7307 -
K20 0.1969 -

4.1.2 Analisis mediante DRX

En la Figura 4.1 se muestra el difractograma de los polvos de biovidrio 45S5 obtenidos por
fusion y temple, antes de someterlos a tratamiento térmico. Se puede observar la sefial
caracteristica a 30° de un material amorfo lo cual concuerda con lo esperado debido al método
de obtencion del biovidrio 45S5.

Intensidad {u.a)

20

Figura 4.1 Difractograma de rayos-x de polvos de biovidrio 45S5

53



4.1.3 Analisis Mediante MEB

En la Figura 4.2 se puede observar que el polvo de biovidrio esta constituido por particulas de
diferentes tamafios y morfologias, las cuales son caracteristicas del método de molienda
descrito en el Capitulo 3. Se observan particulas irregulares caracteristicas de un material fragil
sometido a esfuerzos de fractura por reduccion de tamafo de particula. En la Figura 4.3 se
presenta en EDS de los polvos donde se observan los picos correspondientes a los elementos
que constituyen las particulas de biovidrio, los cuales son Si, Na, Cay O. En la Tabla 4.2 se
presenta el analisis elemental realizado al biovidrio; a partir de estos datos se calcul6 % en peso
de los oxidos presentes. En ellos se puede observar que se mantiene una relacion alta de Ca/P
en el biovidrio obtenido. Los valores determinados para los 6xidos por analisis EDS, coinciden
aproximadamente con el valor preciso que se obtiene por FRX, como se mostré en la Tabla 4.1.

Figura 4.2 Micrografia electronica de barrido de los polvos de biovidrio a diferentes magnificaciones,
a) 250x y b) 1500x
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Figura 4.3 EDS de los polvos de biovidrio

Tabla 4.2 Analisis elemental por EDS de los polvos de biovidrio

Elemento % peso % error Oxido % peso
Na 12.40 0.79394 Na.O 22.10
Si 15.46 0.66771 SiO; 43.72
Ca 14.60 0.46160 CaO 27.01
P 2.20 0.11027 P20s 6.62
Al 0.16 0.08553 Al,03 0.53
(0] 49.73 4.878292 - -

4.1.4 Mediciéon de Tamario de Particula

En la Figura 4.4 se observa que se obtuvo una distribucién trimodal de tamafio de particula
después de la molienda efectuada al biovidrio, con clases de tamafios desde 0.5-1pm, 13-21um
y 27-41um, con una media estadistica de 13.28 pum de didmetro de particula. Este tipo de
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distribucion es necesario ya que ayuda a obtener diferentes tamafios de poro en las espumas de
biovidrio que se sintetizaran en la siguiente etapa del proyecto. Es importante el obtener
diferentes tamarios de poro debido a que es un requerimiento en biomateriales que van a ser
utilizados como soportes para la regeneracion del hueso, que tengan tanto macro como micro
porosidad.

—— Biovidrio 4555

Volumen (%)

T T 1 T T T T T T 1
04 06 1 2 4 6 10 20 40 60 100 200 400 1000
Diametro de particula (um)

Figura 4.4 Gréfico de la distribucion de tamafio de particula

4.1.5 Analisis de la Sinterizacion y Cristalizacion de Polvos de Biovidrio 45S5

Una vez obtenidos los polvos de biovidrio 45S5 se realiz6 un analisis del comportamiento de
desificacion a diferentes temperaturas de sinterizacion.

4.1.5.1 Analisis por microscopia electrénica de barrido (MEB)

En la Figura 4.5 se puede observar el cambio en la morfologia de las particulas de biovidrio a
medida que aumenta la temperatura de 500 hasta 975°C. A 500°C se observan particulas de
diferentes tamafios facetados, caracteristicas de un material cerdmico sometido a molienda. A
medida que aumenta la temperatura, la morfologia es mas lisa en la superficie de las particulas;
esto puede ser atribuido a la separacion de fases vitreas en el material lo cual sucede cuando
dos iones de alta valencia estan presentes en un vidrio [37]. Cada tipo de ion tiende a separarse
en una fase. Por efecto de transporte masico térmicamente activado, las particulas sinterizan y
se obtienen estructuras mas densas y robustas con la temperatura.
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Figura 4.5 Imagenes MEB de polvos de biovidrio a diferentes temperaturas de tratamiento térmico.
(@) 975°C, (b) 850°C, (c) 750°C, (d) 650°C, (e) 500°C.

4.1.5.2 Andlisis Mediante DXR

En la Figura 4.6 se muestran los difractogramas de los polvos de biovidrio 45S5 a diferentes
temperaturas de tratamiento térmico entre 750 a 975°C. La principal fase cristalina a 750°C se
identific6 como NazCaSi»Os (JCPDS 77-2189). A 850 y 975°C se observa la aparicion de un
nuevo pequefio pico lo que sugiere la formacion de una nueva fase cristalina secundaria la cual
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fue identificada como silicorerhenanite Na2Cas(PO4)2SiO4 (JCPDS 32-1053). Esta fase nunca
fue identificada por tratamientos térmicos cortos a 800°C. En el Bioglass 45S5 el fosforo, tiende
a despolimerizar la red de silicio y entrar como un cation cuadruple coordinado en la red. A
850°C se observa la separacion del pico principal en dos partes, siendo observada mas
claramente a 975°C. Lefebvre et al. [37] realizaron un analisis mediante difraccion de rayos X
encontrando una dependencia lineal entre la separacion de los picos y la temperatura, por lo que
le atribuyeron este fendbmeno a un cambio en los parametros de red mas que a un cambio de
fase del material.
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Figura 4.6 Difractogramas de polvos de biovidrio 45S5 a diferentes temperaturas de tratamiento
térmico. (a) 975°C, (b) 850°C y (c) 750°C.

4.1.5.3 Analisis por FT- IR

Durante el proceso de cristalizacion del Bioglass 45S5 se desarrollan dos fases cristalinas; una
fase principal formada de un silicato de sodio calcio y una fase secundaria de fosfato [36]. En
la Figura 4.7 se muestran los espectros de FT-IR del biovidrio 45S5 a diferentes temperaturas
de tratamiento térmico. Se pueden observar las sefiales caracteristicas de las bandas de vibracion
de flexion de los enlaces Si-O-Si entre 400-600 cm™ ademas se encuentra una sefial a 635 cm-
! correspondiente a la sefial de modo flexion de la banda P-O [49,56]. Alrededor de 730 cm™
estd la banda debida a las vibraciones de flexion de Si-O [57,58]. Las bandas a
aproximadamente 933 y 1036 cm™* se pueden atribuir a las vibraciones de estiramiento de Si-O
y Si-O-Si, respectivamente [49,59]. Se puede observar el incremento en las bandas de sefial de
los enlaces Si-O-Si y los enlaces P-O con la temperatura debido a la cristalizacion de las fases
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de silice y fosfato presentes en el biovidrio 45S5. No se encontraron sefiales que nos indiquen
contaminacion dejada por la resina utilizada durante el proceso de espumado y pirolisis.
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Figura 4.7 Espectro IR-FT de biovidrio 45S5 a diferentes temperaturas de tratamiento térmico (a)
500°C, (b) 650°C, (c) 750°C, (d) 850°C, (e) 950, (f) 975°C

4.1.5.4 Analisis por MET

El anélisis mediante HRTEM permitié determinar la fase cristalina de la espuma obtenida a
975°C. En la Figura 4.8 (a) se puede observar la estructura cristalina de la espuma. En la figura
4.8 (b) se muestra una imagen filtrada donde se aprecian mas claramente los planos cristalinos.
Mediante la FFT (transformada rapida de Fourier) se muestran los puntos de difraccién de los
planos con un eje de zona de [2-201] y se midieron las distancias interplanares, las cuales fueron
2.62 A, correspondiente a los planos (220) y de 2.67 A, correspondiente a los planos (024),
distancias que corresponden a la fase Na2CaSi2Os, l0 que corrobora lo obtenido por difraccion
de rayos X. Por EDS se pudo determinar la presencia de los elementos principales del biovidrio
45S5, los cuales se presentan en la Figura 4.9.
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Figura 4.8 (a) Imagen HRTEM de polvos de biovidrio 45S5 sinterizado a 975°C, (b) Imagen filtrada
de HRTEM vy su respectivo FFT (transformada rapida de Fourier) (Inserto)
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Figura 4.9 EDS de polvo de biovidrio 45S5
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4.1.5.5 Estudio Mediante DSC

Las curvas de DSC a diferentes velocidades de calentamiento se muestran en la Figura 4.10.
Todas las muestras presentaron un pico exotérmico entre 650 -800 °C que corresponde a la
cristalizacion del biovidrio 45S5, y un cambio de pendiente en 550-580 °C que corresponde a
la temperatura de transicion vitrea (T,). Las temperaturas caracteristicas se muestran en la
Tabla 4.3.
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Figura 4.10 Curvas de DSC de biovidrio 45S5 a diferentes velocidades de calentamiento
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Tabla 4.3 Temperaturas T, y T, para el biovidrio 45S5 a diferentes velocidades de calentamiento

Velocidad de calentamiento T, (°C) T, (°C)
°C/min
1 715.82 552.17
2 730.08 554.67
4 746.79 557.96
5 754.00 564.26
8 768.80 568.23
10 775.92 570.56

La grafica de [In(o/T2)] contra 1/ se presenta en la Figura 4.11. El valor para la energia
p

de activacion de la cristalizacion fue calculado con la pendiente de la curva en 310.44 kJ/mol.
Este valor es parecido al calculado por Oana Bretcanu et al. para polvo de Bioglass® 45S5
[54]. Debido a que la energia de activacién es menor que las fuerzas de los enlaces idnicos del
Si-O y del P-O que son de 443 y 464 kJ/mol, respectivamente, la cristalizacion del biovidrio
45S5 involucra el rompimiento de los enlaces de Na-O y Ca-O que tiene valores de 111 y 84
kJ/mol [60]. Los valores de n para las diferentes velocidades de calentamiento se enlistan en la
Tabla 4.4. Los valores calculados de n estan entre 1y 2, lo que indica que a velocidades bajas
de calentamiento predomina una cristalizacion en volumen en una direccion, mientras que a
altas velocidades predomina la cristalizacion superficial.

Una forma alternativa de calcular el parametro de Avrami n es mediante la ecuacion de Ozawa
[60].

d[ln(—ln(1—a(r)))] B
2B =—-m 4.2)

62



donde a(T)es el grado de cristalizacién a una temperatura fija (725 °C, 750 °C y 775°C) a
diferentes velocidades de calentamiento. La grafica de In[-In(1-a)] vs. In B se presenta en la
Figura 4.12 y a partir de la pendiente de las lineas resultantes se obtiene el parametro de Avrami
m. El valor de a (T)es proporcional al &rea parcial del pico de cristalizacion hasta la
temperatura T. Los valores obtenidos de m se presentan en la Tabla 4.5. Se puede observar la
misma tendencia de cambio del parametro m desde una cristalizacién de tipo superficial a
valores donde predomina una cristalizacion en volumen. Estos valores difieren de los obtenidos
por otros autores que calcularon el factor de Avrami para polvos de Bioglass® con tamafios de
particulas pequefios (< 3um). Esto debido a la distribucidn de tamafio de los polvos de biovidrio
45S5 obtenidos por molienda, que van desde las 63 um, hasta particulas < a 1um. Arstila et al.
[61] investigaron la cristalizacion del Bioglas 45S5; concluyeron que el factor de Avrami puede
ser afectado por el tamafio extremadamente pequefio de particula de los polvos usados para las
pruebas de DTA. Es conocido que particulas pequefias pueden tener cristalizacion superficial
también en sistemas con cristalizacion volumétrica [61]. La cristalizacion superficial y en
volumen se presenta de manera competitiva durante la cristalizacion del biovidrio 45S5. En la
Figura 4.13 se observa el comportamiento del biovidrio a diferentes velocidades de
sinterizacion. A velocidades bajas el mecanismo que predomina es el de cristalizacion en
volumen ya que se da suficiente tiempo para la formacion de nucleos en el interior de las
particulas para iniciar el proceso de cristalizacion; a velocidades altas el mecanismo que
predomina es el mecanismo de cristalizacion superficial en gran parte del proceso (con méas que
suficiente energia suministrada por el calentamiento rapido y los gradientes térmicos en las
particulas, provocando que todo el proceso se lleve a cabo a temperaturas mas altas) mientras
que el proceso en volumen no tiene el tiempo suficiente de iniciar [62].
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Figura 4.11 Célculo de la energia de activacion para la cristalizacion por los resultados de DSC
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Tabla 4.4 Valores de n para el biovidrio 45S5 a diferentes velocidades de calentamiento

o (°C/min) T, (°0) AT (°C) n
1 715.82 30.00 2.1
2 730.08 39.47 1.7
4 746.79 54.54 1.2
5 754.00 52.63 1.3
8 768.80 63.63 11
10 775.92 63.04 11
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Figura 4.12 Gréfico Ozawa para el andlisis cinético del biovidrio 45S5
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Tabla 4.5 Valores de m para el biovidrio 45S5 calculados a partir del método de Ozawa

m Temperatura (°C)
0.83 725
0.93 750
1.22 775

1.2

1 / ies |
/ / B

o
[

Fraccion cristalizada a
o
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0 ‘
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Temperatura °C

Figura 4.13 Representacion de la fraccion transformada en funcion de la temperatura para diferentes
velocidades de calentamiento para el biovidrio 45S5

4.1.5.6 Dilatometria

La variacion relativa de la longitud de la muestra (AL/L,) contra la temperatura T (°C) durante
el calentamiento a 975 °C a una velocidad de calentamiento de 25 °C/min se muestra en la
Figura 4.14. Se puede ver claramente que en el punto A comienza la sinterizacion a una
temperatura de 570°C, lo que coincide con la Tg que se determind por medio de las curvas de
DSC. A esta temperatura sucede la sinterizaciéon por un mecanismo de flujo viscoso
caracteristico de materiales amorfos. En la curva se puede observar que se da una rapida
sinterizacion del biovidrio 45S5 con una contraccion mayor a 15%. Oana Bretcanu et al. [36]
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encontraron que la sinterizacion del Bioglass® comienza a la temperatura de 550°C para un
tamafio de particula < 3um, teniendo una primera etapa de densificacion con 5% de contraccién
a lo cual sigue una etapa de cristalizacion a la temperatura de 620 °C y una segunda etapa de
densificacion pata un maximo de contraccion del 36 %. Esta discrepancia en los resultados se
puede deber al tamafio de particula, ya que al tener particulas mas grandes se reduce el nimero
de coordinacion entre particulas lo que disminuye la densificacion. En el punto B a una
temperatura de 690 °C se observa una pequefia meseta lo que indica que a esta temperatura en
el material comienza a cristalizar la fase principal la (Na2CaSi»Os) hasta una temperatura de
750 °C. En el punto C alrededor de 850 °C se observa un segundo proceso de cristalizacion el
cual coincide con la cristalizacion de la fase secundaria de Na2Cas(PO4).SiO4. Después de esta
temperatura el material ya no densifica de manera significativa. Esto se debe a que con la
formacion de nuevas fases cristalinas dentro del material con temperaturas de fusion mas
elevadas que las del material amorfo se detiene el mecanismo de sinterizacion por flujo viscoso
[63].
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Figura 4.14 Curva dilatometrica de biovidrio 45S5 obtenida a una velocidad de calentamiento de 25
°C/min
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4.2 Caracterizacion de espumas de biovidrio 45S5 obtenidas mediante tecnologia de
polvos

Una vez obtenidos y caracterizados los polvos de biovidrio 45S5, la siguiente etapa del proyecto
consistié en la fabricacion de las espumas de biovidrio 45S5 mediante la ruta de tecnologia de
polvos descrita en el Capitulo 3. Las espumas fueron sinterizadas a 975°C para obtener una
buena resistencia mecanica. Ademas, las probetas fueron tratadas a diferentes tiempos de
permanencia a la temperatura de sinterizacion para ver su efecto en las propiedades mecanicas
y posteriormente determinar la bioactividad de las espumas. La caracterizacion mecanica y
estructural de las espumas se muestra en los siguientes apartados.

4.2.1 Caracterizacion estructural de las espumas de biovidrio 45S5 mediante MEB

En la Figura 4.15 se presenta la microestructura de las espumas obtenidas después del ciclo de
sinterizacion a 975°C. En las imagenes de MEB a diferentes magnificaciones se observan
diferentes tamafios de poro de forma esférica que van desde tamafios milimétricos, de 1mm
aproximadamente, hasta tamafios micrométricos menores a 50 um. En la figura 4.15 (c) y (d)
se puede observar que la espuma esta constituida por la fusién de particulas de diferentes
tamafios las cuales presentan una superficie lisa y la formacion de cuellos, lo cual es
caracteristico en una sinterizacion en presencia de liquido o sinterizacion viscosa. Clupper and
Hench [38] encontraron que la cristalizacion sucede antes de la sinterizacion por flujo viscoso
en el biovidrio 45S5. Esto concuerda con lo reportado por Chen et al. [45] quienes encontraron
gue no se da una unidn evidente entre las particulas de Bioglass 45S5 sinterizadas a 900°C por
5 horas. Las presentes espumas espumas fueron sinterizadas a una temperatura suficientemente
alta para lograr la sinterizacion, pero no se permitié tiempo suficiente de permanencia para
evitar fusion completa de las particulas individuales que forman la espuma, lo que se observa
en las imagenes a altas magnificaciones.
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Figura 4.15 Imagenes MEB de espuma de biovidrio 45S5 sinterizada 975°C a diferentes
magnificaciones (a) 15x, (b) 250x, (c) 500x, (d) 1000x

Las espumas se sinterizaron a 975 °C con diferentes tiempos de permanencia para lograr un
grado mayor de sinterizacion. Después de sinterizadas se calcul6 el % porosidad mediante la
siguiente formula [64]:

Y%porosidad =1 — p, 4.2)

donde p, es la densidad relativa:

pr=P0/p, (4.3)

donde p, es la densidad geométrica y ps es la densidad tedrica del biovidrio la cual fue
determinada mediante un picnémetro de helio. Los resultados se muestran en la Tabla 4.6. La
densidad p, fue de 2.7404 g/cm®. EIl tiempo de sinterizacion tuvo un efecto moderado en la
porosidad de las espumas, logrando una disminucién de hasta 5% entre 1 y 3 h. En la Figura
4.16 se puede observar que a 1 hora la distribucion de tamafio de poro es mas amplia,

encontrandose poros de hasta 1000 um. A medida que incrementa el tiempo de permanencia,
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el tamafio de los poros disminuye. En la Figura 4.16 (c) se observa una distribucion de poros
mas uniforme con tamafios de poro maximo de 500 um. En la Figura 4.17 se puede observar
las paredes que forman los poros, las cuales estan formadas por particulas sinterizadas de
diferentes tamafios con una morfologia irregular obtenida por molienda de un material fragil.
En las tres muestras se observan poros con tamafios menores a 50 pum los cuales se forman entre
particulas con poco grado de sinterizacion.

Tabla 4.6 Densidad volumétrica y % de porosidad de espumas de biovidrio sinterizadas a diferentes
tiempos de estancia a 975 °C

Muestra Tiempo de sinterizacion (h) % Porosidad
BG1 1 74
BG2 2 71
BG3 3 69
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Figura 4.16 Iméagenes MEB a 15x de espumas sinterizadas a 975 °C con diferentes tiempos de
estancia. (a) 1h, (b) 2hy(c) 3 h
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Figura 4.17 Imagenes MEB a 250x de espumas sinterizadas a 975 °C con diferentes tiempos de
estancia. (a) 1h, (b)) 2hy(c)3h

4.2.2 Caracterizacion de las Espumas por Difraccion de Rayos X (DRX)

Una vez sinterizadas las espumas se llevd a cabo un andlisis mediante DRX para determinar las
estructuras cristalinas presentes. En la Figura 4.18 se muestran los difractogramas de las
espumas sinterizadas a 975 °C con diferentes tiempos de permanencia. Se observa la fase
cristalina principal que forma las espumas de biovidrio la cual fue Na,CaSi>Os (JCPDS 77-
2189) y una fase secundaria la cual fue identificada como silicorerhenanite Na>Cas(PO4)2SiO4
(JCPDS 32-1053). Una parte importante en el estudio de la bioactividad de las espumas de
biovidrio 45S5 es el de mantener parte de la estructura amorfa del material, ya que ésta en mas
bioactiva que las fases cristalinas formadas. Una manera de medir la cristalinidad de un material
es mediante el indice de cristalinidad (IC) el cual es calculado mediante las intensidades
relativas de los patrones de difraccion. Person etl. [65] sugieren hacer esta medicién tomando
picos de difraccion vecinos. Para el caso del biovidrio 45S5 se tomaron las reflexiones (211),
(300), (024) y (220) localizadas entre 25° y 35° 26. El IC puede ser calculado mediante la
siguiente formula:

a(211)+b(300)+c(024)

Ic = d(220)

(4.4)
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Usando las intensidades relativas de los planos 1211=57.7%, 1300=8%, 1024=99% e 1220=100% (de
acuerdo con la tarjeta PDF numero JCPDS 77-2189) se calcul6 el IC igual a 1.649 para una
muestra cristalizada. En la Tabla 4.7 se presentan los valores calculados para las muestras a
diferentes tiempos de residencia a 975°C. Las tres espumas tuvieron un indice de cristalinidad
alto, pero aun conserva material amorfo en la estructura, lo que ayudara en a que el material sea
mas bioactivo. La muestra BG3 tuvo el IC mas alto, lo que es de esperarse ya que se mantuvo
mas tiempo a las temperaturas de sinterizacion. En la Figura 4.19 se presenta la parte del
difractograma utilizada para este estudio.
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Figura 4.18 Difractogramas de espumas de biovidrio 45S5 sinterizadas a 975°C a diferentes tiempos

de permanencia 1, 2 y 3h
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Figura 4.19 DRX de espumas de biovidrio 45S5. sinterizadas a diferentes tiempos de permanencia a
975°C

Tabla 4.7. IC calculados para las espumas de biovidrio 45S5

Muestra Tiempo de sinterizacion (h) IC
BG1 1 1.2
BG2 2 14
BG3 3 1.6

4.2.3 Evaluacion de las Propiedades Mecéanicas

Las pruebas de resistencia a la compresion se llevaron a cabo en las espumas sinterizadas a
975°C a diferentes tiempos de sinterizacion. La resistencia a la compresion definido como el
méaximo de las curvas de compresion fue afectado por el tiempo de sinterizacion e incremento
de 3.5 a 3.7 MPa, cuando el tiempo se incremento de 1 a 3 h (Figura 4.20). El incremento en el
tiempo de sinterizacion tuvo un pobre efecto sobre la la resistencia a la compresion debido a
que como se vio en las pruebas de dilatometria a la temperatura de 975°C la contraccion es
minima debido a la formacion de fases cristalinas en el material lo que provoca una baja
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densificacion ya que no hay formacion de liquido para activar la sinterizacién por flujo viscoso.
Los valores obtenidos en este trabajo son significativamente altos que los reportados por Chen
et al [45] en espumas de Bioglass® con alta porosidad ~90%). Esto es debido a diferencias en
la microestructura y porosidad de los materiales investigados. Las espumas obtenidas en este
trabajo presentan uniformidad de poros y paredes densas a través de todo el material; lo que
contrasta con las espumas fabricadas mediante el método de réplica que poseen un centro hueco
lo que disminuye considerablemente su resistencia a la compresion. Wu et al. [44] reportaron
una resistencia a la compresion de espumas de Bioglass® 45S5 con baja porosidad (43-47%)
de 7.2-5.4 MPa. El comportamiento mecénico es similar, pero la distribucién de poro no es
uniforme. Ademas, los poros son alongados debido a la cascara de arroz utilizada como
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Figura 4.20 Resistencia a la compresion de espumas de bioglass 45S5 sinterizadas a diferentes
tiempos de permanencia a 975°C

4.2 .4 Evaluacion de la Permeabilidad

Uno de los aspectos importantes a considerar en la fabricacion de un andamio 3D que sera
utilizado en ingenieria de tejidos es la permeabilidad. De acuerdo con Chen y Boccaccini [45],
una espuma ideal debe de ser altamente permeable, con porosidad interconectada y un tamafio
de poro en el rango de 10-500 pm para plantar células, permitir el crecimiento de tejido 6seo,
asi como también una buena distribucién de nutrientes y permitir la remocion de desechos. Por
otra parte, es importante disefiar andamios con un tipo de porosidad bimodal del hueso
trabecular, el cual es un factor importante para la buena vascularizacion y crecimiento del tejido
6seo [66].
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La permeabilidad de las espumas estd relacionada directamente con el grado de
interconectividad de los poros, y es uno de los factores que influyen en la capacidad de
regeneracion del andamio. La permeabilidad controla el flujo de nutrientes a través del andamio
hacia las células que migran en su interior. En estudios realizados se ha encontrado que el
crecimiento celular dentro del andamio depende de que los nutrientes puedan permear al interior
de la estructura porosa durante el cultivo celular [67, 68].

Como se muestra en la Figura 4.21 se encontré que la permeabilidad para las tres muestras
BG1, BG2 y BG3, fue de 4.19 x 1071 3.75 x 100 y 3.48 x 101 m?, respectivamente. La
permeabilidad disminuyé significativamente debido al cierre de microporos formados en la
estructura de los andamios por la unién de particulas pequefias al momento de la sinterizacion,
lo que provoco que hubiera una menor interconexion de poros dentro de la estructura. Es de
notar que la permeabilidad intrinseca es independiente del fluido ya que solo depende de la
estructura porosa del andamio. Ochoa et al. [72] encontraron valores de permeabilidad en el
rango de 1.85 x 10° — 2.07 x 10° m? para andamios de Bioglass® 45S5 en andamios con
porosidades de 90-95%. Se han reportado varios valores de permeabilidad de andamios porosos.
Shimko et al. [70] reporté valores de permeabilidad entre 5.2 x 10°— 6.2 x 107 m? de
andamios de tantalio. Li et al. [67] reportd una permeabilidad de 2.13 x 10 m? para
biomateriales porosos con 70% de porosidad. Estos valores reportados por varios
investigadores estdn muy cercanos a la permeabilidad de tejido 6seo reportado en la literatura
por Nauman et al. [74] que se encuentra en un rango de 2.68 x 10-* a 2.00 x 10® para hueso
trabecular. Los resultados obtenidos en el presente trabajo estan en el rango de los reportados
en estas investigaciones. Por otra parte, una espuma con alta permeabilidad y alta porosidad no
es necesariamente Optimo para regeneracion de tejido dseo debido a que sus propiedades
mecanicas se veran altamente afectadas por las altas porosidades del material.
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Figura 4.21 Permeabilidad de las muestras BG1, BG2 y BG3
4.3 Caracterizacion in-vitro de la Bioactividad de las Espumas de Biovidrio 45S5 en SBF

Una vez obtenidas las espumas de biovidrio 45S5 sinterizadas a 975°C con diferentes tiempos
de permanencia, se caracterizo su bioactividad in-vitro en SBF y su viabilidad celular mediante
una técnica colorimétrica con alamarBlue.

4.3.1 Degradacion en SBF

Al aumentar el tiempo de permanencia a la temperatura de sinterizacion se puede controlar la
velocidad de degradacién en SBF de las espumas, como se observa en la Figura 4.22. Para la
muestra BG1 se obtuvo un 17% de pérdida de peso, mientras que para la muestra BG3 solo fue
de 12 %, lo que indica que a mayor tiempo de exposicion el material se vuelve mas resistente a
la degradacion en SBF, lo cual se relaciona con el mayor grado de cristalizacion de tales
espumas. Las fases cristalinas presentes en las espumas son mas estables que la fase amorfa
retenida en las mismas, lo que permite que las espumas con mayor fase cristalina se degraden
a menor velocidad [40]. En la Figura 4.22 se observa que la muestra BG1 provoca un aumento
mayor en el pH de la solucion debido a la rapida transferencia de iones desde la espuma hacia
la solucion las muestras. EI aumento en el pH de las muestras BG2 y BG3 es més lento, pero
igualmente el aumento de pH es gradual a mayores tiempos de inmersion. Por otra parte,
después de 14 dias de inmersion el pH de la solucidn decrecid; esto puede explicarse por la
precipitacion de fosfatos y carbonatos de calcio lo cual desplaza el equilibrio HCO;~ <
CO5~ + H" y HPO;~ & PO;™ + H* hacia el lado de los productos. Esto nos indica que se
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puede controlar la reactividad de las espumas mediante su grado de cristalinidad, ya que a
mayor tiempo de sinterizacion, menor reactividad de la espuma con el medio de SBF.
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Figura 4.22 Gréficos de degradacion vs tiempo y pH vs tiempo de espumas de bioglass 45S5
sinterizadas a diferentes tiempos de permanencia a 975°C
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4.3.2 Caracterizacion de la Superficie Mediante FT-IR

En la Figura 4.23presenta los espectros FT-IR de las espumas sinterizadas previo a ser inmersas
en el fluido SBF. Se observa la formacion de las dos fases cristalinas en todas las muestras. A
mayor tiempo de sinterizacion se nota disminucion de la banda a 1036 cm™ debido a la perdida
de enlaces Si-O-Si cuando el material cristaliza, lo que resulta en una mayor despolimerizacion
de la red de Si debido a la introduccidn en la red de iones de P que aun se encuentran en la fase
amorfa y cristalizan en la fase secundaria (Na2Cas(PQ4)2SiOs).
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Figura 4.23 Espectro IR-FT de biovidrio 45S5 sinterizadas a diferentes tiempos de permanencia a
975°C

En la Figura 4.24 se presenta el desarrollo de las bandas de FTIR de las muestras a diferentes
tiempos de inmersion en SBF. A mayor tiempo de inmersion ocurre la desaparicion de la banda
a 940 cm, lo que se debe a la disolucion rapida de los iones de Na y Ca de la red cristalina. El
incremento de la banda a 1040 cm™ que corresponde a la vibracion de enlaces Si-OH es debido
a la hidrolizacién de la superficie provocada por la reaccion de los Si libres de la superficie y
los enlazados a los iones de Na y Ca [72]. Se observa en la Figura 4.24 el desarrollo de la
formacion de hidroxiapatita con la aparicion de la banda a 600 cm™ la cual va aumentando en
intensidad lo que indica la formacién de una capa de hidroxiapatita mas homogenea en la
superficie de las espumas de biovidrio [73].

Al aumentar el tiempo de sinterizacion se atenua la reactividad del material en SBF; esto se
puede constatar con la banda a 940 cm™ que desaparece casi por completo a 7 dias de inmersion
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para la muestra BG1, mientras que para las muestras BG2 y BG3 ocurre hasta los 14 dias de
inmersion en SBF, lo cual indica que la salida de iones Na y Ca es mas rapida en la muestra
sinterizada a 975°C durantelh, lo que permite la formacion méas rapida de la capa de
hidroxiapatita después de 7 dias en SBF como indica la aparicion de la banda de vibracion del
fosfato a 600cm™.
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Figura 4.24 Espectro IR-FT de biovidrio 45S5 sinterizadas a diferentes tiempos de permanencia a
975°C después de inmersion en SBF. (a) BG1, (b) BG2, (c) BG3
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4.3.3 Estudio Superficial de las Espumas de Biovidrio 45S5 por Difraccion de Rayos X de
Haz Rasante (GIXRD) y MEB

Las muestras fueron analizadas mediante DRX para comprobar la formacion de la capa de
hidroxiapatita. En la Figura 4.25 se observa el desarrollo de un pico a 32. 95° el cual es debido
al crecimiento de hidroxiapatita. La hidroxiapatita precipitada en la superficie del andamio se
puede ver en la Figura 4.26 donde se observa la estructura tipo coliflor de la hidroxiapatita asi
como una estructura tipo silica (Si-O-Si) continua sobre la superficie. La estructura tipo silica
es altamente porosa debido a la disolucion de la espuma. De acuerdo a Boccaccini [74] la
formacion de la estructura tipo silica en la espuma es paso importante para la precipitacion de
la hidroxiapatita, ya que sirve de punto de nucleacién.
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Figura. 4.25 DRX de espumas de biovidrio 45S5 después de inmersion en SBF de la muestra BG1
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Figura 4.26 Micrografia electronica de barrido de espumas de biovidrio 45S5 después de 14 dias de
inmersion en SBF de la muestra BG1

4.3.4. Evaluacién de las propiedades mecanicas después de inmersién en SBF

Después de la inmersion en SBF por 28 dias, se midio6 la resistencia a la compresién de las
espumas en seco para evaluar los efectos de la degradacion sobre las propiedades mecanicas.
Como se pudo observar la degradacion de las muestras se dio a diferentes velocidades, siendo
la BG1 la que mas degradacion sufrid. Por otra parte, sus propiedades mecénicas disminuyeron
a la misma velocidad. La resistencia a la compresion de los andamios fue medida después de
28 de inmersion en SBF (Figura 4.27). Las propiedades mecanicas de todas las probetas
disminuyeron después de la prueba de inmersion de 3.5a 0.3 MPa, 3.6 a 0.45 MPay 3.7 a 0.36
MPa. La rapida degradacion sufrida en SBF debilita la estructura por la formacion de
microporosidades y grietas como se observa en la Figura 4.30. Ademas, La formacion de
hidroxiapatita en la superficie de las espumas debilita la estructura al formar una interfase debil
y quebradiza con la espuma.
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4.3.5 Proliferaciéon Celular

En este apartado se ha examinado la proliferacion celular de murine pre-osteoblastos (MC3T3-
E1 subclone 4) sobre los andamios de biovidrio 45S5. En la Figura 4.29 se muestran los
resultados de porcentaje de reduccion de alamarBlue el cual es directamente proporcional al
grado de proliferacion celular. Todas las espumas demostraron un buen comportamiento a la
proliferacion celular siendo la muestra BG3 la que presenta un mayor porcentaje de alamarBlue.

En la Figura 4.30 se presentan las imagenes MEB de los andamios después de ser sembrados
con células. Las imagenes confirman la proliferacién y adherencia de las células sembradas en
los andamios. La muestra BG3 revela la presencia de varias morfologias celulares dentro de la
estructura de los andamios. Se observan células aplanadas con morfologias estiradas a través
de los poros con varios puntos de fijacién, mientras otras células tienen numerosas extensiones
de tipo filopodios. Todas las células sembradas en las muestras pre-tratadas presentaron
filopodias, creando contactos individuales con la superficie y anclaje para las células adheridas.
Gough et al. [75] investigaron la union de osteoblasto sobre superficies rugosas de bioglass
45S5, llegado a la conclusién de que la formacién de filopodios crea zonas en que una mayor
superficie de la célula se puede adherir y esto, a su vez, pueden promover una mayor cantidad
de formacion de nddulos minerales a largo plazo [76,77]. Después de una semana las células se
extendieron por toda la estructura de las espumas, produciendo su propia matriz extracelular,
permitiendo una mayor adhesion y proliferacion celular, asi como también la asociacion de las
células en la muestra BG3 a través de filopodios que crecen fuera de la matriz extracelular
(Figura 4.31).
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Figura 4.29 Proliferacion celular de murine pre-osteoblastos (MC3T3-E1 subclon 4)

Figura 4.30 Imagenes MEB de andamios mostrando la presencia de células dentro de la estructura
porosa. (a) BG1, (b) BG2, (c) BG3
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Figura 4.31 Imé&genes MEB de la muestra BG3 a diferentes magnificaciones de andamios después de
una semana de sembrar células

Como se describio en el capitulo 3 las espumas de biovidrio 45S5 fueron sometidos a un
pretratamiento por su alta alcalinidad debido a la liberacién rapida de iones Na™ y Ca*™ en
solucién, lo que provoca un incremento rapido del pH a niveles que no son convenientes para
la proliferacion celular. En la Figura 4.32 se muestra las imagenes MEB de las espumas después
del pretratamiento. Se observa que la muestra BG1 tiene una superficie altamente rugosa debido
a la precipitacion de hidroxiapatita sobre la superficie de la espuma. Como ya se vio en el
apartado 4.4.1, la muestra BG1 es la muestra mas soluble; ademas en los resultados de FT-IR
se observé que la capa de hidroxiapatita se forma mas rapido en este sistema, generando una
capa mas gruesa de hidroxiapatita en la superficie del material del biovidrio 45S5 después del
tratamiento en cultivo celular. La formacién de esta capa de hidroxiapatita formada antes de
sembrar las células tuvo un efecto en la proliferacion celular sobre las espumas. La muestra
BG3 present6 una mejor respuesta celular esto puede ser atribuido a que los productos de la
disolucion de las espumas (Na*, Ca**, P~y Si*#) pasan con mayor facilidad desde el andamio a
través de la capa de hidroxiapatita hacia el medio de cultivo. La formacion de hidroxiapatita
sobre el biovidrio 45S5 y la liberacion de Si soluble y iones de calcio son factores importantes
en la estimulacién del crecimiento de celular [78]. La muestra BG1 al generar una capa de
hidroxiapatita gruesa provoca que los productos de disolucién del biovidrio 45S5 lleguen al
medio de cultivo con mayor dificultad.
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Figura 4.32 Imégenes MEB de espumas de biovidrio 45S5 después de pretratamiento en cultivo
celular
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Se logré fabricar biovidrio con una composicion cercana a la del Bioglass 45S5 mediante fusion
y temple, lo cual fue corroborado mediante un analisis de FRX. Mediante molienda se
obtuvieron polvos de biovidrio con una distribucion trimodal con una morfologia irregular
caracteristicas del proceso de molienda.

El biovidrio 45S5 cristalizé en dos fases, una principal Na2CazSizOg a 750°C y una secundaria
Na2Cas(PO4)2SiO4 alrededor de 850°C, lo cual se corrobor6 mediante difraccion de rayos X,
FT-IR y microscopia electrénica de transmision. Se obtuvieron las primeras espumas de
biovidrio 45S5, las cuales tuvieron diferente tamario de poro que van desde 1 mm hasta 50 pm.
Se observo la evolucion de la morfologia de las particulas de biovidrio 45S5 mediante MEB
desde particulas facetadas a 500°C a tener una morfologia mas suave en la superficie generada
por la separacién de las fases vitreas en el material. Mediante FT-IR no se observaron bandas
de absorcion que indicaran contaminacion por parte de la resina utilizada en el proceso de
espumado.

La cinética de cristalizacion y la temperatura de sinterizacion del biovidrio 45S5 fue estudiada
por medio de DSC y dilatometria. Se confirmd que el biovidrio cristaliza a una temperatura de
690 °C las fases fueron identificadas mediante DRX las cuales fueron una fase principal
Na>CaSi>Os y una fase secundaria de fosfato Na>Cas(PO4).SiO4 la cual cristaliza a una
temperatura alrededor de 850 °C. Latemperatura T, se encontré mediante curvas calorimétricas
en el rango de 550 a 580 °C. Se calculé un valor para la energia de activacion de cristalizacion
de 310.14 kJ/mol. Los valores calculados de n estuvieron entre 1-2 lo que indica que se tiene
una cristalizacion superficial y volumétrica en una direccion.

Mediante dilatometria se determiné que el proceso de sinterizacion comienza a una temperatura
de 570 °C llegando a tener una contraccion de casi el 16 %. Los resultados del presente trabajo
describen la interaccion entre la cristalizacion y la sinterizacion del biovidrio 45S5 lo que
ayudara en la fabricacion de mejores andamios propiedades mecanicas adecuadas, cristalinidad
controlada y mejor bioactividad para su uso en ingenieria de tejidos. Se calculo el IC lo cual
ayudara fabricacion de mejores andamios propiedades mecanicas adecuadas, cristalinidad
controlada y mejor bioactividad para su uso en ingenieria de tejidos.

Se logro determinar la degradacion de las espumas de biovidrio 45S5 a diferentes tiempos de
permanencia a la temperatura de sinterizacién en el medio de SBF. Las espumas que
presentaron la mayor degradacion fueron las espumas del sistema BG1>BG2>BG3.

La resistencia a la compresion de todos los sistemas disminuyo considerablemente debido a la
degradacion después de estar inmersas en SBF por 28 dias. La resistencia a la compresion
disminuyendo mas de un 90 % para todos los sistemas estudiados.

Todas las muestras presentaron bioactividad lo cual se pudo dar seguimiento por medio de FTIR
y MEB donde se observo el desarrollo de la formacion de hidroxiapatita en la superficie de las
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espumas la cual es necesario para formar una interfase con el hueso una vez que el material es
implantado.

El tratamiento térmico tuvo un efecto en la velocidad de la formacion de la capa de
hidroxiapatita en la superficie de las espumas el cual fue mas rapido para el sistema BG1 y mas
lento para el sistema BG2.

Andamios poros de biovidrio 45S5 fueron fabricados mediante la técnica de tecnologia de
polvos y fueron estudiados en términos de su permeabilidad. Los valores promedios de
permeabilidad de los andamios evaluados fueron de 4.19 x 1071, 3.75 x 10%y 3.48 x 101°m?
los cuales estan en el rango de los valores experimentales reportados para el hueso trabecular,
confirmando que estos andamios pueden ser utilizados como matrices extracelulares en
ingenieria de tejidos.

Todas las muestras presentaron una buena respuesta celular. Las células crecieron por toda la
espuma creando una capa de matriz extracelular a través del andamio poroso. Se observo
mediante las imagenes MEB que las células estdn unidad al andamio mediante estructuras tipo
filopodios. La muestra BG3 presento la mejor respuesta celular, lo cual se comprobé con la
prueba de reduccion de alamarBlue.
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RECOMENDACIONES

En este apartado se comentaran algunas recomendaciones para afinar los resultados de la tesis
presentada.

Se recomienda hacer un estudio minucioso del comportamiento de las espumas en diferentes
medios fisioldgicos con respecto al pH y la formacién de la hidroxiapatita en la superficie.
Debido a la naturaleza alcalina del biovidrio 45S5, las espumas deben ser sometidas a un
pretratamiento en medio fisiologico para atenuar la disolucion de iones alcalinos durante las
pruebas celulares, ya que estos incrementan el pH del medio a niveles que provocan que las
células mueran, por lo que es recomendable hacer un estudio acerca del tratamiento que se le
tiene que dar a las espumas antes de las pruebas celulares.

Por otra parte, es importante realizar un estudio minucioso de la microporosidad y area
superficial en las espumas, ya que es un pardmetro importante que afecta la resistencia a la
compresion, la disolucién de las espumas y la permeabilidad.
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TRABAJO FUTURO

Funcionalizacion de los andamios mediante diferentes polimeros con propiedades de
bioactividad, asi como polimeros biodegradables para mejorar las propiedades mecéanicas de
las espumas y acelerar la regeneracion de tejido 0seo.

Se disefian nuevas espumas de diferentes bioceramicos como fosfatos de calcio. Ademas, se
estdn dopando estas espumas con diferentes iones que pueden actuar como materiales de
refuerzo para la espuma, asi como moléculas que ayuden a la diferenciacion de los pre-
osteoblastos.

Probar las espumas fabricadas con pruebas in vivo desarrolladas en animales de laboratorio
bajo condiciones controladas para mediar su respuesta ante sistemas bioldgicos complejos.
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