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RESUMEN

La ingenieria de tejido 6seo es una excelente alternativa para reducir los trastornos y condiciones
0seos, mediante la regeneracion del hueso a partir de la combinacion de biomateriales y terapia
celular. En la presente investigacion se fabricaron andamios con una relacion de 80% en peso de
B-TCP y 20 % en peso de biovidrio base fosfato, donde ademas se reforzd el biovidrio con
diferentes cantidades de zirconia (0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 % mol) con el objetivo de reducir su
velocidad de disolucién y mejorar la osteoconduccién y osteogénesis del tejido 6seo. Para la
fabricacion de los andamios se utiliz6 el método combinado de tecnologia de polvos y espumado
de polimeros a partir de una mezcla de B-TCP-biovidrio, espumante y resina fendlica. La cantidad
de B-TCP-biovidrio se mantuvo fija en 55 % en peso, el espumante se varié desde 1, 1.5, 2, 2.5
hasta 3 % en peso y el resto del balance fue de resina fenodlica, hasta encontrar la cantidad 6ptima
que genero la porosidad interconectada y una distribucion de tamafio de poro adecuado para que
se lleve a cabo la osteoconduccién y el anclaje celular. Los andamios de fosfato tricalcico
reforzados con biovidrio se caracterizaron fisica, mecanica y morfoldgicamente para determinar su
uso potencial en la regeneracion del hueso tipo trabecular, los resultados obtenidos mostraron
tamanos de poro de 1.41 hasta 303 um, con una porosidad de 50-53% y resistencia a la compresion
de 0.6 a 1 MPa, mddulo de Young de 357-574 MPa y excelente interconectividad. Por otro lado,
mediante ensayos con cultivos celulares con azul de alamar, se observé la multiplicacion celular
de preosteoblastos MC3T3-E1 hasta seis veces con relacion al namero de células sembradas
inicialmente. Por medio de FE-SEM se observo la estructura tipo coliflor de la hidroxiapatita (HA)
y por difraccién de rayos X (DRX) se corrobord la presencia de la fase de la HA asi como las fases
cristalinas formadas en el vidrio después del tratamiento térmico. Las células se adhirieron,
propagaron, proliferaron y mineralizaron en los andamios con composiciones E-V1, EVZ0.5y E-
VZ1.0. Considerando los excelentes resultados mostrados de microestructura, bioactividad,
osteoconduccidn, osteoinduccion y mineralizacion, los andamios tiene un gran potencial para ser

utilizados para la ingenieria de tejido 6seo.

Palabras clave: andamios; fosfato tricalcico; biovidrio base fosfato; hidroxiapatita; tecnologia de

polvos.



ABSTRACT

Bone tissue engineering is an excellent alternative to reduce bone disorders and conditions, by bone
regeneration from the combination of biomaterials and cell therapy. In the research project, the
scaffolds were fabricated with a ratio of 80 wt.% of B-TCP and 20 wt. % of phosphate-based
bioactive glass. In addition, the phosphate-based bioactive glass was reinforced with zirconia in
different amounts (0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0 mol%) with the purpose to reduce the dissolution rate
and improve the osteoconduction and the osteogenesis of the bone tissue. The fabrication of the
scaffolds were carried out by the combined method of powder technology and foaming of
polymers, from the powder mixture of B-TCP-bioglass, foaming and phenolic resin. The amount
of B-TCP-bioglass was set at 55 wt. %, the foaming agent from varied 1, 1.5, 2, 2.5 to 3 wt.%, and
the balance was phenolic resin. All the mixture variations were made to determine the optimal
amount that ensured an interconnected porosity and pore size suitable to increase the
osteoconduction and cell attachment. Tricalcium phosphate scaffolds reinforced with bioglass were
characterized morphologically, physically and mechanically. Promising samples for tissue
engineering applications showed pore size ranging from 1.41-303 um, total porosity of 50-53%,
compressive strength values between 0.6 to 1 MPa, Young's modulus from 357-574 MPa, and
excellent interconnectivity. AlamarBlue assays showed that the cell proliferation of MC3T3-E1
preosteoblasts scaffolds were sixfold increase in relation to the number of the initial cells. FE-SEM
helped to observe the cauliflower structure of hydroxyapatite (HA) and X ray diffraction (DRX)
showed that crystalline phases formed after heat treatment of the bioglass. The MC3T3-EL1 cells
were attached, propagated, proliferated and mineralized though the scaffolds E-V1, EVZ0.5 and
E-VZ1.0. Considering that all scaffolds showed excellent results of microstructure, bioactivity,
osteoconduction, osteoinduction and mineralization, the scaffolds have great potential to be used

for bone tissue engineering.
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CAPITULO |

Introduccion

Todos los tipos de solidos se dividen en cuatro grupos principales: metales, polimeros, ceramicos
y compuestos. Existe otra clasificacion, llamados biomateriales que se dividen en biometales,
biopolimeros, bioceramicos y biocompuestos. Todos ellos juegan un rol muy importante en el

remplazo y regeneracion de tejidos humanos.

Algunas aplicaciones de estos biomateriales incluyen curacion de defectos 0seos, tratamientos de
fracturas, remplazo total o parcial de articulaciones, ortopedia, reconstruccion craneo-

maxilofacial, cirugia espinal, otorrinolaringologia, etc. [1]

Los fosfatos de calcio pertenecen al grupo de los bioceramicos, y se definen como compuestos en
donde sus elementos mayoritarios son el calcio con estado de oxidacion +2, fésforo con estado de
oxidacion +5 y el oxigeno con estado de oxidacion -2. Los fosfatos de calcio se clasifican de
acuerdo a su grupo caracteristico, es decir; el grupo de los ortofosfatos es el PO3, el cual es
estructuralmente diferente al grupo meta PO3, piro P,03~ y poli (PO3)8~ [2], cada uno de estos
grupos confieren propiedades fisicas, quimicas y estructurales especiales al compuesto que los
contenga. Los ortofosfatos de calcio han tenido un gran avance en las Gltimas décadas como
materiales con aplicaciones en la salud debido a su similitud con el componente mineral de los
huesos de los mamiferos, ademas de ser bioactivos y oscteoconductivos, lo que ha dado origen a
ser considerados como excelentes candidatos para proveer la adhesion y proliferacion celular; sin
embargo, tiene limitantes que son: sus pobres propiedades mecanicas, principalmente en aquellos
bioceramicos porosos que presentan un tamafio de poro mayor a 100 um [3], otra limitante es el
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alto rango de disolucién que muestran; Wang y col. [2], encontraron que el fosfato de calcio méas
soluble es el fosfato octacélcico (OCP), después le sigue el fosfato de calcio amorfo (ACP), fosfato
tricalcico fase alfa (a-TCP), fosfato tricélcico fase beta (B-TCP) y el menos soluble es la
hidroxiapatita (HA).

Por otro lado, se encuentra otro grupo muy importante dentro de los bioceramicos que es el de los
biovidrios que al igual que los ortofosfatos han tenido un gran éxito en aplicaciones para regenerar
tejido 6seo, ya que permiten la formacion de enlaces entre el biovidrio y el tejido 6seo con mayor
rapidez, asi como estimulan el crecimiento del nuevo hueso; esto se debe a la formacién de la capa
de HA en la superficie del vidrio, lo que da origen a que el vidrio bioactivo empiece a disolverse
[4]. De acuerdo a Mazaheri y col. [5], la perspectiva es muy alta para el fosfato tricalcico y el
biovidrio, ya que de acuerdo a una extensa revision, ellos concluyeron que estos dos materiales
tienen un futuro prometedor dentro del area de la ortopedia por sus propiedades ya antes
mencionadas (Figura 1.1), ademas cuando se presentan en forma de andamios las caracteristicas
son mas cercanas a las del hueso humano, obteniendo mejores resultados en aplicaciones médicas,
ya que se ha observado que los andamios no sélo proveen caracteristicas funcionales de tipo

estructural sino que ayudan a regular la proliferacién, diferenciacion y migracién celular.



Figura 1.1 Muestra los materiales nanoestructurados con aplicaciones en la medicina [5].

Fernandez-Yague y col.[6], descubrieron que los dispositivos médicos tradicionales como son las
protesis de cadera, rodilla, marcapasos etc., carecen de la parte de la biomimética, esto hace que no
tengan las propiedades quimicas y mecanicas necesarias para que funcionen, lo que lleva a Gltima
instancia al fracaso del implante, sin embargo, los andamios actuales con disefios especificos ya
sean permanentes o temporales han mostrado mejores resultados debido a la compatibilidad
molecular, estructural y bioldgica similar al tejido que sustituyen; facilitando la regeneracion de
tejidos complejos, ademas se ha observado que los factores bioquimicos (factores de crecimiento,
genes o proteinas) han favorecido a que sean todo un éxito. Por lo tanto, se llegd a la conclusion
de que es necesario que un andamio cumplan con un enfoque diferente, es decir; desde el punto de
vista de la medicina personal en donde se debe integrar una amplia gama de propiedades bioldgicas,

fisicas y quimicas para una dptima regeneracion 6sea (Figura 1.2).



Figura 1.2 Muestra los diferentes tipos de andamios (matriz porosa, nanofibra, hidrogeles y
microestructuras) los cuales se utilizan para la entrega controlada de moléculas bioactivas, combinando las
estrategias fisico-mecanicas para mejorar el tratamiento de diferentes tipos de tejido 6seo y algunas
enfermedades [6].

En la presente investigacion se fabricaron espumas de fosfato tricalcico fase B, reforzadas con
vidrio base fosfato, el cual fue dopado con diferentes cantidades de zirconia (0, 0.25, 0.5, 0.75y
1.0 % mol) con el objetivo de mejorar las propiedades mecéanicas, fisicas y estructurales; y estudiar
la bioactividad, biocompatibilidad, osteoconductividad asi como el comportamiento de interaccion

con el medio bioldgico.

En el Capitulo | se describe la problematica a resolver de acuerdo a los objetivos planteados en la

investigacion, ademas la justificacion permitio presentar las razones que motivaron la presente

4



investigacion y la hipdtesis del problema permitid presentar andamios con una composicion
novedosa y con caracteristicas dptimas fisicas, quimicas, estructurales y bioldgicas adecuadas para
aplicaciones en el area de la ingenieria de tejidos dseos. Después se continta con el Capitulo 11, en
este apartado se enfatizan varios estudios que se tomaron como referencia para sustentar la
investigacion y presentar una alternativa eficaz para la solucion del problema planteado; el Capitulo
I11 se refiere la metodologia, éste tiene que ver con todo el proceso experimental que se llevé a
cabo para la elaboracion de los andamios, materiales y métodos empleados, ademas de los equipos
utilizados para el analisis y la caracterizacion de los mismos. En el capitulo IV se plasma los
resultados obtenidos desde la elaboracion del andamio y las variables que se modificaron para
llegar a obtener un andamio con caracteristicas Optimas de tamafio de poro, distribucion
interconectada, asi como el estudio de la interaccion del andamio en ambientes bioldgicos con la
incorporacion de células MC3T3-E1, y finalmente el Capitulo V son las conclusiones obtenidas
durante estos cuatro afios de investigacion de los andamios de fosfato tricalcico reforzados con
vidrio base fosfato y dopados con zirconia en diferentes cantidades.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general
Obtener andamios de B-TCP vy biovidrio base de fosfato con propiedades fisicas,
microestructurales, mecanicas y fisiolégicas mejoradas para su uso potencial en la regeneracion

de tejido dseo.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Obtener el biovidrio en el sistema P20s-CaO-Na20-ZrO2 mediante la técnica convencional
de fusion y temple variando el contendido de ZrO2 para encontrar las mejores condiciones

de solubilidad del biovidrio asi como la biodegradacion de las espumas.

2. Elaborar andamios por tecnologia de polvos y espumado de polimeros mediante la adicion
del biovidrio y B -TCP buscando las condiciones que permitan obtener la degradacion

adecuada en el cuerpo y la formacion de la HA.



3. Caracterizar las espumas de forma fisicoquimica, morfolégica y mecanicamente para

determinar su aplicacion como andamios en regeneracion 0sea.

4. Evaluar la bioactividad in vitro de los andamios, mediante inmersion en simulacion de
fluido corporal y cultivos celulares con preosteoblastos de ratbn MC3T3-E1 y analizar su
respuesta biologica por la adherencia, proliferacion, diferenciacion, citotoxicidad, asi como

observar la interaccion de la proteina alcalina fosfatasa.

1.2 Justificacién

Entre los posibles candidatos para andamios en la ingenieria de tejido 6seo, el que mayor potencial
tiene en el campo de los ortofosfatos es el fosfato tricalcico (TCP), especialmente el de fase beta
B-TCP, ya que presenta propiedades de biocompatibilidad y osteoconductividad. Un aspecto muy
importante es que quimicamente es similar al hueso humano, ademés de ser reabsorbible, lo cual
evita la formacion de tejido fibroso, sin embargo, tiene una limitante muy grande que es su alta
velocidad de degradacidn, asi como sus bajas propiedades mecanicas principalmente la resistencia
a la compresién que han limitado su uso en la aplicacion de implantes para hueso largos (hueso
trabecular). Por otro lado, el vidrio bioactivo base fosfato (45 P20s-Ca0-Na20-Zr0z), ha sido un
excelente candidato para regeneracion 6sea, mostrando un mejor control de disolucion con respecto
al del fosfato tricalcico, asi como se ha observado que mejora la osteoconduccion y la
osteoinduccion en tiempos mas cortos. Cuando el vidrio es dopado con zirconia en cantidades
variables (0.25, 0.5, 0.75, 1.0 % en mol) ha permitido un control mayor en la disolucion del
material, ademas se pretende que la zirconia ayude a incrementar las propiedades mecéanicas en
este caso resistencia a la compresion, ya que al interactuar como agente nucleante incrementa los
enlaces de tipo puente de oxigeno Yy se incorpora como formador de red dandole mayor resistencia

a la estructura [7].

1.3 Hipdtesis

El fosfato tricélcico fase beta tiene una composicién quimica similar a la del hueso, lo cual lo hace
prometedor para ser usado como biomaterial para regeneracion de tejido éseo, pero sus limitaciones

como son: su alto rango de disolucion y sus pobres propiedades mecanicas podrian mejorarse
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mediante la combinacién de biovidrio base fosfato para controlar el rango de disolucion, ademas
de promover la bioactividad, evitando la formacion de detritos toxicos en el cuerpo humando, ya
que el calcio y fésforo son elementos que forman en su totalidad ambos materiales, dentro de un
ambiente fisiologico ayudaran al mantenimiento 6seo, y a la regeneracion del sitio donde se
encuentren implantados asi como a la formacion de la HA.

Por otro, las propiedades mecéanicas del fosfato tricalcico se mejoraran con la adicion de particulas
de ZrO2en el biovidrio, ya que el Zr** forma enlaces entre la red del biovidrio base fosfato actuando
como agente nucleante e incorporandose en la red en sitios que ocupa fésforo, elemento formador
de la estructura del biovidrio, ademas la zirconia presenta propiedades de osteointegracion con el
hueso, debido a que no es citotdxico, aumentando la respuesta de interaccion entre el biomaterial

y el hueso.



CAPITULO II

Revision y discusion del estado del arte

Los materiales sintéticos usados en la construccion de dispositivos médicos, cuando interactian

con el ambiente bioldgico o en contacto con los tejidos vivos, se les conocen como biomateriales.

El desarrollo de los biomateriales cubre un campo muy grande que va desde los materiales
naturales, sintéticos, organicos e inorganicos, metales, polimeros o ceramicos, como se observa en

el diagrama de la Figura 2.1.
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Figura 2.1 Clasificacién de los biomateriales [8].

En general, los biomateriales se pueden clasificar de acuerdo a la respuesta biolégica que presenten

en el tejido en inertes, bioactivos o reabsorbibles.

2.1 Tipos de Biomateriales

La primera generacion de biomateriales se le conoce como bioinertes, se fabricaron con la finalidad
de minimizar la formacion de tejido fibroso en la interface con el tejido huésped. Este tipo de
materiales generan un riesgo de dafio mayor en los tejidos adyacentes, debido a que el tejido fibroso
encapsula al implante o al material que incluso puede provocar situaciones téxicas y en los peores

casos necrosis o la captura por completo del implante.



Para comprender mejor la diferencia entre un material bioactivo y uno biopasivo es necesario

explicar los términos de osteointegracion, osteoconduccion y osteoinduccion [8,9].

Ostointegracion: es el anclaje que resulta de la formacion del tejido oseo alrededor del implante
sin presencia de tejido fibroso en la interfase hueso-implante.

Osteoconduccion: Es el crecimiento del hueso sobre en la superficie del material o dentro de los
poros, canales o hendiduras que presente el material. Se puede decir que los materiales
osteoconductivos proveen una superficie interfacial que ayuda a la migracion 6sea a lo largo del
implante/interfase dsea. Tipicamente se puede observar este comportamiento debido a la presencia
de la fase apatita, ya que es una respuesta inicial del proceso de osteoconduccion y es dependiente

de la composicién quimica y la textura de la superficie del material.

Osteoinduccidn: Es el proceso por el cual se induce la osteogénesis, es decir es la capacidad de

formacion de hueso producto de la activacion de las funciones de los osteoclastos y osteoblastos.

Por otro lado, un material bioactivo se pude definir como aquel que presenta una respuesta inter-
facial deseable en la formacién de enlaces entre la interface tejido-implante, ademas de cuidar
otros aspectos como son la reactividad quimica. Los ceramicos de fosfatos de calcio y vidrios
bioactivos son capaces de formar enlaces interfaciales con los tejidos del huésped. Por ultimo los
biomateriales reabsorbibles son aquellos al ser implantados, se disuelven con el tiempo y son
reemplazados gradualmente por el tejido natural, en este grupo entran los ortofosfatos de calcio
como laHAyel TCP.

Yuan y Col. [10] exponen que los biomateriales de fosfato de calcio, principalmente los
ortofosfatos de calcio, son los que mejores propiedades de osteoconduccion presentan con respecto
a otros materiales empleados para la ingenieria de tejidos, debido a que tienen propiedades
fisicoquimicas peculiares (reguladores de acidez, disminuye la citotoxicidad etc.) que permiten el

crecimiento de las células osteogénicas.
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2.2 Ortofosfatos de calcio

Existen diversidad de estudios que han mostrado que la ciencia de materiales ha ayudado al cuidado
de la salud, principalmente los fosfatos de calcio: pirofosfato, metafosfato y ortofosfato; cada uno
de éstos se diferencia por el tipo de anion que lo forma, por ejemplo, para el prefijo piro lo compone
el anion P,07~, para meta es PO; y orto esta formado por PO?~. Los ortofosfatos de calcio se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, sobre todo en forma de apatita (cristal
formado por calcio y fosforo) y forman parte esencial de dientes y huesos. El aporte suficiente de
fosforo en forma de fosfato es esencial para un buen funcionamiento del cuerpo humano, que
interviene en los procesos bioquimicos més elementales. Los ortofosfatos, se encentran en la
naturaleza de forma abundante en huesos y en varias calcinaciones patoldgicas. Los ortofosfatos
fueron descubiertos en el afio de 1769 y desde entonces hasta la actualidad han tenido grandes

avances con un numero de 2000 publicaciones al afio lo cual confirma claramente su importancia.

Algunas de las aplicaciones de estos ortofosfatos de calcio son en osteoporosis, implantes dentales,
dispositivos percutaneos, tratamientos periodontales, defectos dseos, tratamientos de fracturas,
remplazo total de articulaciones, ortopedia, reconstruccién  craneo-maxilofacial,

otorrinolaringologia y cirugias de espina dorsal solo por mencionar algunas [11].

Dorozhkiny Antoniac [11,12], han hecho un gran nimero de investigaciones relacionadas con los
ortofosfatos en donde hace énfasis en el diagrama CaO — P,0¢, que presentan los ortofosfatos de
calcio no ionicos, asi como las principales relaciones molares de Ca/P que se encuentran entre 0.5
a 2.0; y temperaturas que van desde 200 hasta 2200 °C (Figura 2.2), a partir de este diagrama se
pueden observar las fases posibles que pueden formar los ortofosfatos.
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Figura 2.2. Diagrama de fases del sistema CaO — P,0< (C=CaO, P=P,0s) a temperaturas elevadas, en
donde C+Ps corresponde a 7Ca0.5P,0s [12].

Dorozhkin encontrd, que los parametros mas importantes de los ortofosfatos son: la relacion Ca/P,
basicidad/acidez y la solubilidad, estos pardmetros se relacionan fuertemente con el pH, es decir;
a bajas relaciones de Ca/P los ortofosfatos se comportan de forma acida y por lo tanto, tienen
mayor solubilidad en agua, ademas de que la solubilidad varia de valores muy acidos como es el
caso del fosfato monocalcio (MCPM) hasta valores extremadamente altos o basicos como son las
apatitas.

Debido al equilibrio triprético que existe en las soluciones de ortofosfatos, se puede observar
variaciones en el pH que alteran las concentraciones de los cuatro polimorfos de los fosfatos de
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calcio (H;P0,, H,PO;,HPO2~,P03") en acido ortofosfdrico, asi como la composicion quimica

que se forma directamente por precipitacion (Figuras 2.3y 2.4).

pH

Figura 2.3 Variacién de la concentracion del pH en equilibrio triprético para las soluciones de &cido
fosforico [12].

A partir de las propiedades de acides y solubilidad se puede decidir qué tipo de ortofosfato puede
ser usado como material para la regeneracion 6sea, por ejemplo el MCPM no es encontrado en
calcinaciones bioldgicas, incluso en su estado mas puro se le considera como no compatible por su

alta acidez.

Otro ejemplo es el fosfato monocalcio anhidrido (MCPA o MCP) que al igual que el MCPM no
se observa de forma natural en tejidos calcificados. Asi como se estudiaron el MCPM y el MCPA
se realizaron una cantidad inmensa de pruebas con otros ortofosfatos como fueron el fosfato de
dicélcio anhidrido (DCPA), hidroxiapatita (HA) y el fosfato tricalcico (TCP), sin embargo la HA
y el TCP mostraron mejores resultados de bioactividad y osteoconductividad que el resto de los
ortofosfatos mencionados [13], sin embargo la mayor limitante del TCP y la HA son sus bajas

propiedades mecanicas, es decir: son fragiles y su resistencia a la compresion o fatiga es baja.
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Figura 2.4 Diferentes ortofosfatos de calcio obtenidos por la neutralizacion del acido ortofosférico. La
solubilidad de los ortofosfatos de calcio en agua disminuye drasticamente como se puede observar de
izquierda a derecha, en donde la HA es la fase mas insoluble y estable [12].

2.2.1 Fosfato tricélcico (TCP)

El fosfato tricalcico [Ca;(PO,),, TCP] es una mezcla de calcio y fésforo que constituye la fase
mineral de los huesos del cuerpo humano, su aspecto es el de un polvo blanco e inodoro. EI TCP
tiene tres polimorfos que son:f3, o y o’ dependiendo el rango de temperatura, sin embargo el -
TCP ha sido el de mayor importancia debido a sus caracteristicas de biocompatibilidad, la relacion
Ca/P es de 1.5 y una relacion de O/P de 4.0. El B-TCP cristaliza en estructura romboidal, con el
grupo espacial R3c y parametros de red de a y b =10.439(1) A, ¢= 37.375(6) A, a = p=90°y
vy=120 ©°. La estructura cristalina esta representada por dos columnas independientes, en donde la
columna A contiene los atomos de Ca y P y la segunda columna B, es una columna distorsionada
que contiene seis &tomos de Ca y cuatro &tomos de P. La estequiometria de estas dos columnas se
muestra en la Figura 2.5 en donde los atomos de Ca son localizados en cinco sitios cristalograficos
etiquetados como Ca (1)-Ca (5), la variacion de numeros de coordinacion hace que los estados de

energia sean diferentes. Ademas, tiene limitantes como la solubilidad en agua que es dos veces
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mayor que la HA [14]. Por otro lado, cuando el B-TCP es reabsorbido in vivo por el nuevo tejido
empieza a crecer remplazando el implante hecho de B-TCP, esta propiedad es un avance muy

grande comparada con otros materiales que no son reabsorbibles y mucho menos remplazados [15].

(a)

(a) Columna A (c) Columna B

Figura 2.5 Muestra: (a) Proyeccion de la estructura cristalina del 8 — Ca3(P0,), sobre el plano (001), en
donde se observan las dos columnas A y B. El rombo en el inciso (a) denota la celda hexagonal del 8 —
Ca3(P0,),. (b) y (c) son configuraciones del Ca0,, y de los grupos del PO, en las columnas Ay B; a lo

largo del eje ¢ de la celda hexagonal [16].

2.2.2 Hidroxiapatita (HA)

La hidroxiapatita es una capa superficial de fosfato de calcio que se forma o se precipita en la
superficie de vidrios bioactivos u ortofosfatos cuando entra en contacto en SBF (fluido corporal
simulado) a través de reacciones interfaciales y mediadas por células. La capa formada de HA

limita las caracteristicas quimicas y cristalograficas del hueso, lo que le permite unirse
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quimicamente al hueso, debido a que dos tercios del hueso son hidroxiapatita
(Cay(P0O,)6(OH),) (Figura 2.6) [17].

Hidroxiapatita

Figura 2.6 Estructura cristalina de la hidroxiapatita.

2.3 Composicion quimica y sintesis de los ortofosfatos

La composicién quimica de los ortofosfatos también llamados apatitas es un punto clave cuando
se usa en el rea clinica, el biomaterial debe mostrar tolerancia fisioldgica, biocompatibilidad y una

estabilidad quimica permitiendo un comportamiento muy cercano a las estructuras naturales.

Las apatitas como la hidroxiapatita (HA) y el fosfato tricalcico beta (B-TCP) juegan un rol
prominente en la practica médica, ya que ambos son materiales osteogénicos permitiendo que se
dé un fuerte enlace entre el hueso y el huésped. Algunas de las propiedades fisicas que presentan

HA'y el (B-TCP) se pueden observar claramente en la Tabla 2.1 comparados con otros ortofosfatos.

Tabla 2.1. Ortofosfatos y sus principales propiedades [3,11,18].

Relacio Compuesto, Férmula Solubilidad  Solubilidad  Estabilidad
n Ca/P (25°C) 25°C, g/L quimica
—logK; (25°C)
0.5 Fosfato monocalcio Ca(H,P0,),.H,C 1.14 ~18 0.0-2.0
monohidratado (MCPM)
0.5 Fosfato monocélcio anhidro ~ Ca(H,P0,), 1.14 ~17 C
(MCPA)

a no se puede precipitar en soluciones acuosas; b no puede ser medido con precision; c estable a
temperaturas arriba de 100 °C; d siempre es metaestable.
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1.0 Fosfato dicélcio dihidratado CaHPO,.2H,0 6.59 ~0.088 2.0-6.0
(DCPD) Mineral Brusita

1.0 Fosfato dicalcico anhidro CaHPO, 6.90 ~0.048 c
(DCPA) Mineral Monerita

1.33 Fosfato octacélcico (OCP)  Cag(HPO,),(P0O, 96.6 ~0.0081 5.5-7.0

15 o-fosfato tricélcico (o- « —Ca;(P0,), 255 ~0.0025 a
TCP)

15 pB-fosfato tricalcico (- B — Casz(P0,), 28.9 ~0.0005 a
TCP)

1.2-2.2  Fosfato de calcio amorfo CaxH,(PO,),.nk b B ~5-12d
(ACP) =3-45;14

— 20% H,0

1.5-1.67 Hidroxiapatita deficiente de  Ca,q_,(HPO,),(. ~85.1 ~0.0094 6.5-9.5
calcio (CDHA)®

1.67 Hidroxiapatita (HA o HAp) Ca,,(P0,)c(OH) 116.8 ~0.0003 9.5-12

1.67 Fluoapatita (FA o FAp) Cai9(P0,)6F, 120.0 ~0.0002 7-12

2.0 Fosfato tetracélcico (TTCP Ca,(P0,),0  38-44 ~0.0007 a

0 TetCP) Mineral

hilgenstonita

La sintesis de las apatitas en los ultimos 30 afios fueron motivados por el desarrollo de
biomateriales que se basan principalmente en el fosfato tricalcico e HA, la razon principal para
desarrollar biomateriales a partir de estos dos compuestos fue por su similitud con la composicién
de los minerales 6seos. En la literatura existen numerosos métodos que han tenido éxito en la
sintesis de apatitas, que van desde reacciones en estado sélido, precipitacion o métodos de hidrolisis
que posteriormente se sinterizan a altas temperaturas, usualmente a temperaturas arriba de los 1
000 °C, también se han preparado por otras rutas, por microondas y sol-gel, los cristales obtenidos
de tamafios nanométricos han sido por la rutas de precipitacion o hidrélisis a bajas temperaturas
(25-60 °C). La sintesis de apatitas con tamafios de dimensiones cercanas al del esmalte humano
han sido por rutas de precipitacion o hidrdlisis a temperaturas en rangos de 80 a 95 °C [19].

Los estudios en apatitas sintéticas han mostrado que su formacion se lleva a cabo por la sustitucion

de iones de Ca, POs y OH en la estructura de la patita que da como resultado cambios en los
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parametros de la red, en la cristalinidad (tamafio y tension de cristal) y en las propiedades de

disolucion.
2.4 Propiedades mecanicas de los ortofosfatos

Las propiedades mecanicas de los ortofosfatos se forman a partir de materiales policristalinos
fragiles, que son gobernadas por aspectos como la cristalinidad, tamafio de grano, limite de grano,
porosidad y composicién. Se ha observado de forma general, que las propiedades mecanicas
disminuyen significativamente cuando la cantidad de fase amorfa, microporosidad y tamafo de
grano aumentan, mientras que; a mayor cristalinidad y baja porosidad, el tamafio de grano tiende a

dar una mayor rigidez, resistencia a la compresion y tenacidad a la fractura [20].

Los ortofosfatos de calcio presentan propiedades mecanicas bajas, por ejemplo la HA tiene valores
de resistencia a la fractura menor a 1 MPa m% en cambio el hueso humano (cortical y trabecular)
tiene valores de 2 — 12 MPa m% . Ademas, se ha observado que los valores decrecen linealmente
al aumentar la porosidad. Asi como se ha encontrado que la resistencia incrementa con el
incremento de la relacion Ca/P, en donde a una relacion Ca/P ~ 1.67 se reporto el valor maximo

de resistencia. Por lo tanto, la resistencia disminuye de forma exponencial cuando se incrementa la
porosidad [11].

2.5 Vidrios bioactivos

Los vidrios bioactivos con formulaciones especificas ayudan a favorecer y controlar la reaccion en
el ambiente bioldgico, ofreciendo una alternativa eficaz para los fosfatos de calcio tradicionales.
La historia de los vidrios bioactivos se origina en los afios 60’s donde Hench y col. [21] observaron
las caracteristicas particulares de los vidrios base silice con la finalidad de formar enlaces fuertes

entre el hueso y el tejido dseo.

Durante varias décadas se han estudiado una gran diversidad de sistemas de compuestos, que

combinan fosfatos de calcio con fase cristalina y vidrios bioactivos; representando una alternativa
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innovadora, que permite superar los limites de los constituyentes individuales [22]. Como primer
aspecto la bioactividad de los compuestos se gobierna por las fracciones en volumen del cerdmico
y de las fases del vidrio permitiendo reacciones diferentes de disolucion en ambientes fisiologicos
[23]. La estructura de los biovidrios esta formada por 6xidos que los constituyen iones de oxigeno
con coordinaciones de tipo tetraédricas o triangulares unidas entre si por iones formadores (Si, P,
B, etc.). La red del biovidrio estad formada por el conjunto de iones formadores que dan soporte y
a su vez distorsionan la red presentado huecos en donde se sitan los iones modificadores que
pertenecen al grupo de los metales alcalinos Yy alcalinotérreos (Ca, Mg, Na, etc.), estos 6xidos
hacen roturas parciales en la red debilitando la cohesidn, estabilidad y por consecuente bajan la
temperatura. Existen otro grupo que son los oxidos intermedios (Al, Zr, Ti, etc.), son éxidos que

no pueden formar vidrio por si solos, sin embargo ayudar a estabilidad la red tridimensional [24].

2.5.1 Biovidrios base fosfato (PBG)

Los vidrios base fosfatos estan formados por un sistema que tiene la composicion quimica P,0< —
Ca0 — Na,0, consiste en una red formada por tres vértices de tetraedros de [P0O,] reticulados [25]
(Figura 2.7), los cuales estan unidos a un maximo de tres tetraedros vecinos formando una red
tridimensional vitrea de P,0¢, la adicion de 6xidos al vidrio permite la depolimerizacion de la red
provocando el rompimiento de enlaces de tipo P-O-P y formando oxigenos sin puente (NBO), por
otro lado cuando existe modificacion de los cationes (iones modificadores o intermedios) provoca
una reticulacién entre los NBOs y dos cadenas de fosfatos, aumentando la resistencia de unién del
reticulado i6nico y mejorando la resistencia mecanica y la durabilidad quimica del vidrio [26].
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Figura. 2.7 (a) Tetraedro reticulado del vidrio base fosfato y (b) representa la estructura de los vidrios
base fosfatos donde los modificadores de red son el sodio y el calcio, en cambio los formadores de red
son los fosfatos [27].

Los vidrios base fosfato son materiales completamente degradables, mientras que los vidrios de
base silice son relativamente estables a la hidrdlisis. Un aspecto que es importante resaltar es la
cristalizacion de los vidrios, ya que incrementa las propiedades mecanicas como son la resistencia
mecanicay de flexion del vidrio, lo que hace que se convierta en un vitro-ceramico; la cristalizacion

puede ser controlada por las diferentes técnicas de fabricacién del vidrio.

2.5.2 Técnicas para la fabricacion de vidrios bioactivos

Las técnicas comunmente empleadas para la produccién de vidrios bioactivos son dos
principalmente: la tradicional técnica de fusion-temple y sol-gel. La ruta de fusion y temple es
preparada mediante cantidades estequiométricas de diferentes 6xidos o carbonatos de alta pureza
(99.9%). Los precursores son mezclados en un molino de bolas, después la mezcla de polvo
obtenido es fundida a altas temperaturas en un horno de resistencia eléctrica en donde la
temperatura varia de acuerdo a la composicion del vidrio. La fusion de los polvos es vaciada en
moldes con forma cilindrica o cualquiera otra forma de interés, sin embargo, la forma més sencilla
es sobre placas de cobre si se quiere hacer fritas. Dependiendo de la aplicacién del vidrio se le
puede dar un tratamiento después del temple Ilamado recocido que se realiza a una temperatura de
500 °C para eliminar las tensiones internas de los vidrios. Algunas veces es recomendable hacer un

20



calentamiento lento hasta llegar al punto de fusién para liberar el agua combinada de los

precursores que se encuentren hidratados o con grupos hidroxilos.

El procedimiento del sol-gel se hace para fabricar vidrios con grandes cantidades de porosidad,
debido a que el proceso implica una serie de etapas que son: hidrolisis, polimerizacion, gelificacion,
secado y deshidratacion. El sol (o solucion) evoluciona hasta la formacion del gel (con la ayuda de
un tensioactivo) que contiene tanto fase liquida como fase solida. La morfologia obtenida por este
método puede ser variada desde particulas hasta redes poliméricas continuas. Los nanoporos
formados en el vidrio proporcionan una superficie mayor que con el de fusion-temple, y por
consecuencia provoca mayor degradacion del biovidrio asi como una rapida formacion de HA, el
método de sol-gel tiene como resultado vidrios con una alta pureza y homogeneidad. Otra ventaja

del método es que las temperaturas son bajas comparadas con el de fusion-temple.

2.5.3 Elementos empleados para el dopaje de vidrios bioactivos

Los vitroceramicos estan formados por fases cristalinas (dopantes) incrustadas en una matriz vitrea.
Se ha reportado que los vitrocerdmicos son mecénicamente mas fuerte que el vidrio, y su
bioactividad se reduce considerablemente debido a los dopantes o aditivos que se encuentra en su
composicion, dando resultados favorables de bioactividad, biorreabsorbabilidad o
biodegradabilidad [28].

Los vidrios bioactivos han sido dopados por elementos como: Cu, Zn, Ba, La, Y, Fe, Cr, Zr, etc.
(Tabla 2.2). Un ejemplo tipico es la adicion de plata en los vidrios bioactivos con propiedades como
agente bactericida que permite mantener la funcidn bioactiva y una mejor unién entre el biomaterial

y el hueso.

21



Tabla 2.2 principales sistemas de biovidrios y elementos/ 6xidos empleados para el dopaje.

Sistema Dopante  Resultados obtenidos Ref.

Ca0-P,05-Si0,—Zn0O ZnO El sistema fue fabricado por el método de sol-gel, y [29]
los resultados observados del Zn, permitid la
proliferacién celular temprana y diferenciacion
celular.

Si0>—P,05-Na,O- SrO SrO El biovidrio fue fabricado por fusion-temple, los [30]
resultados observados por el Sr en el sistema del
biovidrio fueron en el aumento de la proliferacion de
osteoblastos y la actividad de la fosfatasa alcalina,
asi como en la inhibicion de la actividad de la
fosfatasa acido trato resistente.

Si0—~CaO-Li0O—P,0s Li,O El proceso de fabricacién del biovidrio fue por [31]
fusion-temple, la sustitucion del ion Li por el Na en
el sistema provoco la disminucion de la transicién
vitrea y del punto de fusion, asi como disminucién
en la bioactividad.

Si0>-Na,0-CaO-P,0s-MgO MgO El biovidrio fue fabricado por la ruta de fusion- [32]
temple, donde los resultados sugirieron que la
naturaleza del MgO acta como elemento intermedio
en la estructura del biovidrio, disminuyendo la
temperatura de fusion del sistema y la bioactividad.

Si0,—-Ca0-Na,0 Ag El biovidrio fue hecho por fusion-temple y la plata [33],
se adiciono por la técnica de intercambio ionico de

. - . [34]
sales fundidas en la superficie, manteniendo la
bioactividad y mostrando un  potencial como
bactericida.

Si0>—-Na;O-P,0s-Ca0-CuO Cu El biovidrio se hizo por fusion-temple y los [35]
resultados obtenidos fueron en la reduccion de la
matriz extracelular, proliferacién y actividad
metabdlica celular.

Si0,—Ca0-Na,0-P,05-B,0; B,0s El biovidrio fue obtenido por fusion-temple, y se
observd que el boro generd una mayor respuesta
proliferativa y migratoria celular; ademas de
disminucién en la disolucion idnica del biovidrio.

Si0,—Ca0-Na,0-P,0s-TiO, TiO; La fabricacion del biovidrio fue por fusion-temple, [37]
se observé que el Ti tuvo resultados en la viabilidad
celular, bioactividad y formacion de apatita.

Na,0-Ca0O-P,05-V,05— V,0s Fusion-temple fue el método empleado para la [38]

. formacion del biovidrio, y los resultados reportados

SIOz . . .
del vanadio en el sistema del biovidrio mostraron

que actué como agente de cristalizacion, acelerando

la reactividad quimica en fluidos corporales.

P20s5-Ca0-Na,0-ZrO- Zr0O; El biovidrio se fabrico por fusion-temple, se observo [7]
que el ZrO, permitio reforzar la estructura del vidrio
por medio de la reticulacion idnica producto de los
enlaces sin puente de oxigeno, ademas aumento la
bioactividad y la resistencia mecanica.

[36]
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Existen éxidos como el CaO, K20, Na20 y MgO que son usados para ajustar el pH del medio en
el que se encontrara en contacto el vidrio. El zinc y el magnesio por otro lado son bien conocidos
que estimulan el efecto de la proliferacion, diferenciacion de los osteoblastos y la mineralizacién
del hueso. El estroncio por otro lado, estimula la osteogénesis, acelera el proceso de sanacion en

fracturas de huesos de ratas.

Los iones que juegan un papel importante en la formacion de hueso, son: calcio, zinc, estroncio,
magnesio, boro y por supuesto los aniones fosfato, asi como el cobre y su papel en la angiogénesis
[39].

2.5.4 Zirconia

El didxido de zirconio mejor conocido como zirconia (ZrOz), es un compuesto blanco que puede
cristalizar en tres fases cristalinas, monoclinica < 1170 °C, tetragonal 1170-2370 °C y cubica >2370
°C (Figura 2.8), ademas es reconocido como uno de los materiales ceramicos mas estudiados
debido a que presenta propiedades excelentes como: alta tenacidad, resistencia a la fractura,

propiedades de desgaste y biocompatibilidad.

En la actualidad existen diversas rutas de fabricacion y aplicaciones de la zirconia en el campo de
los biomateriales, ya sea en forma de peliculas, como elemento dopante en estructuras densas o
porosas. En la literatura se reportan importantes beneficios de utilizar la zirconia como elemento
dopante en materiales porosos, donde ayudd a mejorar la bioactividad, rango de degradacion,
anclaje y viabilidad celular, asi como a disminuir las microgrietas entre los cuellos de los poros

cuando se encuentran en contacto en ambientes biologicos [40-42].

Por otro lado, otras investigadores han mostrado que dopando fosfatos de calcio con zirconia se
incrementaron las propiedades mecanicas de resistencia a la flexion, compresion, microdureza y
tenacidad a la fractura [43-46].

Asimismo, el dioxido de zirconio presentd mejores propiedades fisicas tal y como Yangy col. [47]

mostraron, donde fabricaron un compuesto innovador, hecho por tres capas porosas de HA/TCP
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sobre un sustrato de ZrOz, en donde obtuvieron un andamio multicapa que ayudd a mejorar la union

interfacial entre el recubrimiento del andamio y el sustrato.

Cubica ZrO,

Tetragonal ZrO,

Monoclinica ZrO,

Figura 2.8 Principales estructuras cristalinas del diéxido de zirconio [48].

2.6 Andamios

Los andamios son materiales porosos y degradables, que proporcionan la estructura mecéanicay el
soporte durante el proceso de reparacion y regeneracion del hueso dafiado o enfermo. El sistema
biomecéanico del hueso es complejo por lo que los requisitos de los andamios son diversos [49,50]:

1. Biocompatibilidad, es un requisito fundamental de los andamios dseos; se describe como
la capacidad del andamio de mantener el anclaje celular y los sistemas de sefializacion
moleculares sin presentar efectos tdxicos locales o sistematicos en el tejido huésped. Un
andamio &seo debe ser osteoconductivo, es decir el andamio debe ser poroso, para que

permita que las células dseas se adhieran, proliferen y formen la matriz extracelular en su
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superficie. EI andamio debe ser capaz de inducir la formacion del nuevo tejido dseo,
mediante la sefializacion biomolecular y reclutamiento de celulas progenitoras, a esta
propiedad se le conoce como osteoinduccion; conjuntamente, un andamio ideal necesita
formar vasos sanguineos dentro o alrededor del implante en las primeras semanas de

implantacion para ayudar al flujo de nutrientes, oxigeno y residuos.

Propiedades Mecanicas, en un andamio 6seo las propiedades mecanicas deben coincidir
con las propiedades del hueso huésped asi como la transferencia de carga adecuada. Las
propiedades mecénicas del hueso varian de forma amplia de acuerdo al tipo de hueso
(trabecular o cortical). El modulo de Young del hueso cortical esta entre 15y 20 GPa y el
del hueso trabecular esta entre 0.1 y 2 GPa. La resistencia a la compresion varia entre 100
y 200 MPa para el hueso cortical y para el hueso trabecular se encuentra de 2 y 20 MPa. La
gran variacion de las propiedades mecanicas y la geometria del hueso hacen dificil disefiar

un andamio 6seo ideal.

Tamafio de poro, el andamio debe tener porosidad interconectada, con diametro de poro de
al menos 100 um para la difusion de los nutrientes esenciales y oxigeno para la
supervivencia celular. Sin embargo, los rangos de tamafio de poro se deben encontrar desde
200 hasta 350 um, tamafios que permiten un éptimo crecimiento del tejido 6seo. Los
andamios que tienen micro y macro porosidades presentan mejores propiedades que los que

solo tienen macro-porosidad.

Biorreabsorbible, es otro factor crucial para los andamios empleados para la regeneracion
de tejidos. Un andamio ideal no s6lo debe tener propiedades mecanicas del tejido huésped,
sino también debe degradarse con un tiempo in vivo, preferiblemente a una velocidad de
reabsorcién controlada y eventualmente generando espacio para que se pueda formar el
nuevo tejido 6seo. EI comportamiento de degradacion de los andamios varia en tiempo de
acuerdo a la aplicacion, que puede ser desde 9 meses 0 mas para aplicaciones en la espina
dorsal o de 3 a 6 meses para aplicaciones maxilofaciales. La bioresorbibilidad se relaciona

con el medio ambiente lo cual hace un reto muy grande para hacer un andamio ideal.
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2.6.1 Técnicas de fabricacion de andamios porosos

El cuerpo del andamio debe presentar una arquitectura tridimensional adecuada para la
regeneracion de tejido 6seo, en la literatura existen varias técnicas y materiales que se han ido
investigando a través del tiempo. Se resumen algunas de las tantas técnicas que se emplean en la
actualidad para la fabricacion de andamos con aplicaciones en la ingenieria de tejidos en la Tabla
2.3y Figura 2.9.

Método Descripcion dporo (LM)
Plantilla de 1. Se adiciona una fase de sacrificio al precursor ceramico en forma sdlida  1-700
sacrificio o liquida, 2. Secado, pirolisis o0 evaporacion para remover la plantilla, 3.
Sinterizado.

Espumado 1. Incorporacion de gas a la suspensién del ceramico precursor, 2.Fraguar ~ 35-1200

directo o0 secar, 3.Sinterizado.

Réplica 1. Impregnacidn o infiltracion del andamio natural o sintético por la 10-3000
suspensién del cerdmico precursor, 2.Secado o remocion de la plantilla, 3.
Sinterizado.

Sinterizacion 1. Preparacion de los polvos para hacer la suspension o la compactacion <10

parcial por prensado, 2. Quemado Y sinterizacion o sinterizacion directa.

Electrohilado 1. Preparacion de la solucién, 2. Hace pasar por una boquilla, 3. Colector  >10

Impresion 3D 2. Tinta (dispersion de particulas sélidas en un medio liquido), 2. 200-1200
Sinterizado.

Algunos investigadores resumen las técnicas convencionales para el proceso de formacion de
ceramicos porosos que han sido: el método del sacrificio, espumado directo, la técnica de la réplica
y sinterizacion parcial, ellos explican que estos métodos producen ceramicos macroporoso con

didmetros de poro mayores a 1 um y con un porcentaje de porosidad del 50% [51,52].

En cambio Burg y Col. [53], concluyeron que los andamios con porosidad interconectada y
diametros de poros entre 20-400 um son los que mejores resultados in vitro presentan, debido a
que esos tamafios de poros permiten el anclaje celular, paso principal para el proceso de

regeneracion celular.
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Figura 2.9 Métodos de fabricacion de andamios para ingenieria de tejido 6seo [54].

2.6.2 Sinterizacion y porosidad de andamios porosos

La etapa de sinterizacion es de gran importancia para producir bioceramicos con propiedades
mecanicas optimas. Una de las funciones que desempefia es la eliminacion de humedad, asi como
la descomposicién de carbonatos y eliminacion de componentes remanentes como: amoniacos,
nitratos y componentes organicos ademas de remover productos gaseosos que puedan estar

presentes.

Los factores que involucra la sinterizacion en los ortofosfatos son la densidad, porosidad, tamafio

de grano, composicién quimica y resistencia en los andamios [11].

El area superficial es otro aspecto crucial para andamios porosos, ya que de esto dependera que se
garantice una buena fijacion mecanica ademas de proveer sitios superficiales que ayuden al enlace
quimico entre los biocerdmicos y el hueso. Por tal razén, la porosidad esté relacionada con la
adhesion y crecimiento celular, ya que éste permite que exista una distribucidon y migracion celular
a través de andamio; haciendo que en ensayos in vivo se puede apreciar la formacion de vasos

sanguineos y remodelacion del tejido 6seos [55].
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La macroporosidad interconectada (tamafio de poro > 100 um) permite la nutricion del hueso y

remover de residuos.

Estudios han mostrado que el tamafio de poro adecuado se encuentra en el rango de 200-500 um
ya que el tamafio del oste6bn humano se encuentra en tamafios mayores de 223 um, asi como se ha
podido corroborar tal informacién por medio de estudios in vitro en donde ademas se ha observado
que rangos de tamafios de poros con un rango de 150-500 um permiten la mineralizacion 6sea
directa [15,56], sin embargo, se debe tener en cuenta que los macroporos deben estar
interconectados y las interconexiones deben ser mayores que 50 um de diametro; ya que de estas
caracteristicas dependera que el andamio tenga una acelerada vascularizacion y la habilidad de

regeneracion dsea para aplicaciones clinicas.

Por otro lado, la microporosidad (tamafio de poro < 10 um) permite que los fluidos bioldgicos
puedan impregnar en el andamio y este provea una adsorcion e incremento de solubilidad idnico.

Se ha demostrado, que al incrementar el area superficial especifica y el volumen de poros de los
bioceramicos incrementa la aceleracion del proceso de depositacion de apatita bioldgica y por lo

tanto ayude a la formacién del tejido dseo.

2.7 Biologia del Hueso

El hueso es uno de los tejidos mas duros del cuerpo humano, ademas de poseer muchas
propiedades estructurales interesantes, entre las que destacan: microestructura heterogénea. Esta
formado por una parte orgéanica con una cantidad del 30% principalmente colégeno tipo I, que
provee la capacidad de traccion y una parte mineral del 60% hidroxiapatita, que provee la rigidez

del tejido y un 10% de agua.

El tejido Gseo esta conectado mediante la formacion de células, vasos sanguineos, fibras, asi como
con sustancias de tipo organico e inorganico. Las propiedades mecanicas del material 6seo son
consecuencia de la combinacidn de las sustancias organicas e inorganicas; y tales propiedades dan
soporte al esqueleto, proteccidn de los 6rganos internos y tejidos suaves asi como ayudan a proveer

movimiento en masculos, tendones, ligamentos y entre los mismos huesos. Ademas tiene otro tipo
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de funciones metabdlicas como almacén mineral (calcio y fésforo), productor de células sanguineas
y almacén de energia (células de grasa de médula amarilla). De forma natural el hueso esta siempre

en constante mutacion, reconstruyéndose y reformulandose a lo largo de la vida [57].

2.7.1 Morfologia del hueso

El esqueleto humano tiene méas de 200 huesos clasificados por forma: huesos largos (fémur, tibia,
cubito y radio), huesos cortos (huesos carpianos) , huesos planos (craneo, esternon y oméplato) y
huesos irregulares (vertebras y etmoides) (Figura 2.10) [58,59].

Hueso plano

Figura 2.10 Principales tipos de tejido éseo [57].

Existe otra clasificacion por morfologia: hueso trabecular y cortical. El hueso trabecular se refiere
a una estructura celular altamente porosa (60-95% de porosidad) que esta formada lamina por
lamina, de ahi proviene el nombre de crecimiento laminar o de varillas con espesores tipicos de

100-300 um en el hueso humano. Las caracteristicas mecanicas pueden variar dependiendo de la
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edad, sexo, sitio anatémico o entre individuos [60]. Al examinarlo de forma macroscopica se
observan dos extremidades llamadas epifisis y un tubo cilindrico en medio de ellas llamado diafisis,
ademas de una zona entre ellos transitiva llamada metéfisis. Cuando los huesos largos estan en
crecimiento la epifisis y la diafisis se origina en los centros de osificacion independientes y estan
separados por una capa de cartilago denominado epifisaria o placa de crecimiento (Figura 2.11).

() (b)

Epifisis

Linea de crecimiento

- Endostio
Hueso I Metéfisis
trabecular
~ Hueso
cortical Medula 6sea amarilla
Hueso compacto
Endosteo
Periostio
Diéfisis
Fibras perforativas
o Arterias nutrientes
Periostio

Fusion de la linea
de crecimiento

Figura 2.11 a) Diagrama esquematico del interior de la tibia el cual es un hueso largo, b) anatomia dsea
del hueso humano [58].

Por otro lado el hueso cortical se refiere al tejido denso calcificado de los huesos, es decir la
“cascara” externa que rodea la cavidad Osea, esta formado por un arreglo de laminillas concéntricas

dentro de sistemas Havesianos (osteones). Debido a esto también es conocido como hueso lamelar.
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2.7.2 Matriz 6sea

El componente organico de los huesos lo constituyen el 40% del peso en seco y es compuesto de
colageno, proteoglicanos, glicoproteinas, fosfolipidos y fosfoproteinas. Los componentes
inorganicos constituyen arriba del 60% del peso en seco del hueso y esta principalmente compuesto
por hidroxiapatita de calcio Ca,,(P0,)s(OH),. Los cristales de hidroxiapatita tienen un arreglo
paralelo a las fibras de colageno, esta orientacion maximiza la resistencia de la fuerza de tension

del colageno y de las fuerzas de compresion de la hidroxiapatita.

2.7.2.1 Matriz organica

La matriz orgdnica o sustancia osteoide representa un tercio del peso 0seo. Estd formada
fundamentalmente de proteinas, entre las que destaca el coldgeno (90%). La matriz organica juega
un papel importante en el conjunto del sistema 6seo. Sin embargo, actualmente debe considerarse
a la matriz mineralizada extracelular como algo mas que un depdsito de calcio y fosforo, ya que
constituye una reserva de proteinas que participan en la regulacién de la diferenciacion celular y
en la integridad y funcién del tejido 6seo. Los componentes que forman parte de la matriz
extracelular (MEC) son [61]:

1. Colageno: El 90% de la matriz extracelular esta constituida por colageno, sobre todo tipo |
(>95%) y tipo V (<5%). También se ha comprobado la presencia en pequefias proporciones
de colageno tipo Il1, relacionado con las fibras de Sharpey y tipo XII, formado por estés
mecénico. En la molécula de colageno se halla la secuencia del &cido arginilglicilaspartido
(RGD), que es reconocido por la integracion en las superficies de las células dseas. Contiene
caracteristicamente, aminoacidos de hidroxilisina e hidroxiprolina, siendo este Gltimo un
marcador especifico de todos los fenotipos de colageno y estando sus valores en relacion
directa con la tasa de absorcion ésea. EI coldgeno no tiene afinidad por el calcio, por lo que

otras proteinas son implicadas en el deposito mineral.

2. Proteinas no coldgenas: ayudan a la modulacién de la adherencia celular mediante la
calcificacion de la matriz organica entre las que destacan: a) proteoglicanos, b) proteinas
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de &cido y-carboxi-glutdmico, y c) glicoproteinas (osteonectina, fosfatasa alcalina y

proteinas con el tripéptido RGD).

Fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosfato inorganico a partir de ésteres fosforicos,
necesario para la mineralizacion, durante muchos afios se ha considerado como un excelente
marcador de la actividad osteoblastica, ya que permite obtener resultados de la
diferenciacion osteoblastica y de cartilago de la placa en crecimiento y calcificacion dsea
[62].

3. Factores de crecimiento, polipéptidos sintetizados en el propio hueso o procedentes de otros
lugares (higado, plaquetas, etc.), que intervienen en la diferenciacion, crecimiento y

proliferacion de las células de forma autocrina o paracrina.

2.7.3 Células 6seas

Las células Oseas estan dividas generalmente en 5 tipos: osteoprogenitores, osteoblastos,

osteocitos, células de linaje 6seo y osteoclastos.

Los osteoprogenitores son células inmaduras no especializadas pero una vez que se diferencian
dan origen a los osteoblastos; pueden encontrarse en el interior de la capa del periostio, endostio y

en canales Harvesianos o de tipo Volkman.

Los osteoblastos son células mononucleares responsables de la formacion del hueso y de la
mineralizacion de la matriz osteoide, estas células son el origen de los osteocitos. Se producen en
el periostio, endostio y en la médula 6sea, son de forma cuboidal o poligonal. Es importante
mencionar que el nimero de células de osteoblastos depende de cada individuo y de la edad.

Las células de linaje 6seo son de inactividad alargada y osteoblastos delgados, estas células

permanecen inactivadas en la superficie del hueso una vez que se ha formado el nuevo hueso o que

la remodelacion ha terminado.
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Osteocitos son células maduras que se dividen en osteoblastos. Pueden encontrarse dentro de la

matriz 0sea del hueso ocupando pequefias camaras o espacios, llamadas lagunas.

Los osteoclastos son células plurinucleares (varios nucleos) responsables de la absorcion y/o
eliminacion de la estructura dsea. Este tipo de células causan la desmineralizacion de la matriz 6sea
y destruyen la matriz organica del hueso. Los osteoclastos son formados por la fusion de

precursores celulares de la médula ésea o de otro tipo de tejido hematopoyético.

2.8 Desarrollo del hueso

Los huesos del esqueleto axiales (lo conforma la parte central del cuerpo: térax, columna vertebral,
créneo, pelvis, etc.) y apendiculares (esta formado por las extremidades de brazos, manos, piernas
y pies) son formados por dos procesos: formacion de hueso intramembranoso y endocondral.

La primera diferencia entre estos dos procesos es la ausencia o presencia de cartilago intermediario.
En la formacion de hueso intramembranoso, el hueso es formado en la ausencia de modelacion de
cartilago; en cambio en la formacion de hueso endrocondral primero se da la formacion de cartilago

y después se reemplaza por tejido 6seo.

2.8.1 La formacién ésea intramembranosa (Membranas)

En huesos planos, como el crdneo y los de la cara son formados por este tipo de osificacion. Inicia
con las células osteoprogenitoras (formadoras de osteoblastos y osteocitos) las cuales estan
presentes dentro de la mesénquima. Las células osteoprogenitoras se agregan en sitios donde el
nuevo hueso serd formado y se diferencian en osteoblastos que activaran la sintesis de la nueva
matriz 6sea. Este tipo de crecimiento 6seo ocurre por aposicion (deposicion sobre el hueso anterior)

de osteoblastos sobre las superficies del hueso en crecimiento (Figura 2.12).
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Matriz Hueso Células dseas
Osteoblastos osteoide calcificado (osteocitos)

Pérdida de mesénquima Vaso sanguineo Osteoblastos

Figura 2.12 Osificacién intramembranosa. Las células troncales mesenquimales se concentran para
producir osteoblastos, los cuales se depositaran en la matriz ésea mineralizada [58].

2.8.2 Formacidn 6sea endocondral (Modelo de cartilago)

Este tipo de osificacion involucrara la formacion de tejido de cartilago para poder agregar células
mesenquimales y subsecuentemente remplazarlo por tejido dseo. Todos los componentes
esqueléticos como columna vertebral, pelvis y esqueleto apendicular (extremidades) se desarrollan

por via endocondral (Figura 2.13).

Mesénquima Condrocitos  Osteoblastos Proliferacién de Cartilago
Cartilago hipertroficos  (hueso) Vaso epifiseal
sanguineo

condrocitos

Linea de crecimiento

Médula dsea

Hueso

Linea de crecimiento

Centro de osificacion secundario

Figura 2.13 Osificacién Endocondral. (A, B) Huesos largos como himero, fémur y tibia que desarrollan
la osificacion endocondral donde las células troncales mesenquimales se duplican y diferencian dentro de
los condroisitos para formar el modelo de cartilago del hueso. (C) en el centro de los condroisitos. (D, E)
Vasos sanguineos que permiten la llegada de los osteoblastos los cuales depositan la hueva matriz 6sea
sobre los restos del cartilago calcificado. (F-H) Los centros de osificacién secundaria también formados
como vasos sanguineos externos del hueso [58].

34



2.8.3 Remodelado 6seo

El remodelado 6seo es un proceso esencial en la calidad 6sea, ya que condiciona la arquitectura,
mineralizacion y la geometria 6sea. En un adulto, cerca del un 8% del tejido 6seo es renovado
anualmente. EI remodelado dseo se lleva acabo mediante la accion sucesiva de (acoplamiento) de
osteoclastos y osteoblastos sobre la misma superficie 6sea. Cada ciclo de remodelado consta de
tres fases: reabsorcion, reposo o inversion y formacion. En la fase de reabsorcion, un grupo de
osteoclastos se diferencia a partir de sus precursores y erosiona la superficie 6sea. Una vez
finalizada la reabsorcién los osteoclastos son eliminados por apoptosis (destruccion o muerte
celular programada por el organismo). La fase de reposo o inversion es un periodo de inactividad.
Durante la fase de formacidn un grupo de osteoblastos se diferencia a partir de sus precursores y
rellena con hueso la zona excavada por los osteoclastos. Los osteoblastos depositan en primer lugar
matriz 6sea no mineralizada que forma una capa de unas 10 um de espesor denominada ribete de
osteoide. Entre el depdsito de osteoide y su mineralizacion existe un tiempo de demora de unos 10
dias. Durante este periodo la matriz 6sea sufre cambios en su composicion y estructura que la hace
apta para el deposito de mineral (maduracion de la matriz). La mineralizacion se inicia en la
interfase entre el osteoide y el hueso mineralizado preexistente y avanza hacia la superficie a lo
largo de un plano de barrido de 2 a 3 micras de espesor. Este plano, integrado en parte por mineral
amorfo, se denomina frente de mineralizacion. A medida que este frente se desplaza va dejando
tras de si matriz 6sea mineralizada en forma de cristales de hidroxiapatita. Una vez completado el
depdsito de hueso los osteoblastos que no se han incorporado a la matriz se aplanan y pasan a

formar parte del endostio (lining cells) [63] (Figura 2.14).
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Varias Semanas

Tiempo
Formacion de hueso

Osteoclastos
(osteoblastos)

Compartimiento M é d ula

e
0~3’ﬁe°\6

FASE REVERSIBLE

Figura 2.14 Proceso natural de remodelado éseo normal. El proceso sigue el sentido hacia el lado
izquierdo de la imagen como lo indica el eje del tiempo, varias semanas de separacion ocurren entre los
osteoclastos de los osteoblastos (linea azul), también puede observarse la matriz mineralizada de color

azul, en la parte inferior de la figura y el osteoide de color rojo. EI comportamiento alberga células

alargadas que cubren el sitio de remodelacion marcado con la fecha azul turquesa [64].

2.9 Ensayos in vitro

Actualmente existe un extenso numero de agencias gubernamentales como la administracion de
alimentos y medicamentos (FDA), Organizacion de normas internacionales (ASTM), Organizacién
internacional de normalizacion (ISO), Convencion de la farmacopea de Estados Unidos (USP) que
provee procedimientos, protocolos, lineamientos y normas para que puedan ser llevados a cabo los

ensayos in vitro e in vivo [65].

2.9.1 Simulacion de fluido corporal (SBF)

Un ensayo caracteristico para analizar la habilidad de unién entre el hueso y el material es evaluado
mediante la examinacidn de apatita formada sobre las superficies de los andamios mediante el uso
del fluido corporal simulado (SBF), el cual tiene una concentracién casi igual a la del plasma
sanguineo humano. Mediante la examinacion de formacion de apatita en la superficie del material
por medio del SBF se predice la bioactividad del material, este estudio se remonta desde hace mas

de dos décadas ya que Kokubo y col. [66], realizaron estudios en condiciones in vitro, en donde se
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propuso que de acuerdo a las especies presentes en el plasma sanguineo se podian presentar en un
suero que permitiera el enlace entre el hueso y el material, formando una capa en su superficie de
calcio y fosforo (apatita). La concentracidn idnica del SBF comparada con el plasma humano se

puede apreciar en la Tabla 2.4 [67].

Tabla 2.4 Concentracion idnica del SBF y el plasma humano [67].

lon Na* K' Mg Ca** CI' HCO* HPOs# S04*
Plasma sanguineo humano 142 5 15 25 103 27 1 0.5
SBF 142 5 15 25 1488 4.2 1 0

Algunos resultados han mostrado que después de 3 a 6 semanas que el material estd sumergido
existe un aumento en la capacidad de formacion de apatita en la superficie [67].

Existen varias teorias de cristalizacion o de formacion de apatita en los materiales que sugieren
como se da la unién entre el hueso (bioactividad) y la formacion de la apatita en el SBF, los cuales

son dos fendmenos distintos.

Los célculos termodindmicos muestran que el SBF es un sistema metaestable y que eventualmente
puede pasar a un estado termodinamicamente estable formando cristales de apatita, esto dependera
del tiempo, al cual se le llama “tiempo de nucleacién o induccion”, este tiempo dependera de la
velocidad con la que se formen los nucleos de cristales lo suficientemente grande (radio critico)
para que sea estable y poder crecer; en otras palabras cuando los cristales de apatita se precipitan
en la superficie de un material sumergido en SBF significa que el tiempo de inmersion fue mas

largo que el tiempo de induccion.

Para que un cristal pueda ser estable debe superar la energia de activacion de la cristalizacion,
donde esta energia es el resultado del equilibrio del aumento de energia de la formacién de la nueva
interfaz de la solucion sélida y la disminucion de la formacion de cristales. Por tal razon se puede
decir que un compuesto “bioactivo” es un material que acelera la cristalizacion heterogénea de

apatita en una solucion sobresaturada hacia la formacion de hidroxiapatita [66].
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El proceso para la cristalizacion de apatita se puede dar mediante varios métodos o estrategias:

1. Proporcionar nucleos de apatita que eliminan la necesidad de nuclear cristales de apatita.
2. Proporcionar una superficie con una energia interfacial baja con apatita.
3. Cambio de supersaturacion local hacia la precipitacion de apatita.

La primera estrategia explica el fendmeno de por qué la hidroxiapatita cubre rapidamente con
nuevos cristales de apatita, en donde Kim y col. [68], proponen una serie de cambios en la
superficie relacionados con la relacion Ca/P y sugieren la correlacion entre la composicion de la

superficie y el potencial de ionizacién, en la Figura 2.15 se puede observar estos procesos.

Ca* + Na - K + cl SBF SBF SBF apatita
?e U Sx
HCO; PO; Mg2* Q?(P @ l ==t === - |
SBF - = o ooc - - | vy = PO 211 (M\ )
superficie ——-6— _6__ ]- J J
HA bulto o rica-Ca ACP pobre-Ca ACP pobre-Ca ACP
() pobre-Ca ACP rica-Ca ACP
Ca:@® P:o C) \ Foedde é HA HA HA
0:0 H:»

Formacién de capa rica ACP  Formacion de capa pobre ACP  Formacion de apatita

Figura 2.15 Muestra el origen de los cambios negativos sobre la superficie de la HA y los procesos de
union de la apatita en la formacion del hueso en SBF [68].

Este proceso se resume en la formacion consecutiva de iones calcio lo que hace que se forme una
capa rica en ACP (fosfato de calcio amorfo) lo cual adquiere una carga positiva, después existe una
interaccion electrostatica entre la HA para usar su carga positiva y reunir iones de fosfato negativos
del fluido, dando como consecuencia la formacion de una capa pobre en Ca de ACP, que después
dara lugar a la formacidn de apatita. Una vez formada la apatita la solubilidad de ésta es menor con
respecto a los fosfatos de calcio en agua y por lo tanto esto permite que se estabilice
termodinamicamente formado el cristal de apatita en medio acuoso. La segunda estrategia da una
explicacion para la formacion de apatita en la superficie del fosfato tricalcico beta, en donde la
transformacion de TCP sumergido en SBF en HA fue después de 7 dias. La hipotesis de este

proceso se cree que es mediante la disolucién parcial de iones calcio y fosforo del material que se
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combinan con los iones del SBF de la solucion, lo cual producird sitios o areas locales de

sobresaturacion que promueven la nucleacion y precipitacion de los cristales [69].

Y la tercera estrategia explica porque el biovidrio y otros materiales estdn cubiertos rapidamente
por una capa de apatita tras la inmersion en SBF; es decir que existen factores a considerar en esta
ultima que se resume a continuacion. Cambio de sobresaturacion locales, es decir que cuando hay
una adicién de un solido en SBF es posible modificar la composicién de la solucion y por lo tanto
la sobresaturacion, y este cambio puede ser positivo favoreciendo la formacion de apatita o
negativo es decir impidiendo la formacion de apatita. El vidrio por ser un material basico aumenta
a dos unidades el pH produciendo una disminucién de 10-100 veces la solubilidad de la HA 'y en
consecuencia una aceleracion en su nucleacion, en donde no obstante este efecto se ve reforzado

por la liberacion de iones de calcio del vidrio[70,71].

Otra forma de modificar localmente la composicion de la solucién es usar un material soluble en
SBF que pueda liberar grandes cantidades de iones calcio y/o fosfato; ademas de verse reflejado
en un cambio de pH lo que provocaria que exista un cambio en la saturacién local, sin embargo
existen estudios que puedan sustentar este mecanismo. Se ha reportado diferentes tipos de
morfologias de la HA dependiendo el método de sintesis que se use en donde las morfologias méas
comunes son las de tipo esfera, irregulares, microesferas, flor, etc. [72—74], presentadas en la Figura
2.16.
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Ca-P

CaCOs

HA

HA

HA

Figura 2.16 muestra algunas de las principales morfologias que puede presentar la HA.

Morfologia
Esférica

Rosa

Mancuerna

Microesfera

Flor*

Flor

Fabricacion
Sol-gel

Hidrotermal

Hidrotermal

Hidro-solvotermal

Hidrotermal

Hidrotermal

*Esta formada por nanohojas.
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2.9.2 Cultivos celulares

Los cultivos celulares ayudan a conocer la biocompatibilidad es el uso de sistemas celulares, se
refiere al mantenimiento o crecimiento in vitro de células, tejidos u érganos de origen animal o
vegetal. El proceso consiste basicamente en liberar las células de tejido original y llevarlas a un
ambiente artificial que permita su crecimiento, multiplicacion y mantenimiento del metabolismo,

de una manera controlada.

Existen dos tipos de crecimiento celular dependiendo el tipo de células:

Células adherentes o cultivos fijos: Se refieren a que es necesario que la célula se una a la
superficie del hueso para que pueda multiplicarse, por lo que se les conoce como dependientes de
anclaje. Cuando un cultivo tiene éxito se forma una “monocapa”, y es necesario desprenderla ya

sea de forma mecénica, quimica o enzimatica, dependiendo el tipo de celulas [80].

La Figura 2.17 se puede observar claramente la morfologia celular en tres muestras diferentes
(zirconia estabilizada, ZS, fosfato de calcio, CaP e hidroxiapatita) y el patron de crecimiento de
los osteoblastos para cada grupo después de 24 en medio de cultivo respectivamente, la morfologia
mostrada fue de forma triangular alargada donde se extendieron los filopodios de forma irregular
pero siempre unidos al sustrato, células mostraron mayor contacto entre si y una adhesion uniforme

como resultado de un incremento entre la unién de los filopodios [81].

Figura 2.17 Imagen obtenida por SEM en donde se puede observar los cultivos de osteoblastos en un
tiempo de incubacién de 24 h (5000 X). (A) grupo de la ZS, (B) grupo de CaP, (C) grupo de la HA [81].

Células no adherentes o cultivos en suspension: ciertos tipos de células se multiplican

suspendidas en medio liquido; en este medio se pueden sedimentar pero no se adhieren a la
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superficie del recipiente. La Figura 2.18 ejemplifica las células cuando se encuentran en suspension
en este caso son células de ovario de hamster suspendidas en dexrazoxano (medicamento usado

para tratar el cancer).

Figura 2.18 Muestra células de ovario de hamster en suspension, (a) antes del ser expuestas en
dexrazoxano y (b) después de ser expuestas con un tiempo de 144 h en dexrazoxano [81].

Existen varios aspectos que son importantes para que pueda darse la proliferacion celular tal y

como se observa en la Figura 2.19

md Factores basicos para la supervivencia celular

*Presion osmdtica.

sConcentracién de Hidrogeniones (pH).
e(Gases.

*Dioxido de carbono.

eJones organicos.

eAgua.

eCarbohidratos.

#Solucién de sales balanceadas (SSB).
*Aminoacidos.

eL-Glutamina.

eVitaminas.

eSuero.

¢Antibiéticos y antimicoticos.

Figura. 2.19 Factores para que se pueda dar un adecuado crecimiento celular [82].
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Presion osmdtica: El NaCl es la sustancia mas importante en el mantenimiento de la presion
osmotica, ademas de los iones inorganicos y la glucosa que tienen un papel significativo, es por tal

razon que la concentracion en el medio debe ser cuidadosamente controlada.

Concentracion de Hidrogeniones (pH): el pH éptimo para el crecimiento celular esta entre 7.2-
7.4, aungue algunas células pueden tolerar un rango de 6.6 — 7.8, por ejemplo algunas lineas de
fibroblastos se desarrollan mejor en un pH de 7.4 — 7.7. Para controlar el pH de los medios,
comunmente se usa el rojo de fenol, que es rojo a pH 7.4 y se torna naranja a pH 7.0 o amarillo a
pH 6.5.

El pH guarda una relacion directa con el COz2, ya que en las primeras horas se produce un ambiente
alcalino del medio por la pérdida de CO: pero el metabolismo celular lo neutraliza; por tal motivo
se aprovecha este sistema para regular el pH mediante el sistema bicarbonato/CO:x.

Gases: Dentro de los gases necesarios para la supervivencia celular se encuentra el oxigeno el cual
debe estar a bajas concentraciones, se recomienda mantener la profundidad o altura de la columna

del medio liquido en un rango de 2-5 mm (0.2 — 0.5 ml/cm? de superficie).

Dioxido de carbono: El CO2 esté involucrado en multiples reacciones bioquimicas, ademas la
concentracion de CO2 libre dependerd de varios factores como son: la temperatura, pH y la

concentracion de HCO®* y otros iones.

lones inorganicos: Ayudan a la regulacion de la presion osmdtica, la actividad metabdlica y
enzimatica, y para la adhesion y extension celular. Los iones necesarios en el medio de cultivo son:
sodio (osmolaridad), potasio (mantiene la tonicidad celular y cofactor enzimatico); calcio y
magnesio (mecanismos de adhesion celular), cloro, carbonato y fosfato (son parte del sistema

amortiguador del medio y el carbonato y fosfato sirven para almacenar energia).

Agua: Participa en numerosas reacciones bioquimicas y determina las propiedades de las
macromoléculas. En los sistemas de cultivo se usa agua desionizada, bidestilada o microfiltrada.
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Carbohidratos: Sirven como fuente de energia para células. Es mas utilizado la glucosa la cual al
ser metabolizada por medio de la glicdlisis forma piruvato que se convierte en lactato o acetoacetato

para entrar en el ciclo del &cido citrico y formar CO:s.

Solucion de sales balanceadas (SSB): La SSB sirve para la supervivencia basica de la célula 'y

puede usarse para cortos periodos de mantenimiento, ademas de ayudar a la célula a la replicacion.

Aminoacidos: Necesarios para la formacién de proteinas, sintesis de acidos nucleicos, transporte
de iones; ademas puede actuar como buffer.

L-Glutamina: Es la principal fuente de carbono para la mayoria de las células en cultivo; junto con

la glucosa o el piruvato de sodio actia como fuente de energia.

Vitaminas: Forman parte integral de las coenzimas involucradas en el metabolismo celular, entre
las més utilizadas estan: acido folico, acido pantoténico, inositol, &cido nicotinico, riboflavina,

piridoxal, tiamina, biotina, P-aminobenzoico y acido ascorbico.

Suero: el suero provee a las células proteinas para que se lleve a cabo el proceso de propagacion y
adhesion (fironectina y fetuina), ademas de compuestos que favorecen al crecimiento del cultivo:
polipéptidos, hormonas y lipidos. Existen varios tipos de suero desde el humano, de caballo, cabra,

raton pero el que mas se usa es el suero fetal bovino (SFB).

Antibioticos y antimicéticos: Usados con discrecion y combinados con técnicas de esterilidad
ayudan a prevenir la contaminacion microbiana del cultivo celular, los mas utilizados son

penicilina, estreptomicina y anfotericina B.

2.9.2.1 Fases de crecimiento celular

En la mayoria de las células se encuentran en contacto fisico con otras células todo el tiempo como
miembros organizados de un tejido. La naturaleza fisica de la conexion entre las ceélulas de un

tejido en gran medida determina como es, las propiedades funcionales de un tejido depende de
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manera critica en como las células individuales se ordenan entre si. Las uniones o la adhesion

celular entre células estan divididas en tres categorias, basadas en la funcioén que cumplen:

1. Uniones estrechas: también llamadas uniones oclusivas, conectan las membranas
plasmaticas de las células adyacentes formando una lamina, impidiendo que pequefias
moléculas se pierdan entre el espacio intercelular. Esto permite que la ld&mina de células

actlen como una pared dentro del 6rgano manteniendo las moléculas separadas.

2. Uniones de anclaje: mecénicamente unen los citoesqueletos de una célula con el
citoesqueleto de otras células o con la matriz extracelular. Este tipo de union es mas comun

en tejidos que se encuentran sometidos a estrés mecanico, como los masculos o la piel.

3. Uniones comunicantes: muchas células se comunican entre si por medio de conexiones
directas, llamadas uniones comunicantes, una sefial quimica pasa directamente de una
célula adyacente a otra; se establece un contacto fisico directo que une a los citoplasmas de

dos células contiguas, permitiendo que pequefias moléculas o iones pasen de una a otra.

Una vez que se da una adecuada adhesion celular se puede llevar a cabo la proliferacion celular
que es el incremento del numero de células por division celular. Por otro lado, el proceso de
diferenciacion hace que cada tipo celular exprese un perfil de genes caracteristicos, este perfil de
expresion marca la capacidad proliferativa de cada tipo celular y su forma de responder ante un

estimulo.

El control de proliferacion celular es esencial para el correcto funcionamiento de un organismo, la
pérdida de esta regularizacion es la causa de enfermedades como el cancer donde una célula forma
una linea celular con capacidad de proliferacion ilimitada e incontrolado debido a mutaciones
genéticas, por el contrario la pérdida de la capacidad de proliferacion celular es uno de los factores

que originan el envejecimiento.

Cuando se realiza el cultivo de células in vitro, las fases de crecimiento celular que se presentan

son cuatro tal como se observa en la Figura 2.20 [80]:

45



Figura. 2.20 Fases caracteristicas del crecimiento celular [80].

Cuando una célula se encuentra en un nuevo ambiente con elevada concentracion de nutrientes que

permiten crecer necesita:

1. Un periodo de adaptacion o fase lag, se presenta durante las primeras horas de sembradas
las células. Las celulas se agrupan en dos 0 mas unidades y se presentan cambios en la

morfologia asociados con la adherencia a la superficie del soporte sélido.

2. Lasegunda fase es de crecimiento se denomina fase exponencial o crecimiento logaritmico:
en esta fase los grupos celulares se multiplican, “n” aumentado de tamafio los islotes,

acelerando el crecimiento.
3. La fase estacionaria se produce cuando las células cubren la superficie de cultivo, el

contacto de unas con otras (topo-inhibicion) y la disminucion de nutrientes hacen que

disminuya el nimero de divisiones.
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4. Por ultimo es la muerte celular, cuando las células aparecen vacuoladas (cavidades de aire),
granulosas y comienzan a desprenderse de la superficie dejando huecos en la monocapa

extracelular hasta que se destruye por completo.

2.9.3 Tipos de lineas celulares usadas para la regeneracion 6sea in vitro

Existen algunos criterios para elegir el tipo de linea celular como homogeneidad, que sea bien
definida, facil de cultivar, que sea capaz de detectar de forma temprana resultados reproducibles
en periodos cortos (proliferacion, diferenciacion o muerte celular) [83].

Las linea celulares provenientes de animales son usadas con frecuencia en el uso de pruebas en
biomateriales, las lineas osteoblasticas mas usadas son, UMR-106, células de médula 6sea de raton
MBA-15, G-292 y la MC3T3- E1, todas éstas células son un fenotipo (conjunto de caracteres
resultado de la interaccién con medio de cultivo, reflejado en el ADN celular) de tipo fibroblasto
(tipo de célula que sintetiza fibras y mantiene la matriz extracelular del tejido) capaz de

diferenciarse en osteoblastos en condiciones de cultivo adecuadas [84,85].

Por otro lado existe otro grupo de lineas osteoblasticas celulares derivadas de los humanos y éstas
son las siguientes: CPC-2, TE-85, MG-63, Sa0S-2, U-20S, todas ellas fueron obtenidas a partir
de un osteosarcoma (diferenciacion osteoblastica en exceso), en donde retienen marcadores
osteogénicos para la diferenciacion celular, la actividad de la fosfatasa alcalina y la produccion de

osteocalcina [83].

2.9.3.1 Propiedades fisicoquimicas en la superficie del biomaterial

Cuando se fabrican materiales artificiales se debe asegurar la union, migracion, proliferacion,

viabilidad celular a largo plazo para un correcto el funcionamiento del biomaterial.

La adhesion y funcion celular de forma natural en el cuerpo humano se logra a través de moléculas

de la matriz extracelular (MEC) tales como la vitronectina, fibronectina, colageno, laminina y
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fibrina, ésta Ultima es una molécula que participa en la cicatrizacion de heridas y se utiliza a

menudo para modificar la superficie de los biomateriales.

Por otro lado, el comportamiento de adhesion celular esta influenciado por las propiedades fisica
y quimicas del material, tales como su polaridad, humectabilidad, carga eléctrica y conductividad,

rugosidad y topografia, etc. [83].

Las células tienden a tener dos mecanismos de adhesion en materiales artificiales, el primero es
mediante enlaces quimicos débiles como puente de hidrdgeno, electroestaticos, polares o idnicos
entre las moléculas sin la presencia de membrana celular, donde las células tienen que ser capaces
de anclarse en la superficie del material para que permitan la sintesis y deposicion de sus propias
proteinas en la matriz extracelular en un tiempo corto generalmente de 24 a 48 h después de la

siembra, de no ser asi tienen a sufrir apoptosis (muerte celular programada por el organismo).

Por otro lado, esta el enlace generado por las moléculas de la matriz extracelular, donde producen
una relacion entre el receptor y la sefial trasmitida de moléculas como fibrina, vitronectina,
colageno o laminina de la MEC, éstas moléculas pueden adsorberse sobre la superficie del material
sintético en un ambiente favorable en cultivo celular in vitro o en fluidos corporales in vivo. En
este caso el anclaje celular dependera de la secuencia de aminoacidos de las moléculas receptoras
que se integren, la adhesion minima sobre las moléculas de la MEC debe contener al menos tres
aminoéacidos L-arginina, glicina, y L-acido aspartico, que a menudo se representan por Arg-Gly-
Asp (RGD) los cuales ayudan a mantener la conformacion espacial apropiada entre los ligados

con receptores integros y favoreciendo al anclaje celular [86].

Otro aspecto que es importante es el tipo de superficie que presente el material, es decir si son
rugosas O nanoestructuradas ya que se ha observado que las superficies rugosas o
nanoestructuradas tienden a imitar la arquitectura de los tejidos naturales debido a que presentan
irregularidades en la superficie del material y permite una mayor adherencia celular por las
moléculas de la MEC adsorbidas que incrementan la adhesién y diseminacion (capacidad de las
células de entrar en el cuerpo y esparcirse en los tejidos) de los osteoblastos, lo cual es un requisito

para que se dé una buena proliferacion, sin embargo si existen grandes irregulares microscépicas
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pueden ser un obstaculo para la diseminacién de las células lo cual pueden provocar que sea mas

lenta la proliferacion celular [83].

Rosa y Beloti [87] realizaron un estudio donde compararon la influencia de la rugosidad
submicrométrica en sustratos de titanio con crecimiento de células de médula ésea humana, y
concluyeron que la adhesion celular y la proliferacion disminuyo con el aumento de la rugosidad

de la superficie.

2.9.4 Proliferacion, diferenciacion y mineralizacion

Smith y col. [88] estudiaron la interaccion del anclaje de osteoblastos MC3T3-E1 sobre andamios
de HA, en donde los resultados obtenidos de proliferacion lo atribuyen al tamafio de grano, es decir
a tamafos de granos menores aumenta la proliferacidon, ademas la morfologia de los andamios en
términos de porosidad y de interconectividad de los poros (macro y microporosidad) ayudé a que
se diera una mejor adhesion celular y por lo tanto a un incremento en la proliferacion observada
hasta el dia 5.

Dankova y col. [89] realizaron el estudio de proliferacion celular en andamios de poli-¢-
caprolactona (PCL) con nanoparticulas magnéticas (MNPs) donde cuantificaron la cantidad de
ADN de las células MC3T3-E1, y los resultados de ADN fueron insignificantes para el primer dia
de cultivo, donde se le atribuy6 a que no existia una buena adhesién celular, sin embargo en el
periodo del dia 7 se incrementd la proliferacion celular y para el dia 21 disminuyé de forma
significativa la proliferacion Figura 2.21 debido a que los nutrientes ya se habian agotado en el
plato de cultivo, ellos observaron que las nanoparticulas magneticas ayudaron al aumento de la
proliferacion celular de forma positiva, debido a que genera un campo magnético en el material y

proveyo las condiciones iddneas para que las células sigan proliferando.
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Figura 2.21 Proliferacion celular en andamios de poli-g-caprolactona (PCL) y dopados con nanoparticulas
magnéticas (MNPs) [89].

Por otro lado, Lee y col. [90] realizaron un estudio in vitro de biovidrio de fosfato de calcio donde
se indujo la proliferacion de células MC3T3-E1 en medio de cultivo. La medicién de la actividad
de la enzima fosfatasa alcalina permitié analizar los resultados de proliferacion y diferenciacion
celular, donde observaron que al dia 12 se expres6 el maximo valor de proliferaciéon celular
(Figura 2.22), donde atribuyeron como factor principal a la adhesion celular que permitio el
incremento de la proliferacion celular osteoblastica, otro aspecto que observaron Lee y col., en la
reduccion del rango de proliferacion celular osteobléstica sobre el biovidrio, fue que las células
cambiaron a una geometria esferoidal tal y como reportaron Hunter y col. [91], donde concluyeron

que ese tipo de morfologia permite tener un contacto celular mas cercano.

Actividad ALP (nmoles/min/mg proteina)

Tiempo de incubacion (dia)

Figura. 2.22 Actividades de ALP de las celular MC3T3-E1 con respecto al tiempo de incubacién [90].
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En la mineralizacién se pueden detectan varias etapas: crecimiento (fase monocapa confluente),
etapa multicapa y formacion de nddulos. La porcién local de nédulo 6seo mineralizado se tifie de
color marrén oscuro con la técnica de tincion usando rojo de alizarina, donde observaron estos
nodulos por primera vez de forma microscopica en el dia 12, el tamafio y el nimero de nddulos
aumentan con el tiempo de cultivo, resultado de la fusion de células. Después se forma una
membrana de color blanca opaca visible al ojo humano al dia 17, donde la membrana es
considerada la reticulacion formada por fibras de colageno a partir de la matriz extracelular de las
celulas MC3T3-E1. Un gran nimero de nodulos fueron observados de forma experimental
mediante la adicion de colorante rojo de alizarina, el cual fue positivo en el dia 17 hasta el dia 21
[90].

Por otro lado, Cao y col. [92] observaron las fases de la mineralizacién de células MC3T3-E1 en
andamios hechos de coldgeno/HA representada en la Figura 2.23. Las caracteristicas superficiales
de las células cultivadas fueron diferentes en comparacion de las células que estuvieron en contacto
con el andamio, ya que en el andamio se observé mdaltiples capas celulares que cubrian la superficie
del andamio (Figura 2.23 (a, b)), asi como secreciones extracelulares de tamafio nanométrico
(Figura 2.23 (c)), que fueron inducidos en las capas celulares como evidencia del efecto de
mineralizacion. La Figura 2.23 (d) muestra otro caso diferente, en donde se que empez0 a formar
aberturas en la capa celular, ademas de una red estructurada de nanofibras con nanoparticulas en
la capa celular (Figura 2.23 (e). Las morfologias de nanoparticulas observadas tenian una
morfologia diferente a la del andamio, lo que dedujeron que fueron resultado de la interaccién de
la capa celular después de 3 semanas de haberse inducido la mineralizacion. Las imagenes con una
magnificacion mayor (Figura 2.23 (f)) sugieren que las nanoparticulas son mas pequefias de tamafio
que las nano-secreciones extracelulares (Figura 2.20 (c) y estas nanoparticulas fueron cubiertas con
nanofibras de aproximadamente 200 nm de didmetro. En la Figura 2.23 (g, h) se observa la
formacion de una capa celular en la parte inferior del andamio, como resultado de maltiples redes
de células entretejidas. Ademas, las células apoptdticas se observaron en diferentes areas, las cuales
se rompieron en particulas diminutas y formaron aberturas minuciosas en la capa celular, y la
Figura 2.23 (i) presentaron que algunas otras células de contrajeron formando nuevas interacciones

para formar una mayor adhesion.
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Figura 2.23 Morfologias celulares de osteoblastos en andamios después de 3 semanas de cultivo. (a-c)
Secreciones extracelulares de osteoblastos. (d-f) Particulas y fibras nanométricas formadas sobre la matriz
extracelular mineralizada. (g-i) Células apoptéticas en el andamio [92].
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CAPITULO III

Metodologia

El presente trabajo de investigacion se llevo acabo en diferentes fases que se enmarcan en el

diagrama representado en la Figura 3.1.

Fabricacion

r

X

Fosfato tricalcico fase B

Biovidrio base fosfato

kA

Andamios
(80:20 % en peso)

L ]
Caracterizar

L 4 h 4

L

Mecanica

Morfolégica Quimica-estructural

in vitro

Figura 3.1 Procedimiento experimental de los andamios.
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3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Fabricacidn del biovidrio base fosfato

Para la elaboracion del biovidrio con composicion molar 45 P20s — 30 CaO — (25 — x) Na20-x
ZrO2, donde x varia de 0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 % mol, se usaron materiales precursores en forma de
polvo con una pureza >98% (Sigma-Aldrich), pentdxido de fosforo (P20s), fosfato dibasico de
calcio dihidratado (CaHPQ4.2H20), fosfato monobaésico de sodio (NaH2PO4) y 0xido de zirconio
(Zr0O2). Los polvos fueron previamente mezclados en un molino de bolas convencional por un
tiempo de 30 min, después se realizo la fusion y temple convencional. El ciclo térmico se realiz6
en un horno Carbolite HTF 1700, a una velocidad de calentamiento de 10°C/min hasta llegar a
400°C y con un tiempo de permanencia de 90 min, enseguida se elevo la temperatura hasta 1100°C
con un tiempo de permanencia de 90 min para después vaciarlo en una placa de acero inoxidable
(Figura 3.1). En la Tabla 3.1 se muestran las formulaciones de las cinco composiciones de los
biovidrios base fosfatos con la nomenclatura asignada.

T o)t

90 min

2200 frererrererereree

10 *Cimin

a0 b

»
— "

t (mfn)

Figura 3.2 Diagrama del tratamiento térmico para la elaboracion del vidrio base fosfato.
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Tabla 3.1. Composicion de los diferentes vidrios base fosfato dopados con zirconia.

Nomenclatura Composicion (%omol)
V1 45 P,05 — 30 Ca0 — 25 Na,O0
VZ0.25 45 P,05 — 30 Ca0 — 24.75 Na,0 — 0.25 Zr0,
VZ0.5 45 P,05 — 30 Ca0 — 24.5 Na,0 — 0.5 ZrO,
VZ0.75 45 P,0s — 30 Ca0 — 24.25 Na,0 — 0.75 ZrO,
VZ1.0 45 P,05 — 30 Ca0 — 24 Na,0 — 1.0 ZrO,

3.1.2 Mecanosintesis del fosfato tricalcico beta

El B-TCP se sintetiz6 mediante la ruta de mecano-sintesis en un molino planetario de alta energia
Restch PM400 por un tiempo de 12 h a 350 rpm, con una relaciéon de bolas/polvo de 8:1, y

utilizando viales y medios de molienda de agata.

Los precursores empleados fueron polvos grado reactivo de carbonato de calcio (CaCOs) y fosfato
dibasico de calcio (CaHPO4) (Sigma-Aldrich). Se realiz6 la mezcla de los precursores en un molino

de bolas convencional manteniendo la relacion calcio/fosforo de acuerdo a la reaccion:

2CaHPO,.2H,0 + CaCO; — Cas(PO,), + 5H,0 + CO, (3.1)

Después de la mecanosintesis se realizé un tratamiento térmico a 900 °C por 3 h, en un horno mufla
Thermolyne benchtop, modelo FB-1315M. Se analiz6 la formacion de la fase B por medio de
difraccion de rayos X y tarjeta JCPDS No: 01-073-48609.

3.1.3 Fabricacion de las espumas

Por medio de tecnologia de polvos y espumado de polimeros, se prepararon las espumas mezclando
fosfato tricalcico beta con biovidrio manteniendo el porcentaje de polvos fijo en 55 % en peso, con
una relacién de 80 % en peso de fosfato tricalcico y 20 % en peso de biovidrio base fosfato, como

agente espumante se realizaron variaciones de 1, 1.5, 2, 2.5y 3 % en peso de p-tolueno sulfonil-
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hidrazida (TSH), como ligante se emple6 una resina fendlica en cantidades variables que
completaron el resto del balance, la mezcla fue homogenizada en un molino de bolas convencional
por 1 h. El proceso consiste en mezclar en seco los polvos ceramicos, prensarlos y tratar
térmicamente. El ciclo térmico para la formacion del andamio se lleva a cabo en tres etapas:
espumado, pirdlisis y sinterizado. En donde el espumado tiene origen con la fusion del ligante
(~80 2C) creando una suspension con particulas del biovidrio base fosfato y el B-TCP, en esta
etapa el espumante se descompone y libera gas expandiendo la estructura, dando lugar a la
porosidad interconectada en el andamio. La pirdlisis por otro lado consiste en la descomposicion
del ligante polimérico, a una temperatura de 500 °C, y por ultimo el sinterizado, provee resistencia
mecénica a la espuma mediante la formacion de cuellos entre particulas. Es importante mencionar
que se utiliz6 nomenclatura especial para cada composicion de los andamios, es decir, para el
andamio sin dopar se utilizé E-V1, para las espumas dopadas con 0.25, 0.5, 0.75y 1.0 % mol de
zirconia se utiliz6 E-VZ0.25, E-VZ0.5, E-VZ0.75 y E-VZ1.0, respectivamente.

3.2 Caracterizacion fisica y estructural

3.2.1 Microscopia electronica de barrido de emision de campo (FE-SEM).

El microscopio electrénico de barrido de emision de campo FE-SEM JEOL-JSM 7600 F se utilizo
para analizar la morfologia y estructura porosa de los andamios, asi como la formacidn de la capa
de HA en los andamios sumergidos en SBF y la adherencia celular del MC3T3-E1 subclona 4 en

el andamio.

El EDS fue usado para investigar los elementos presentes en la superficie de la muestra antes y
después de la inmersion de SBF para analizar la relacion Ca/P. Se realizaron 5 mediciones por cada

muestra para obtener asi valores estadisticos.

3.2.2 Tamafo y distribucion de particula

Para estudiar la distribucion del tamafio de particula se uso un analizador de particula laser (Coulter
LS 100Q), lo cual permitio observar la variacion de tamafio de particulas de las composiciones de
los biovidrios base fosfato y su relacion con las propiedades fisicas y morfoldgicas durante el

proceso de sinterizacion de las espumas.
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3.2.3 Microtomografia de rayos X (uCT)

Cada especimen con composicion diferente fue escaneado en un microtomégrafo para investigar
la estructura interna de los andamios (tamafio de poro, porosidad e interconectividad de poros) con
las condiciones de 50 kv y 500 mAs. Para cada espécimen se realizaron cortes de 35 um donde
cada muestra tenia una altura de 4 cm y presentando una resolucion 255 x 255 pixeles. El uso de
estas imagenes permitié reconstruir imagenes 3D por medio del programa ImageJ para obtener la
distribucion de tamafio de poro. Para la reconstruccion del modelo en 3D se aisld el interior de la

muestra con respecto del exterior para evitar la interferencia de los rayos X [93].

3.2.4 Espectrometria de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

Los analisis de FTIR fueron realizados para determinar los grupos funcionales de los andamios

antes y después de SBF en el equipo Bruker tensor 27, en el rango de 4000 hasta 400 cm'l. Se

realizaron pastillas con cantidades de 0.003 g de polvo del andamio y mezclados con 0.3 g de KBr
con dimensiones de 1 mm de espesor por 1.3 cm de diametro. Las muestras fueron secadas
previamente para prevenir la humedad atmosfeérica asi como el espectro fue normalizado del ruido

que pudiera presentar.

3.2.5 Difraccion de rayos X (DRX)

Los andamios se analizaron por medio de DRX con la finalidad de analizar las fases formadas
antes y después de la inmersién en SBF, asi como en el cultivo celular para confirmar la formacién
de hidroxiapatita en la superficie. El difractometro usado fue el D5000 X-Ray Difractometer con

una fuente de radiacion CuKa. para obtener el patron con un angulo de barrido entre 10-80°.

3.2.6 Resistencia a la compresion

El ensayo de resistencia a la compresion de los andamios antes de la inmersion en SBF fue
determinada usando una maquina universal Karl Frank modelo 81105 a temperatura ambiente.
Con dimensiones de las probetas de 1 x 1 x 1 cm, asi como para las probetas en forma de cilindros
se utilizé dimensiones de 1 cm de diametro y 2 cm de longitud respectivamente, con una celda de
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carga de 1 kN. Las muestras fueron comprimidas entre dos platinas metalicas con una velocidad
de deformacion de 0.5 mm/min. Todos los resultados fueron promediados de 3 mediciones

realizadas.

3.3 Estudios in vitro

Los estudios in vitro fueron realizados para explorar la habilidad que presentan los andamios en la

formacion de hidroxiapatita y hueso nuevo.

3.3.1 Simulacion en fluido corporal (SBF)

La solucion de SBF fue preparada en el laboratorio usando el procedimiento propuesto por Kokubo
y col. [67,68,94]. Se ajusto el valor del pH de la solucion del SBF con la finalidad de encontrarse
en rangos a los del plasma sanguineo. El fluido corporal simulado se prepar6 en un contenedor de
polietileno, los precursores fueron de Sigma Aldrich (99.95%) mezclados con agua desionizada en
agitacion continua. Las condiciones a las cuales se almaceno el SBF fueron 4° C por 24 h para
explorar la presencia de precipitados. EI SBF fue transferido a un contenedor de polietileno con
una capacidad de 1 L para después seleccionar 15 mL de solucion en viales de la misma capacidad
en condiciones estériles. Se seleccionaron 3 muestras por composicion con SBF a diferentes
tiempos de inmersion 7, 14, 21 y 28 dias, después se lavaron con agua destilada y se secaron en un
horno a 100°C por 12 h. Este tipo de estudios permite observar la habilidad que presentan los
andamios de formar HA y los cambios estructurales que sufren en los diferentes periodos de
inmersion. Se llevaron a cabo estudios de XRD, FTIR y FE-SEM antes y despues de la inmersion
en SBF.

Para el célculo del volumen de SBF, se tiene que considerar si el material es denso poroso, debido
a que puede presentar una variacion en el volumen calculado, ya que para un material denso se
calcula a partir del area superficial por medio de la formula 2. 7(r + h) donde r representa el
radio y h la altura, el radio de los andamios fueron de 5 mm y la altura de 20 mm, por lo tanto, el
area superficial fue de 157.07 mm?, el volumen para cada muestra fue calculado de acuerdo a la

siguiente ecuacion en donde el denominador 10 permitio la conversion directa de las unidades de
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mm? amL, ademas es importante mencionar que cada vial tenia una capacidad maxima de 25 mL,
(3.2) [67]:

Sa
s= 1, 3.2)

La variable V; corresponde al volumen en mL para el SBF, S, es el area superficial aparente del
espécimen en mm?. El volumen encontrado al sustituir los valores antes mencionados en la
ecuacion anterior fue de 15.70 mL, sin embargo al ser una muestra porosa se multiplicé por un
factor de 1.28 para que permitiera una mejor interaccion del SBF con los poros de los andamios

obteniendo un volumen total de 20.09 mL en cada muestra.

Tabla 3.2 Precursores empleados para hacer el SBF [94].

Orden Reactivo Cantidad
#1 NaCl 7.996 ¢
#2 NaHCO; 0.350 g
#3 KCI 0.224 ¢
#4 K2HPO, - 3H,0 0.228 g
#5 MgCl; + 6H,0 0.305 g
#6 1 kmol/m® HCI 40 cm?
#7 CaCl, 0.278 g
#8 Na,SO4 0.071g
#9 (CH20H)sCNH, 6.057 g
#10 1 kmol/m* HCI  Cantidades apropiadas para ajustar el pH

3.3.2 Mediciones de pH

Durante los ensayos de inmersion, la variacion del pH en el SBF se midi6 cada tercer dia hasta
llegar a los 28 dias usando un medidor de pH (Thermo Onion, USA modelo-720A) en todas las
muestras. El electrodo se calibré usando agua destilada y después sumergiéndolo en un buffer de

pH = 7.00 antes de tomar las mediciones de pH.
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3.3.3 ICP-MS

El espectrometro de masas por plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) es un instrumento que
permite analizar con gran precision la composicion de diferentes elementos quimicos e
isotopos atémicos, separando los ndcleos atomicos en funcion de su relacion carga-masa (z/m).

El equipo usado para llevar acabo los analisis de ICP fue el Spectro Analytical Instuments Aligent,
modelo 7500c, se utilizé un micromol de muestra de SBF para analizar la cantidad en ppm del Zr,

asi como de los elementos Ca 'y P.

3.3.4 Microscopia Raman

Las mediciones de micro-Raman se llevaron a cabo en un espectrometro de DXR Thermo
Scientific. La longitud de onda del laser fue de 532 nm. Se utilizé un objetivo 50X microscopio,
con una potencia de laser de aproximadamente 20 mW en la muestra. Los espectros se registraron

a temperatura ambiente con un rango de 3572 - 24 cm™,

3.3.5 Pérdida de peso

Para realizar el calculo, primero los andamios se secaron hasta una masa constante (M seco). A
continuacion, se sumergieron en SBF a 37°C y se extrajeron a los 7 dias para medir la masa himeda.
Las masas de las muestras hiumedas (m nhimedo) Se determinaron hasta que la masa mostrada no
cambid y las muestras se habian permeado por completo. La ecuacion (3.3) se utiliz6 para

determinar la absorcion de agua de andamios como sigue:

p— (Mhimedo—Mseco)/Pagua x 100 (33)

Vap arente

Donde p ser es la densidad del SBF (1 g/cm?®) y V aparente €s el volumen del andamio en cm?[95].
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3.4 Cultivo celular

Preosteoblastos de raton MC3T3-E1 subclona 4 (ATCC CRL-2593) fueron usados para los
diferentes andlisis de adhesion y proliferacion celular. Las células fueron sub-cultivadas tres veces
a la semana en un medio proliferativo sin &cido ascorbico: aMEM (GIBCO) complementado con
10% de suero fetal bovino (GIBCO). Todos los experimentos fueron desarrollados con células
frescas en fase exponencial de crecimiento (nimero de pases 20-27), mantenida en una cabina de
cultivo (NUAIRE) con las condiciones de 37 °C, 5% de CO2, 95% de aire y condiciones de
humedad saturada. Una suspension de 0.5 x 10° células/mL, se utilizé para la incubacion de cada
andamio poroso con dimensiones de 13 mm de didmetro, 4 mm de espesor. Los andamios con
células MC3T3-E1 fueron extraidos y colocados en platos de cultivo de 35 mm x 10 mm y se les
adicion6 aMEM. Posteriormente, los andamios fueron incubados por 5 h'y cada tercer dia se realiz6
el cambio de cultivo. Las muestras fueron sacadas del medio de cultivo y lavadas dos veces con
PBS y sumergidas por 30 min en solucion de 0.2% de glutaldehido/ 2% de formaldehido/1X PBS.
Finalmente, las células se fijaron y las muestras fueron removidas para nuevamente ser lavadas dos
veces con PBS. Las muestras se caracterizaron por medio de DRX, FE-SEM, ICP, FT-IR y azul de

alamar a diferentes tiempos 3, 7, 14, 21 y 28 dias.

Proceso de esterilizado de los andamios: En la campana de flujo laminar, cada andamio fue
sumergido tres veces durante 15 minutos en etanol al 70% (etanol absoluto - agua tri-destilada
estéril 70:30 % v/v). Luego se sumergid tres veces durante 15 minutos en agua tri-destilada estéril;
se dejé secar bajo el flujo laminar de la campana durante 15 horas y finalmente otras 3 horas bajo
luz ultravioleta. ElI material estéril se almacend a temperatura ambiente, en condiciones de

esterilidad hasta su uso.

3.4.1 Modelo celular

Se utilizé la linea celular MC3T3-E1 subclona 4 (ATCC® CRL-2593™) bajo condiciones de
proliferacion. Para la manutencion de la linea celular y las pruebas bioldgicas de los andamios, se
utilizé el medio minimo esencial alfa (MEM-alpha, INVITROGEN) sin &cido ascorbico

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB).
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El modelo celular se mantiene, en condiciones de proliferacion exponencial, a 37 °C y en una
atmosfera con 5% de CO2, lo cual implica un méximo de 12 pases o resiembras por lote
criopreservado. Las resiembras se realizan 3 veces por semana. Para criopreservar los modelos
celulares en nitrogeno liquido, se expanden los cultivos celulares para luego concentrarlos en medio
de cultivo suplementado con 20% SFB y 10% dimetil sulféxido (DMSO); esto se realiza cada 6
meses para mantener el “stock” de la linea celular y para garantizar su capacidad proliferativa y

minimizar el namero de pases.

Esta linea exhibe altos niveles de diferenciacion a osteoblastos después de su crecimiento en
medios de cultivo con acido ascorbico y fosfato inorganico, formando una matriz extracelular a
partir de los 10 dias de cultivo y totalmente mineralizada después de los 28 dias. EI medio

osteogénico se utiliza para montar controles celulares en ausencia de andamios osteoinductivos.

Todos los procedimientos se realizan en una campana de flujo laminar (THERMOFORMA Class

Il A2 Biological Safety Cabnit) bajo condiciones de esterilidad, incluyendo materiales y reactivos.

3.4.2 Morfologia y adherencia celular

El microscopio electrénico de barrido de emision de campo FE-SEM JEOL-JSM 7600 F fue
utilizado para analizar la adhesion y morfologia de las células MC3T3-E1 subclona 4 en el
andamio. Para deshidratar el material se sumergio en concentraciones crecientes de etanol (mezcla
de etanol absoluto con PBS) durante 10 min cada vez: etanol al 25, 50, 75 y 98%. La del 98% se
realizd dos veces. Finalmente, se sellaron con parafilm las placas con cada material y se

almacenaron a — 20 °C. Se dejaron secar en la campana de flujo laminar por lo menos 12 h.

3.4.3 Viabilidad celular

El azul de alamar (AA) es un reactivo que se empled para evaluar la viabilidad, citotoxicidad y
proliferacion celular, es decir indico la salud de la célula por medio de un reductor; este reductor

se conoce como resazurina que es el ingrediente activo del reactivo AlamarBlue de “é invitrogen”,
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el cual es un compuesto no téxico y colorea las células de un tono azul débilmente fluorescente
pasando por el color rosa y cuando se reduce completamente toma un color rojo fluorescente
Ilamado resorufina; asi cuando las células son viables se veran de forma continua de resazurina a
resorufina. EI AlamarBlue es tan sensible que puede detectar cantidades tan pequefias de células
de hasta 50 celulas por pocillo [96].

El protocolo del ensayo de viabilidad celular AlamarBlue se realizé de la siguiente forma: una
placa con 12 pocillos que contienen los andamios E-V1, E-VZ0.5, E-VZ0.75y E-VZ1.0 con células
MC3T3-E1 subclona 4 se sembrd por un tiempo de 5 h para que se adhieran a la superficie de los
andamios, después se cambio el material a un plato nuevo y se le afiadié medio nuevo para cubrir
las muestras; se adiciono 10% en volumen de reactivo AlamarBlue, 10 uL de AlamarBlue a 100
uL de medio que contiene los andamios con células (Figura 3.3) a una temperatura de 37°C por
un tiempo de incubacion de 4 h y 5 % de COz, para permitir que las células pasen de resazurina a
resorufina protegido de la luz directa y se midio la fluorescencia (absorbancia) de la sefial. La
fluorescencia resultante se leyd en un lector de placas o espectrofotometro de fluorescencia
GENESYS 20, Spectronics Instruments y a la par la absorbancia del reactivo AlamarBlue se lee en
un espectrofotometro; la longitud de onda de excitacion usada de fluorescencia es de 570
(reduccion o resorufina) a 600 (oxidacion o resazurina) nm. Como blanco se utilizé medio de
cultivo sujeto a las mismas condiciones que las muestras de cultivo sobre andamios. Para
determinar el factor de correccion Ro se utilizd medio de cultivo con azul de alamar, en las
condiciones antes sefialadas. Para determinar el porcentaje de reduccion de azul de alamar (% Red

AA) se utilizaron las formulas 3.4 y 3.5:

% Red AA = Abs de la muestra a 570 nm — (R, * Abs de la muestra a 600 nm) (3.4)

Abs del medio de cultivo con AAa 570 nm
Ro =5 ) (35)

Abs del medio de cultivo con AA a 600 nm

Para correlacionar % Red AA con nimero de células, previamente se realiz6 una curva estandar,
es decir, se realizo el ensayo antes descrito en pozos de poliestireno con concentraciones crecientes

y conocidas de células MC3T3.
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Reactivo Adiciona a los Incubar por GENESYS 20/ Procesamiento de
AlamarBlue microplatos un tiempo de 570-600 nm datos
1-4h

Figura 3.3 Procedimiento del AlamarBlue.

3.4.4 Proliferacion celular

Para el ensayo de proliferacién celular, el biomaterial se pasé a un pozo de cultivo nuevo, después

se afiadié medio de cultivo nuevo y se repite la prueba con azul de alamar.

3.4.5 Actividad de alcalino fosfatasa (ALP)

Se colocaron los andamios en un plato de cultivo con suspensiéon celular de concentracion
conocida; después se llevaron a la incubadora y se inicid a contabilizar el tiempo. Como control,
cada andamio fue incubado en medio de cultivo y ausencia de células. Se cambi6 el medio de
cultivo cada tres dias. Los andamios se retiraron del medio y se lavaron dos veces con PBS; se
lisaron las células con una solucién de Igepal al 2% en PBS mediante agitacion a temperatura
ambiente por una hora; se retird el sobrenadante y se centrifug6 a 16, 000 rpm a 4 °C durante 10
min. Se recuper0 la fase acuosa en un tubo limpio que se almaceno a -70 °C hasta su anélisis. El
analisis de la actividad de ALP se realiz6 con un kit fluorométrico (Abcam’s Alkaline Phosphatase
Assay Kit) que se baso en la escision de un grupo fosfato de sustrato 4-MUP, lo que gener6 una
sefial fluorescente intensa. Los resultados fueron normalizados con la concentracion total de

proteina, misma que se determiné por el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay) [97].
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3.4.6 Medicidn de colageno

Se coloco cada andamio en un plato de cultivo y se adiciond suspension celular de concentracion
conocida (medio esencial alfa MEM-alpha, INVITROGEN) sin acido ascérbico suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB)); se coloco en la incubadora y se contabilizé el tiempo tomando
las muestras a distintos tiempos. Como control, cada tipo de andamio fue incubado en medio de
cultivo y ausencia de células. Se cambio el medio de cultivo cada tres dias. Cada que se tomd una
muestra, el andamio fue retirado del medio y se lavo dos veces con PBS; se fijo durante una hora
bajo agitacion suave, cubriendo la muestra con solucién de Bouin (15 mL de una solucién saturada
de &cido picrico, 5 mL de formaldehido al 35% y 1 mL de acido acético glacial); se lavo con agua
destilada durante 15 minutos y se dejé secar por aireado. Una vez que estuvo seca la muestra, se
cubrio la misma con una solucion 0.1% de Picro-Sirius (0.1 g de Sirius Red en 100 mL de solucion
saturada de acido picrico) y se incubd a temperatura ambiente bajo agitacion suave durante una
hora. Finalmente, se descarto la solucion y se lavo el andamio con HCI 0.1N, tantas veces como
fue necesario y hasta que no se observo coloracion. Se cubrio la muestra con un volumen conocido
de NaOH 0.1N y se agitd suavemente durante 30 minutos. Se tom¢ la fase acuosa para registrar

lecturas de absorbancia a 550 nm, utilizando NaOH 0.1N como blanco [98].

3.4.7 Anadlisis del grado de mineralizacién 6sea por tincion histoquimica con rojo de
alizarina S (tincion de depositos de calcio) y cuantificacion de ADN con correlacion al

numero de células.

Se colocaron los andamios en un plato de cultivo y sobre cada uno se adiciond una suspension
celular de concentracidn conocida; se colocaron en la incubadoray se inici6 a contabilizar el tiempo
para tomar muestras de cada andamio a distintos tiempos. Como control, cada tipo de andamio fue
incubado en medio de cultivo y ausencia de células. Se cambié el medio de cultivo cada tres dias.
Cada que se tomd una muestra, el andamio se retird del medio y se lavo dos veces con PBS; se fijo
con etanol al 70 % durante una hora a 4 °C; se retiro el etanol, se lavé dos veces con agua destilada
y se cubri6 el material con solucion ARS (0.2% de Rojo de Alizarina S en 2% de etanol); se incub6
en obscuridad durante 15 minutos; se retird el colorante y se lavo con agua destilada tantas veces

como fue necesario y hasta que no se observad coloracion; se dejo secar por aireado la muestra. Se
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cubrid la muestra con un volumen conocido de HCI 0.5N en 5% SDS y se agité suavemente durante
30 minutos en la obscuridad. Se tomo la fase acuosa para registrar lecturas de absorbancia a 415
nm, con la solucién de HCI 0.5N en 5% SDS como blanco. El blanco y las muestras también fueron
leidos a 260 nm para cuantificar ADN, considerando que una unidad de absorbancia a 260 nm
corresponde a 50 microgramos/mL de ADN doble cadena. Asi mismo, 8 picogramos de ADN
corresponde a una célula MC3T3 [99,100].

3.5 Analisis estadisticos
Para la cuantificacion de datos obtenidos, los ensayos se realizaron por triplicado con la finalidad
de obtener la desviacion estandar y se llevaron a cabo las pruebas de Student’s t-test para analizar

la diferencia entre los grupos. La diferencia fue considerada significante si el valor de P fue menor
que 0.005.
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CAPITULO IV

Resultados y discusion

En este capitulo se discuten los resultados encontrados de los andamios V1, VZ0.25, VZ0.5,
VZ0.75y VZ1.0, asi como las variables que se tuvieron que estar modificando para llegar a obtener
las condiciones Optimas de tamafio de poro, distribucién, interconectividad, bioactividad y

osteoconductividad de las espumas para sustentar el uso en la ingenieria de tejidos.

4.1 Vidrio bioactivo base fosfato

Previo a la fabricacién de las diferentes composiciones de los vidrios bioactivos, se caracterizé el
polvo de zirconia previamente por DRX (Figura 4.1), para verificar que la estructura cristalina
fuera tetragonal debido a sus propiedades de biocompatibilidad y bioactividad. Una inspeccion
visible de los vidrios demostrd que tienen una base completamente transparente y al adicionarle

ZrO2 no se observo cambio aparente de color (Figura 4.2).
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Figura 4.1 Patrones de difraccion de rayos X del polvo de zirconia tetragonal.

Figura 4.2 Vidrio VZ1.0 antes de triturar y pulverizar.
Por otro lado, la Figura 4.3 muestra los patrones de difraccion de rayos X de todos los vidrios en

donde se puede observar la estructura amorfa relacionada a la correlacion de la estabilidad térmica

de la red que presentan los vidrios.
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Figura 4.3 Patrones de difraccion de rayos X de vidrios de fosfato donde se puede observar la estructura
amorfa.

Las micrografias obtenidas por MEB muestran la morfologia con facetas irregulares de los polvos
de los vidrios, la cual permitié explorar la superficie y hacer mediciones para tener valores
aproximados de tamafio de particula antes de hacer las espumas (Figura. 4.4), tales valores se

sustentaron con las mediciones de tamafo de particula obtenidas por el equipo Coulter LS 100Q.

Con respecto al tamafio de particula no se obtuvieron diferencias significativas entre las diferentes

composiciones V1, VZ0.25, VZ0.5 Y VZ1.0 ya que todas presentaron valores menores a 60 um.
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Figura 4.4 Micrografias del vidrio: V1 (a) 100Xy (b) 1500X.

4.2 Evolucion del fosfato tricalcico fase beta

La formacion del B-TCP se sintetizo por la ruta de mecanosintesis de acuerdo a las condiciones
mencionadas en el capitulo anterior. Durante el proceso de la molienda los precursores fosfato
dibasico de calcio dihidratado (DCPD) y el carbonato de calcio (CaCOs) presentan varias
reacciones tal y como reportaron Young y col. [101], en donde encontraron que las reacciones
quimicas ocurridas entre estos dos precursores, las cuales se muestran en la Tabla 4.1 es debido a
la alta energia producida debido al choque entre las bolas y las paredes que provocaron que
aumentara el contacto entre particula. En el analisis de las curvas de DSC se observaron tres tipos

de picos a diferentes temperaturas, producto de la interaccidn entre las reacciones quimicas de los
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precursores, que da como resultado la liberacion de gases de forma abrupta y generan una gran
pérdida de masa. Las reacciones que ocurren en el proceso de activacion de los polvos por medio
de la mecanosintesis fueron: 1), 2), 4) y 5) dando como resultado el TCP amorfo y después del

tratamiento térmico a 900 °C se obtuvo la fase beta ( 8 — Ca3(PO0,),).

Tabla 4.1 Relacion de mecanismos para la formacion de B-TCP [101].

Temperatura/ °C Reaccion

199 1) CaHPO,.2H,0 — CaHPO, + 2H,0 (g)
465 2) 2CaHPO, - y — Ca,P,0, + H,0 (g)
800 3) y—Ca,P,0, - B —Ca,P,0,

4) CaCO; — CaO + CO, (g)
5) B —Ca,P,0, + Ca0 — B — Ca3(P0,),

Por otro lado, Briak-BenAdbeslam y col. [102], concluyeron que la molienda no solamente afecta
el tamafio de particula sino que cuando se usa como polvo precursor el reactivo DCPD, el tamafio
del DCPD disminuy6 exponencialmente con el tiempo de molienda, lo cual permitio la formacion
de diferentes fosfatos de calcio o apatitas, ya que la reaccién quimica del DCPD y el CaO se ve

afectada por el tiempo y la cantidad de material inicial.

Moseke y col. [103], exponen que la reaccion entre los precursores del fosfato tricalcico se produce
de forma directa tal y como indica la siguiente reaccion: 2CaHPO, + 2CaC0; — Ca,(P0,),0 +

2C0, + H,O0.

Sin embargo, una vez realizado el proceso de mecanosintesis y sinterizacion, el rendimiento de
produccion del B-TCP fue muy bajo y se optd por comprarlo y caracterizarlo al igual que el B-
TCP obtenido por la ruta de mecanosintesis, en donde se observaron claras diferencias en la
morfologia, Figura. 4.5. La principal diferencia fue que el fosfato tricalcico obtenido por
mecanosintesis presentd aglomerados y no particulas como el que se compro, probablemente
debido a la difusién y la sinterizacion ocasionada por el tratamiento térmico; por lo tanto, el tamafio
de particula o en su caso aglomerados varié significativamente en cada uno de ellos; ya que el de

mecanosintesis presentd un tamafio menor a 6 umy para el de Sigma Aldrich fue de 6 um.

71



Figura. 4.5 Diferencias morfoldgicas de -TCP, (a) Sigma Aldrich y (b) sinterizado por medio de
mecanosintesis a 350 rpm, 12 hy con T. T. a 900 °C por 3 h.

La Figura 4.6 muestra el patron de difraccion de los polvos sinterizados por mecanosintesis a 900
°C, en donde se observa la fase 3; es sabido que el TCP presenta dos tipos de estructuras cristalinas
o y B (tetragonal) de acuerdo a la temperatura de estabilizacion. Sin embargo, la estructura
tetragonal presentada por el fosfato tricalcico corresponde a la fase beta, asi como los ejes
caracteristicos de la misma estructura encontrados por Rangavittal y col. [104], y Prevéy [105],
quienes resumieron los rangos correspondientes a 26 que pueden presentar los compuestos mas
comunes de los ortofosfatos (Tabla 4.2): a =10.43 A y c~ 37.40 A. Los valores para los ejes de la

celda unitaria cristalina del fosfato tricalcico encontrados fueron paraa = 10.36 Ay ¢ = 37.25 4
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valores que confirman la cristalinidad de la fase beta asi como el pico mas intenso encontrado 26
= 31.5° caracteristico del B-TCP el cual se puede corroborar con la tarjeta JCPDS con numero 01-
073-4869, por otra parte, Tavares y col. [106], obtuvieron los mismo planos que se muestran en el

difractograma de rayos X del 3-TCP.

Figura 4.6 Patron de difraccion de rayos X del polvo de B-TCP después del tratamiento térmico.
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Tabla 4.2 Principales rangos caracteristicos 20 de los ortofosfatos [104,105].

Fase cristalina Rango 26
Hidroxiapatita 38.5-59.0
o-TCP 23.8-24.8
29.3-30.2
30.5-31.6
38.5-59.0
B-TCP 30.5-31.6
37.0-38.5
38.5-59.0
CaO 37.0-38.5
38.5-59.0

En relacion a los resultados por espectrometria de infrarrojo del B-TCP, se observaron los grupos
de P03, los cuales son caracteristicos del fosfato tricalcico fase p (Figura 4.7). Berzina-Cimdina
y Borodajenko [107] investigaron los diferentes fosfatos de calcio usando espectroscopia infrarroja
donde presentan que los grupos principales son los PO3~, y las principales bandas de absorcion se
encuentran en longitudes de onda de 560 y 600 cm™ y en el rango de 1000-1100 cm™. Pueden
presentarse bandas de absorcion del agua muy amplias que van de 3600 a 2600 cm™, ademas se
pueden resumir las principales bandas de adsorcion de los grupos de vibracion de los fosfatos como
sigue: v1 se presenta a 960 cm™, v2 a 460 cm™, v3 esta en rangos de 1000-1100, a 1040 y en el
rango de 1020-1120 cm™ y por Gltimo v4 esta en el rango de 560-600 y en longitudes de 602 y 555
cm. Sin embargo, las bandas caracteristicas para el B-TCP pueden variar de acuerdo a la

temperatura de sinterizado como se resume en la Tabla 4.3.
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Figura 4.7 Espectro de infrarrojo del B-TCP.

Tabla 4.3 Bandas de absorcion de infrarrojo del B-TCP y las temperaturas a las cuales

aparecen [107]. * Son las bandas caracteristicas del B-TCP.

Temperatura (° C) Grupo quimico y fases Bandas de absorcion (cm™)
900 *P0O3~ 947,974y 1120
P03~ 603y 565
1094 y 1032
1200 *P0O;"~
P03~ 601y 571
1090y 1046

Po otro lado, la técnica de EDS permiti6 encontrar la relacion atémica estequiométrica de Ca/P de
forma semi-cuantitativa, corroborando la composicion del polvo del B-TCP obtenido por
molienda, asi como el que se compro de Sigma-Aldrich en donde los valores obtenidos fueron de
1.53 el cual es un valor proximo al tedrico de 1.5 (Figura 4.8).
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Figura 4.8 EDS muestra la relacion Ca/P de 1.53 del B-TCP obtenido por molienda mecanica.

4.3 Andamios

4.3.1 Tamanio y distribucion de particula

Antes de llevar acabo la sintesis de los andamios se realizo el analisis de tamafio y distribucion de

los polvos para analizar el efecto de la porosidad en las espumas.

Se han encontrado que el tamafio y la distribucion de particula afecta de forma directa al tamafio y
distribucion de poro de los andamios de acuerdo al tipo de proceso de fabricacion (sol-gel, técnica
de la réplica, particulas de sacrificio, etc.), Bocardi y col. [108] elaboraron andamios hechos de
4585 a partir de tecnologia de polvos con tamafios de particulas de 63 um tal y como hicieron
Aguilar y col. [109], ambos estudios presentaron distribuciones amplias, Bocardi present6 rangos
de distribucién de tamafio de poro de 100-500 um y Aguilar y col., por otro lado presentaron rangos
de 335-530 um

Zamanian y col. [110], realizaron andamios macroporosos de HA por la técnica de colado por

congelacion en donde concluyeron que el procesamiento afecta a la interconectividad de la
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estructura porosa ademas de otros parametros como son: el tamafio de poro, forma y orientacion
de éstos mismos, sin embargo, pocos investigadores se han enfocado a estudiar el efecto del tamario
de particula, asi como en el proceso de nucleacion y crecimiento para observar la relacion que tiene

con las propiedades de materiales porosos.

Las propiedades mecanicas, principalmente la resistencia a la compresion de andamios se ve
fuertemente relacionado con el tamafio de particula, es decir; a mayor tamafio de particula la
resistencia a la compresién es menor, sin embargo, la porosidad total es inversamente proporcional
al tamafio de particula, es decir a mayor tamafio de particula menor porosidad total del material

poroso y menor area superficial.

En la Figura 4.9 se puede observar la distribucion de tamafio de particula de los vidrios bioactivos
en donde se ve una clara diferencia en la distribucion de tamafio de particula acumulativa. Todas
las distribuciones de particula de los vidrios presentaron que el 90 % de la poblacion se encontraron
entre 1 y 3um con una ligera diferencia dependiendo la cantidad de zirconia que contenian, con
respecto al B-TCP presentd una distribucion mayor al 90% de la poblacién de 1.45 um, los valores
de la media se presentan en la Tabla 4.5 donde se incluye también el promedio de la distribucion
de la mezcla de polvos precursores de las espumas obtenidas, donde la media se encuentra en un

tamano de 18.97 um.
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Figura 4.9 Curvas de distribucién de tamarfio de particula de los polvos precursores para hacer los

Tabla 4.4 Valores obtenidos de tamafio de particula de los polvos precursores a partir del programa

andamios.

Beckman Coulter.

Muestra Media (um) Desviacion estandar <10% <25% <50% <75% <90%
B-TCP 5.485 2.25 11.90 9.53 6.72 4.29 1.45
V1 6.02 2.98 53.12  43.26 22.19 11.34 3.15
VZ0.25 19.01 3.18 56.81  46.23 26.66 11.54 3.37
VZ0.5 15.57 3.19 4729  37.59 22.40 9.43 2.40
VZ0.75 14.41 3.34 46.95 36,54  21.10 8.29 1.88
VZ1.0 12.76 3.52 45.44  34.36 18.88 6.76 1.46
Mezcla de polvos 18.97 2.99 5256 4310  26.55 11.95 4.00
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El andlisis de distribucién de tamafio de particula incluyendo la resina fendélica y el espumante p-
TSH se ve una modificacion de la curva con respecto a la mezcla de todos los polvos precursores
graficados individualmente ( Figura. 4.9), ya que la mezcla de los polvos homogenizados tienden
a cargarse en valores menores de 10 um como se observa en la Figura 4.10, sin variacion
significativa con el resto de las composiciones debido a que la mezcla esta formada en su mayoria
por el polvo de fosfato tricalcico, lo cual hace que los valores de tamafio de particula se vean

afectados principalmente por éste.

1 | | | | | | | E-!V1

Diametro de particula (um)

Figura 4.10 Distribucion de la mezcla de polvos precursores previa a la obtencién del andamio sin
zirconia con la relacion 80:20 % en peso de B-TCP y biovidrio, incluyendo los polvos de resina fendlica y
espumante.
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4.3.2 Formacion de la estructura porosa interconectada

El proceso de fabricacion de los andamios porosos se realizaron con el procedimiento similar al de
Lefebvre [111], donde expone que la formacion de andamios esta constituida por la mezcla de
polvos secos inorganicos (fosfato tricalcico fase beta, biovidrio base fosfato), ligante organico

(resina fendlica) y un agente espumante (p-sulfonil hidrazida).

La funcion de la resina fendlica es el de ayudar a la reticulacion después de la etapa de formacion
de espuma y mejorar la resistencia mecanica de la estructura, donde ayudé a unir los diferentes
constituyentes de la mezcla de tal manera que el producto final fue menos propenso a que se
segregara o al fragmentara. El agente espumante se elimind por evaporacion a una temperatura de
110 °C.

La estructura de espuma resultante depende del tamafo de particula, forma, densidad y contenido
de los polvos precursores, ademas del contenido, la distribucién y la viscosidad del ligante, asi
como del contenido, distribucion y vaporizacion del agente espumante, aspectos que modifican

la porosidad y la estructura final del andamio.

Después de la formacion de la espuma y la reticulacion se pirolizd el ligante sin deteriorar la

estructura tridimensional de la espuma a una temperatura de 500 °C.

Por otro lado, la sinterizacion se realizé a 980 °C después de la etapa de eliminacion del ligante
para crear enlaces entre particulas y proporcionar las propiedades fisicas y mecanicas en la espuma.
Lefebvre encontrd que poros grandes se creaban por la formacion de celdas debido a la coalescencia
durante el espumado, la porosidad intermedia fue resultado de los huecos formados en las paredes
celulares durante la formacion de espuma y a la descomposicion del ligante, finalmente la
microporosidad producto del espacio dejado entre particulas finas. A tamafio de particulas finas y
bajo contenido de aglomerante se produce una sinterizacion alta proporcionando una mayor

resistencia mecénica al andamio.

80



4.3.3 Microscopio electronico de barrido de emision de campo (FE-SEM)

El cambio microestructural obtenido a traves de las tres etapas de procesamiento de los andamios
correspondiente a la composicion de las espumas E-V1, se presenta en la Figura 4.11
inmediatamente después del espumado, (a) en donde se puede observar el caracteristico color café
de la resina fendlica, asi como la distribucién adecuada de las particulas del B-TCP vy el vidrio
seguido por (b) maquinado de las muestras ya que el contenido de resina le confirié una mayor
resistencia a la estructura debido a la unidn entre las particulas, de esta manera permitié manipular
mejor la muestra para después llevarla a la eliminacion de exceso de resina, dejando la estructura
con poros expuestos y finalmente, (c) la resina fue pirolizada y sinterizada dandole al andamio las

propiedades mecanicas de resistencia para su posterior manejo.

Figura 4.11 Etapas de la fabricacion de las espumas (composicion E-V1) (a) espumado, (b) maquinado y
(c) pirdlisis y sinterizacion.

La estructura porosa obtenida se relaciona con la cantidad de agente espumante adicionado a los

andamios tal y como se puede observar en la Figura 4.12, lo que caus6 cambio en los pardmetros
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de porosidad interconectada, distribucion de tamafio de poro y por lo tanto cambio en el espesor de
las paredes de poro. Con la adicion de cantidades menores de 2.5 % en peso (Figura 4.12 (a), (b),
(c) y (d)) las estructuras obtenidas fueron carentes de porosidad interconectada debido a que no se
produce la cantidad suficiente de gas que forme burbujas y permita formacién de canales
interconectados; sin embargo, los andamios con cantidades de 2.5y 3.0 % en peso (Figura 4.12
(e) y () presentaron porosidad interconectada, distribucion de tamafio de poro amplia, ademas de
un mayor espesor en las paredes de poro, esto se produjo debido a que la cantidad de gas que se
genera al descomponerse el agente espumante es mayor al incrementar la cantidad del mismo,
debido a que la descomposicion del agente espumante (p-TSH ) es de tipo exotérmico, esto hace
que se descomponga a una temperatura entre 110 a 140 ° C formando dos tipos gases que son el

H20 y N2, con un rendimiento de 120 a 140 mi/g.
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Figura 4.12 Iméagenes de FE-SEM donde se muestra la variacion de morfologia del andamio E-V1 en
funcion del contenido de agente espumante: (a) 0.5, (b) 1.0, (c) 1.5, (d) 2.0, (e) 2.5y (f) 3.0 % peso.

Yuy col. [112], encontraron que si el agente espumante es calentado arriba de la temperatura de
descomposicion, el gas se libera en forma de burbujas que forman una capa gaseosa con una tension
superficial mayor, lo que permite que exista una mejor adhesion entre particulas de la superficie y

se forme los poros y por lo tanto, la estructura porosa. Por otro, lado White y col. [113] afirmaron
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que el espumante no sélo ayuda a la estructura (porosidad, distribucion de tamafio de poro e
interconectividad) sino que durante el proceso de mojado de las particulas, se observo que el
polimero absorbe el agente espumante (CO2) como una funcidn de la temperatura, presion y tiempo
que lo vuelve con una estructura plastificada y en esta etapa empieza la nucleacion de burbujas que

es inducida por la energia de activacion generando nlcleos estables.

En las composiciones de 2.5y 3.0 % en peso no hubo una variacion significativa de los parametros
de porosidad interconectada, distribucion de tamafio de poro y % en volumen de porosidad, por lo
tanto se selecciond 2.5 % en peso para llevar acabo la formacion de las espumas.

La Figura 4.13 muestra el efecto de la adicion de biovidrio dopado con zirconia en los andamios
ya sinterizados, es importante resaltar que los andamios con vidrio base fosfato en su estructura

presentan una mejor sinterizacion tal y como se muestra en las Figuras 4.13 () y (b).

Rajkumar y col. [7], encontraron que los iones metalicos (Fe3*, Al3t, Zn?*, Ti** and Zr**) son
usados para reforzar sistemas de vidrios, los cuales juegan un rol importante en la estabilidad
quimica de los mismos, debido a que los iones metélicos con radios pequefios como es el caso de
zirconio que presenta un radio de 1.6 A y una alta carga eléctrica contribuyen a la formacion de
enlaces fuertes tipo P — O — M. La cohesion entre las particulas del B-TCP y el reblandecimiento
de la red del biovidrio ayudoé a reforzar la red del biovidrio mediante la formacion de enlaces de
tipo P — O — P, los cuales permitieron que se reforzara la estructura del vidrio formando enlaces
entrecruzados entre los NBOs (sin union entre oxigenos) permitiendo una mayor union entre
particulas. Por otro lado, Cai y col. [114] investigaron andamios hechos de B-TCP reforzados con
biovidrio, donde comprobaron que el vidrio base fosfato se reblandece introduciéndose en la matriz
del fosfato tricalcico y ademas como resultado de la cristalizacion del mismo hace que aumenten
la resistencia en los bordes de grano debido a la reaccion entre el B-TCP y el vidrio base fosfato
mejorando las propiedades de resistencia a la compresion.

En el presente estudio se prepararon espumas de fosfato tricalcico sin vidrio base fosfato en donde
se observd una pobre unién inter-particula después de la sinterizacion, haciéndolo imposible la

manipulacion de la misma (Figura 4.13 (c) y (d)).
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Figura 4. 13 Micrografias de FE-SEM de los andamios del B-TCP con vidrio base fosfato y reforzados
con 0.25 % mol de zirconia (a) y (b); andamios de B-TCP con vidrio sin el refuerzo de la zirconia (c) y (d).

4.3.4 Difraccion de rayos X (DRX)

Los patrones de DRX de las espumas de B-TCP/biovidrio sin dopar y dopadas con zirconia en
diferentes cantidades se observan en la Figura 4.14 y la Tabla 4.5 donde se pueden notar las fases
predominantes identificadas. Todas las composiciones exhibieron tres fases consistentes
Cas(POa4)2, Ca2P207 y Nas(POs), sin embargo, para las espumas dopadas con zirconia presentaron
dos fases nuevas Ca(ZrOs) y ZrP20z, resultado de la sustitucion del zirconio en la estructura del
fosfato tricalcico y del vidrio base fosfato, las fases encontradas en la presente investigacion

también se reportan en otros trabajos que contenian vidrio base fosfato [7,115].

Rajkumar y col. [7], estudiaron el efecto de la zirconia en la estructura interna del vidrio base
fosfato después de SBF en donde reportaron que la zirconia provoc6 un comportamiento anémalo

en la red de la estructura del vidrio, es decir, a cantidades menores de 0.5 % mol de zirconia
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disminuy0 la densidad pero a partir de 0.5y 1.0 mol % de zirconia incremento, por lo tanto, hay
una relacion inversa entre el contenido de zirconia y el volumen molar; ya que al aumentar la
densidad disminuye el volumen debido a los cambios de polaridad de los atomos y que la red del
vidrio es mas compacta. Para entender mejor este proceso, se enlistan los pasos a continuacion: el
primero, es el rompimiento de enlaces de fosfatos P — O — P en la red de formacion del vidrio
para después formar enlaces de oxigeno, luego entonces los iones de Zr** que ya se encuentran
conectados con los tetraedros de PO4 por medio de oxigenos sin puente o conocidos como NBOs,
hace que exista una elongacién en los enlaces P=0y P — 0 — P, cuando el contenido de
zirconia se encuentra en cantidades menores a 0.5 % mol en la red del vidrio da como resultado la
creacion de enlaces ionicos entrecruzados entre los NBOs vy las cadenas, reforzando la estructura
del vidrio y reforzando el sistema de vidrio con mayor fuerza y formando enlaces de tipo P — 0 —
M.
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Figura 4.14 Patrones de DRX de las espumas de B-TCP/biovidrio sin dopar (E-V1) y dopados con
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zirconia en cantidades de 0.5y 1.0 (E-VZ0.5y E-VZ1.0).
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Tabla 4.5 Principales fases encontradas en las espumas E-V1, E-VZ0.25, E-VZ0.5, E-VZ0.75 y E-

VZ1.0
V1 VZ025 VZ05  VZ0.75  VZ10  Fasecristalina  JCPS # |
v v v v v CasP,0; 01-071-2123
v v v v v Cas(PO.)2 01-073-4869
v v v v v NasPO, 01-076-0201
v v v v Ca(Zr0,) 01-072-7552
v v v v ZrP,0; 00-024-1490
435 FT-IR

Los espectros de infrarrojo de las espumas reforzadas con vidrio con y sin zirconia se presentan en
la Fig. 4.15. Los grupos funcionales observados durante el analisis de infrarrojo fueron los grupos
orto principalmente PO4 >, que son caracteristicos de los fosfatos de calcio, en especial del fosfato
tricalcico que se encuentran en un rango de 400 a 4000 cm™.

Todas las muestras presentaron vibraciones de 1215 hasta 594 cm™ que corresponden a los grupos
orto (PO4 *) y piro (P207), sin embargo, los grupos caracteristicos que corresponden al tipo vs se
observaron en los rangos de 1130 a 1080 cm™, en cambio para v1 se presenciaron dos longitudes
de onda que fue 974 y 560 cm?, los pirofosfatos que se observaron a 1215y 726 cm™, cada grupo
vibracional es caracteristicos de los fosfatos de calcio que corresponden a los resultados observados
en los patrones de difraccion de rayos X. En la Figura 4.15 muestra las principales diferencias
representadas por regiones sombreadas entre las espumas dopadas con y sin zirconia.

En la primera zona marcada en el rango de 500 a 600 cm™ muestra la formacion del pico
caracteristico de la ZrO2, localizado a una longitud de onda de 594 cm™, a mayor intensidad del
pico mayor cantidad de zirconia en el andamio; una variacion interesante se observé en la region
marcada entre 800 y 700 cm™, donde se observa una mayor intensidad a una longitud de onda de
756 cm, que corresponde al grupo de los fosfatos de tipo vi (POa), que interactuaron en la
formacion de NBOs enlazados con el Zr** creando enlaces de tipo P-O-M, se observé ademas la
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formacion de NBOs en los grupos de fosfatos de tipo vs (POs) debido a la ruptura de enlaces de
tipo P-O-P en la red de los fosfatos y la formacion de nuevos enlaces entre el zirconio, generando
terminales de oxigenos sin puente en el rango entre 1000 y 1100 cm™ a una longitud de onda de

1081 cm donde tiende a incrementar el pico con el contenido de zirconia.

Figura 4.15 Espectro de FTIR que muestra los principales grupos funcionales de los andamios E-V1, E-E-
VZ0.5y E-VZ1.0.
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Tabla 4.6 FT-IR donde se observa los principales grupos funcionales de las espumas [116-120].

E-V1
Longitud de onda (cm™) Grupo Longitud de onda (cm™) Grupo
3422 OH" 720 P-O-P tension simétrica
1215 P,0;* 609 v4(POs %)
1100 vs(PO, %) 560 v (P-O) flexion
1081 vs (P04 %) 450 (0-P-0)
1032 vs (POs *)
974 v1(P-O-P)
tension
E-VvZ0.25, E-Z0.5, E-VZ0.75y E-VZ1.0
Longitud de onda(cm™) Grupo Longitud de onda (cm™) Grupo
3422 OH" 720 P-O-P tension simétrica
3200 OH" 609 va(PO4 *) flexion
1215 P,O/* 594 va(PO4 ¥) flexion
1100 v3(PO4 ) 560 v4 (P-0) flexion
1081 vs (PO, %) 492 (0-P-0)
1032 vs (PO, %) 452 (0-P-0)
974 v1(P-O-P)
tension

4.3.6 Resistencia a la compresion

En la literatura se encuentran condiciones muy variadas en cuanto al ensayo de resistencia a la
compresion, ya que no hay una norma que indique como se debe realizar el procedimiento del
ensayo de resistencia a la compresion en materiales cerdmicos porosos. Se realizé para esta
investigacion un ensayo por triplicado en los andamios tanto en forma de pastillas (Figura 4.16 (a)
como en forma de cilindros (Figura 4.16 (b)) aunque en los resultados obtenidos en relacién con

forma geométrica de las probetas no se observaron diferencias significativas.
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Los métodos convencionales usados en la medicién de las propiedades de resistencia a la
compresion de las espumas presentan grandes dificultades debido a la porosidad de las probetas,
ya que al momento de fijar las piezas con las mordazas pueden causar que la muestra se fracture
(Figura 4.16 (a)), se observo que en las espumas con zirconia presentaron una grieta interna en la
que hubo corrimiento de la misma hacia el exterior y esto pudo ser la causa de la falla total de la
espuma (Figura 4.16 (b) y (c)) en cambio las espumas sin zirconia, las muestras se pulverizaron
casi en su totalidad (Figura 4.16 (c)), por otro lado se pudo observar el comportamiento de las
espumas con ambas geometrias presentaron fracturas internas en algunas con longitudes mayores

que llevd al fallo de las mismas (Figura 4.16 (d)).

Figura 4.16 Prueba de resistencia a la compresion en los andamios (a) Forma de pastilla, (b) E-VZ1.0, (c)
E-V1y (d) espumas dopadas con zirconia.
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Tabla 4.7 Valores de porosidad y resistencia a la compresion de los andamios de B-TCP y vidrio

base fosfato, comparados con los valores de los huesos trabecular y cortical.

Muestra Porosidad Resistencia a la Médulo eléstico Referencias
(%) compresion (MPa) (MPa)

E-V1 50 +0.33 1.0+0.02 357+ 0.32

E-VZ0.25 47 +0.23 0.9 £0.53 610 +0.42

E-VZ0.50 51 +0.42 0.6 £0.43 574 +0.83

E-VZ0.75 48 +0.54 0.9+0.44 600 + 0.01

E-VZ1.0 53 £0.43 0.9+0.54 434 +£0.42

Cortical 7-31 100 - 230 7-30 [121,122]
Trabecular 30-90 2-12 0-5-0.05 (GPa) [121,123]

Los valores presentados de resistencia a la compresion variaron desde 0.6 hasta 1.0 MPa y el
modulo de Young fue encontrado en el rango que va desde 357 a 610 MPa, tales valores se
aproximan al del hueso trabecular humano (2-12 MPa y 0.5-0.05 GPa, respectivamente) los cuales
se mostraron previamente en la Tabla 4.7, tales valores pueden variar dependiendo la complexion
de la persona, la arquitectura del tejido 6seo, edad, estado nutricional, actividad fisica y en su caso

de la enfermedad que presente el individuo [124].

El porcentaje en la porosidad en los andamios se observd que presentaron una variacion
relativamente pequefia, la cual se encontré en el rango de 47 al 53% sin una clara tendencia en
relacion a la composicion quimica, debido a que el tamafio de los polvos precursores
principalmente el B-TCP, ya que al ser la matriz es el precursor que influye mas con respecto a la
formacidn de la porosidad, sin dejar de lado, que el espumante juega un rol crucial en la formacion

de poros.
Por otro lado, el resto de los precursores ayudaron a la formacion de poros con diversos didmetros

debido a que la mezcla de las espumas presentaron un tamafio de particula amplio tal y como se

presentaron en las Figuras 4.9 y 4.10.
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Tabla 4.8 resume los valores encontrados en la literatura de materiales ceramicos porosos, en donde

se puede distinguir la estructura morfoldgica de los precursores empleados y como influyeron en

las propiedades finales de los andamios, se puede observar la resistencia a la compresion y la

porosidad presentada, donde se indica claramente que las morfologias fibrosas tienden a reforzar

los andamios sin sacrificar la porosidad del andamio; ya que cuando se emplean con precursores

en forma de polvos, el andamio presenta mayor porosidad y la resistencia a la compresion es

menor.

Tabla 4.8 Estado del arte de las propiedades mecanicas y los valores obtenidos de los materiales porosos. Altura

= A, didmetro= D, L= lado, Espesor =E.

Velocidad Material Resultados Referencia
(mm/min)
Estructura Porosidad Resistencia a la Geometria Dimensiones
inicial (%) compresién (mm)
(MPa)
0.4 TCP/HA  Nanofibras 73 98 Cilindro A=2 [125]
D=1
10 HA/TCP  Dendritas 44 2.3-36 Cilindro A=15 [126]
(bulto) D=10
0.5 HA/TCP  Dendritas 87 0.06-2 Cubo L=10 [127]
(bulto)
0.5 HA/TCP  Polvos 90 0.1 Cilindro A=20 [128]
D=10
0.5 45S5 Polvos 90 0.3-0.5 Rectangulo A =10 [129]
L=5
0.5 45S5 Polvos 87 2.19 Cilindro A=20 [130]
D=10
1 45S5 Polvos 5-86 130-2.8 Cilindro A=10 [131]
D=5
0.5 BG Impresion  en 60 136 Cubo L=3 [132]
tinta
0.5 BG Dendritas 50 10 Pastilla E=15 [133]
(bulto) D=45
0.5 BG Dendritas 47 1-10 Cubo L=6 [134]
(bulto)
0.01 45S5 Polvos 84 0.4-0.1 Cilindro A=10 [135]
D=10
----- B-TCP Polvos 64 5 - - [136,137]
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4.3.7 Micro-CT

La técnica de micro-CT provee un andlisis no destructivo de la estructura interna de los andamios,
ademas permite obtener la porosidad total, distribucion de tamafio de poro y morfologia del tamafio
de poro en aplicaciones para ingenieria de tejido (Figura 4.17).

Figura 4.17 Distribucion de las espumas de fosfato tricalcico y vidrio base fosfato en el equipo de
microtomografia de rayos X.

En el presente estudio se realizaron filtros para el andlisis de distribucion de tamafio de poro en los
andamios, debido a que el filtro hace un mejor procesamiento de imagenes, ademas de obtener
valores mas precisos, para ello se hizo uso del programa del ImageJ, el cual permitié cuantificar
los poros mediante el uso del didmetro de Feret, tomando la distancia promedio entre dos tangentes
paralelas respecto al perimetro proyectado de la particula (Figuras 4.18 y 4.19) [138].
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Figura 4.18 Muestra E-VZ1.0 los filtros que se usaron para analizar segmento por segmento cada una de
las espumas.

Figura 4.19 Relleno de poros y aplicacion del didametro de Feret para hacer el calculo de tamafio de poro.
La caracterizacion estructural en microtomografia no se realiza como una tecnologia convencional

de analisis para la medicién de porosidad como se lleva a cabo en la parte experimental, ya que el

proceso de la microtomografia es mas preciso sin dafiar la muestra.
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Cancedda y col. [139] asi como Martinez [140], estudiaron el efecto de tamafio de poro en
andamios para ingenieria de tejido por medio de micro-CT de rayos X, en donde concluyeron que
los resultados de esta técnica no solamente permite obtener imagenes en 3D de calidad muy alta,
sino que se obtienen una variedad de datos cualitativos relacionados con la cinética de formacién
del nuevo hueso y el remplazo del andamio reabsorbible, ya que permite hacer modelos en 3D sin
necesidad de dafar la muestra, calcular distribucion de tamafio de poro, porosidad interconectada
y por supuesto la morfologia que presentan los poros, aspectos importantes para una adecuada

regeneracion dsea.

La distribucidn de tamafio de poro en los andamios sin zirconia se encontraron en un rango de 0.05
a9.1 umy para los que contenian vidrio dopado con ZrOz fue de 1.41 hasta 3000 um (Figura 4.20),
sin embargo, la mayoria de la poblacion para los andamios dopados con zirconia se encuentran a
200 pm.

Algunos investigadores encontraron resultados similares, por ejemplo Jones y Hench [141]
presentaron la definicion de un andamio ideal, el cual debe tener una porosidad macroporosa
interconectada como el principal criterio y el mas importante, en donde ademas deberia presentar
un tamafo de poro con diametro mayor a 100 um, ya que ese tamafio en especifico permitiria la
penetracion celular, crecimiento y vascularizacion del tejido asi como la liberacion de nutrientes al
centro del tejido que se esta regenerando. Por otro lado, Lo Re y col. [142] presentaron que las
propiedades de regeneracién dependen directamente de la relacion entre el volumen vacio,
volumen total y por supuesto de la distribucién de tamafio de poro; ademas este Ultimo aspecto lo
diferenciaron en dos clases de porosidad: microporos con diametro menores a 20 um, que se
encargaran de ayudar a la entrega de nutrientes y metabolitos y los macroporos con didmetro
mayores que 100 um, necesarios para la proliferacion celular y vascularizacion. Renghini y col.
[143] descubrieron que para andamios 3D, la geometria interna y la arquitectura son aspectos
necesarios para la regeneracion hueso humano, pero sin dejar de lado las propiedades mecanicas
con la finalidad de mantener el espacio del tejido y la forma del andamio para que se lleve a cabo
una buena remodelacion, por consecuente una porosidad en volumen mayor a 50%, es necesario.
La naturaleza de un biomaterial usado para la elaboracion de andamios, en el proceso de fabricacion

y los materiales usados son aspectos que pueden modificar la microestructura del andamio. Mitton
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y col. [144] encontraron que la estructura jerarquica del hueso incluye varios tamafios en el caso
del hueso trabecular en donde los tamafios de poro mayores permiten una reabsorcion en las

cavidades de canales Harvesianos (100-300 um en diametro).
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Figura 4.20 Gréficas de distribucion de tamafio de poro de los andamios (a) E-V1, (b) E-VZ0.25, (c) E-
VZ0.5, (d) E-VZ0.75 y (e) E-VZ1.0 muestran la distribucién de tamafio de poro.

Como se puede observar en la Figura 4.21 se realiz6 el modelo en 3D de los andamios donde se ve
claramente la estructura porosa interconectada (Figura 4.21 (a)) y se realiz6 un corte en los
andamios en forma de cubo de dimensiones de 8.4 x 8.4 x 8.4 mm?, para calcular el porcentaje de
porosidad total (Figura 4.21 (b)).
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Figura 4.21 Imégenes de uCT del andamio E-V1, (a) modelo en 3D reconstruido a partir de imagenes en
2Dy (b) cubo de 8.4 mm que se obtuvo del modelo en 3D para poder llevar acabo el analisis de % de
porosidad para cada uno de los andamios.

Langer y Peyrin [145] realizaron un estudio a través de diferentes técnicas de tomografia de rayos
X, en donde ellos concluyeron que la tomografia es una gran propuesta como método para analizar
la estructura de materiales 3D, ya que permite una alta penetracién ademas de un mayor contraste

en las imagenes.

Por otro lado, Kasten y col. [146] realizaron un analisis de la porosidad, primero haciendo uso del
porosimetro de mercurio para poder explicar los poros que no fueron interconectados y después
microtomografia de rayos X para comparar ambos resultados, en donde concluyeron que ambos
estudios son necesarios ya que con el porosimetro de mercurio se obtuvieron valores con mayor
precision para tamafios de poro menores a 10 um, debido a que la microtomografia no puede
detectar tamafio de poro menores a 5 um con tanta precision, sin embargo, esta Ultima afirmacion
es contradictoria ya que los resultados obtenidos en la presente investigacion se llegaron a obtener

valores de tamafio de poro 1 um de didmetro en los andamios que no contenian zirconia (E-V1).

La Figura 4.22 presenta cortes transversales realizados en las espumas con diferentes
composiciones, en donde se puede observar que los andamios E-V1 (Figura 4.22 (a)), y E-VZ0.75
(Figura 4.22 (d)), muestran cortes correspondientes a areas de la zona con mayor porosidad para

cada composicién, en estas imagenes se puede apreciar la geometria de los poros y la
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interconectividad de los mismos, en cambio para las muestras E-VZ0.25, E-VZ0.5 y E-VZ1.0
(Figura 4.22 (b), (c), (e)) se observan regiones de cortes con menor porosidad, presentando poros
de diferentes tamafios, es importante resaltar que para el estudio de la distribucion de los poros y
tamafo de los mismos es necesario la reconstruccion del modelo en 3D mediante la integracion de
todos los cortes (Figura 4.22 (f)) para obtener valores certeros tal y como se mostraron previamente

en la Figura 4.20.

2um

Figura 4.22 imagenes de uCT de los andamios sinterizados (a) E-V1, (b) E-VZ0.25, (c) E-VZ0.5, (d) E-
VZ0.75, (e) y () E-VZ1.0 con una amplia distribucion de tamafio de poro.

Lapczyna y col. [147] realizaron una revision del estado del arte donde compararon el efecto de
tamano de grano y la microporosidad en andamios de fosfato tricalcico. Ellos encontraron que
durante los altimos 40 afios se ha estudiado la composicién y la arquitectura principalmente en
materiales poliméricos y cerdmicos, estos materiales presentan mecanismos de reabsorcion muy

diferentes por ejemplo: disolucion por hidrdlisis, degradacién celular, enzimatica y de transporte.
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Los aspectos quimicos y arquitectonicos en andamios empleados para regeneracion dsea son
considerados como cruciales para las respuestas in vivo, ademas de otros aspectos como: tamafio
de poro, poros interconectados y porosidad, que han sido sujeto de investigaciones para tener un
mejor entendimiento de los andamios antes de ser implantados. Lepcyzna y col., exponen que los
andamios macroporosos de fosfatos de calcio cuando presentan mayor microporosidad y
disminucion en el tamafio de grano aceleran la reabsorcion, sin embargo fue muy dificil para ellos
concluir a partir de tamafios de poro (microporos) por dos razones: 1) Es complicado variar un solo
parametro en los andamios por ejemplo; microporos sin cambiar otros aspectos (porosidad) y 2)
existen estudios que son contradictorios en fosfato de calcio bifasicos donde el rango de disolucion
disminuye con la microporosidad y tamafio de grano (Tabla 4.9). Realizaron andamios hechos de
B-TCP con el mismo tamarfio de poro (~ 150 um) y porosidad (~ 80 %), y los separaron en dos
grupos de microporosidad: bajo 10% vy alto 25%, en donde ellos utilizaron una granulometria
pequefia: 1.3 um/ grande 3.3 um respectivamente, y asi compararlos con los resultados del estado
del arte, llegaron a obtener tamafios de poros en rangos cercanos a los que reportan la literatura
(100- 600 pm).

4.4 Analisis in vitro
4.4.1 SBF

La Figura 4.23 muestra imagenes obtenidas por FE-SEM de los andamios antes y después de la
inmersion en SBF de los andamios E-V1, E-VZ0.5, y E-VZ1.0. Se puede apreciar que los andamios
presentan bioactividad a partir de 7 dias presentando formacion de la capa de hidroxiapatita, sin
embargo, las composiciones E-VZ0.25 y E-VZ0.75 no presentaron la formacion de HA en la
misma cantidad, como puede observarse en la Figura 4.24 a partir del dia 14 empiezan a aparecer

pequerias precipitaciones de HA en la superficie de los andamios.
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Figura 4.23 Micrografias del FE-SEM de los andamios E-V1, E-VZ0.5 y E-VZ1.0 antes y después de la
inmersion a 7 y 14 dias en SBF.
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Figura 4.24 Muestra las espumas con 0.25 y 0.75 de zirconia en donde se observa la bioactividad en SBF
a diferentes tiempos (0, 7 y 14 dias respectivamente).

La morfologia caracteristica observada en la superficie de los andamios a mayores aumentos es la
tipo flor o coliflor (Figura 4.25). Varios investigadores han reportado diferentes tipos de
morfologias de la hidroxiapatita dependiendo del método de sintesis en los que destacan el tipo
esfera, irregular, microesfera, nanoesfera, baldn, rodillo, prisma, hojuela, diente de leon, flor etc.,

algunas de ellas mostradas en la Figura 2.16 previamente discutida [72-74].

La hidroxiapatita ideal es la que se presenta con una relacion Ca/P =1.67, sin embargo, la
sustitucion de iones de CO2~ and HPO?Z~ es lo que produce que esa relacién cambie en los huesos

humanos y varia desde 1.5 hasta 1.7 dependiendo la edad y el sitio donde se ubique el hueso. Sin
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embargo, cuando la HA es formada a partir de un biomaterial los valores cambian en un rango mas

amplio desde 1.3 hasta 2.0 de acuerdo a Stanciu y col. [148].

Los resultados encontrados en esta investigacion a partir de 7 dias de inmersion en SBF fue la
formacion de precipitaciones de HA y la propagacion de las misma, después a 14 dias la
precipitacion ya habia nucleado (Figura 4.25) mientras la apatita casi habia cubierto la superficie

ceramica por completo al dia 21 después de la inmersion en SBF.

Figura 4.25 Morfologia tipo flor o coliflor de la HA precipitada en la superficie del andamio VZ1.0 a 14
dias de inmersion en SBF.

Duan y col. [149] observaron la morfologia de la HA precipitada como granulos porosos
semiesféricos debido al método de sintesis, ya que cada método de sintesis utiliza diferentes
variables como son: temperatura, pH, tamafio de cristal, etc., que provocan un arreglo atdmico en

la estructura final de la apatita. La morfologia que se observd en los andamios de B-TCP reforzados
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con biovidrio de la presente investigacion fue de tipo flor o coliflor en donde a 28 dias las flores

estaban conectadas entre si, formando una capa de apatita similar a la de una esponja.

Otros investigadores estudiaron andamios hechos de fosfatos de calcio sumergidos en SBF
obteniendo resultados similares a los de esta investigacion en donde ellos ademas concluyeron que
la bioactividad y la degradabilidad estan relacionadas con la estabilidad quimica y la durabilidad
de los andamios, por lo que depende de la composicion quimica y microestructura mineral
(cristalografica), asi como del entorno del huésped, las muestras sumergidas en SBF que ellos
estudiaron presentaron la formacion de apatita carbonatada biol6gicamente activa sin microgrietas
después de una semana de inmersion en donde la superficie estaba completamente cubierta, y a dos
semanas observaron con mayor claridad la cristalinidad de la HA asi como en la morfologia de
tipo flor [150,151].

Por otro lado ElBatal y col. [152] estudiaron la caracterizacion de vitroceramicos en SBF en donde
encontraron que después de 2 semanas de inmersion en SBF varios tipos de vitro-ceramicos
formaron una capa en su superficie de hidroxiapatita carbonatada, pero con un cambio significativo
en el tamafio de cristal de la HA, el tamafio de cristal de la apatita es mas pequefio en la superficie
del vitrocerdmico, esto debido a que ya se tiene una capa policristalina que induce a una
cristalinidad con tamafio mas fino inducido por un agente nucleante, en esta investigacion el agente
nucleante que ayudd a que se diera el proceso de cristalizacion mas eficiente fue la zirconia. Bohner
y col. [66] realizaron varios experimentos utilizando SBF en donde encontraron varias
contradicciones en los resultados presentados por Kokubo y Takadama, ellos llegaron a la
conclusion de que cualquier material capaz de formar apatita en su superficie sumergido en SBF,
esta apatita seria capaz de unirse al hueso vivo, esta conclusion ha sido una gran contradiccion ya
que hay varios materiales como el sulfato de calcio hemihidratado (CSH) y el fosfato de calcio
dihidratado (DCPD), que forman apatita en SBF pero no se unen con el hueso in vivo. Otra
contradiccion es que el ensayo de SBF ha sido util para predecir la bioactividad 0sea in vivo del
material dando resultados de tipo cualitativo y cuantitativo, esta afirmacion se contradice porque
el B-TCP solo no siempre conduce a la formacion de apatita en SBF a pesar de su unién con el
hueso. Es por esto necesario, lacomplementacion de pruebas in vitro que permitan tener un analisis

certero y resultados precisos. Bohner hizo un resumen de algunos sustitutos del hueso mas
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significativos utilizados in vitro en los que sobresalen los siguientes materiales biovidrio, B-TCP,
CSH, HA, DCPD, se hace la aclaracion que las pruebas de biocompatibilidad en SBF algunas veces

pueden conducir a falso positivos y a resultados negativos falsos.

Existen varias teorias para predecir la capacidad de union del hueso y la formacion de apatita en
solucion de SBF, ya que son dos fendmenos distintos. Los calculos termoquimicos muestran que
el suero y el SBF estan sobresaturados de cristales de apatita, es decir, el sistema es metaestable y
eventualmente se convertird en estable, hablando termodindmicamente, mediante la induccion de
cristales o el tiempo de nucleacion, y la velocidad de formacion de ndcleos de los cristales que sean
lo suficientemente grandes (por encima del tamafio critico) para que sean termodindmicamente
estables y puedan seguir creciendo. Cuando se forman cristales de apatita en la superficie de un
material sumergido en SBF o suero significa que el tiempo de inmersion fue mayor que el tiempo
de induccion. Una vez conociendo lo anterior, los pasos para acelerar la cristalizacion heterogénea

de apatita en una solucién sobresaturada son:

1. Proporcionar la suficiente cantidad de ndcleos de apatita que permitan la formacion de
cristales de la misma.
2. Superficie con una energia interfacial baja con apatita o,

3. Cambio de la supersaturacion local hacia la precipitacion de apatita

Bohner [153] expone que el B-TCP se comporta como un material inerte en SBF e insoluble ya

que no observaron la formacion de HA en las muestras realizadas.

Sin embargo, los resultados presentados en la presente investigacién muestran lo contrario, ya que
el andamio formado de B-TCP mezclado con vidrio bioactivo base fosfato permiten la formacion
de la apatita en la superficie de la espuma después de ser sumergidas en SBF, ademas se mostrar

disolucién del andamio tal y como se observara en las graficas presentadas por ICP mas adelante.
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4.4.2 pH

En el presente estudio se observaron cambios respectivos de pH en el SBF, la medicion de pH se
realizd en todas las muestras, ya que se sabe que la tolerancia del pH en el cuerpo humano es 7.4
+ 0.4, sin embargo se ha observado que en materiales sintéticos existe una variacion mas amplia
donde a pH menores de 9 favorece el crecimiento fibrilar en materiales poroso, sin embargo cuando
el pH es acido (< 7) o ligeramente basico (> 7.8) empieza a provocar efectos secundarios en el
cuerpo humano principalmente aumento de temperatura y esto puede ocasionar la muerte celular
[154].

En la Figura 4.26 se puede observar que a 7 dias de inmersion el pH en todas las muestras se
mantuvo en el mismo valor, esto es debido a que no hay una disolucién significativa en los
andamios, lo que provoco un cambio en el pH fue cuando se produjo una mayor cantidad de iones
liberados de las muestras, a mayores tiempos no se observo un cambio considerable en el pH, las
condiciones iniciales de pH fueron de 7.4 correspondiente al del cuerpo humano en todas las
muestras, el cual siguié incrementando hasta 8.0 hasta el dia 28.

8.2

8.1

7.9

7.8

pH

7.7

7.6

7.5

7.4 &

o
~

14 21 28
Tiempo (dias)

—0—E-V1 —@—E-VZ0.5 E-VZ1.0 —@—E-VZ0.25 E-VZ0.75

Figura 4.26 Variacion del pH en funcion del tiempo de inmersién en SBF en las diferentes
composiciones.
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Clineyt [155] concluy6 que el SBF hace que el pH esté variando constantemente hasta la formacion
de pequefios precipitados de HA que ayudan a la disminucion del pH y a la vez permiten la
estabilizacion del mismo, debido a la alta fuerza idnica del SBF; el SBF juega un papel muy
importante en la induccidon de la formacion de la fase cristalina de la HA con alta pureza debido a
la formacidn de pequerias “semillas” o precipitados que ayudan a que se dé la nucleacion de la HA.
Por otro lado, Recillas y col. [156] realizaron varias comparaciones en donde obtuvieron que las
especies de una solucion con fosfato de calcio se ve afectada por el pH, y por lo tanto de las
concentraciones de iones P02~ y de Ca?*, en donde para que se pueda llevar acabo la precipitacion
de la HA es conveniente utilizar un pH mas alto de 6 y bajas concentraciones de iones P03~ y de
Ca?*. Los intervalos de concentracion en donde la HA precipita son limitados y es necesario un
buen control para evitar la precipitacion de otras fases. A pH de 7 es posible precipitar HA con
bajas concentraciones de iones de PO~ y altas de Ca?*, por ejemplo 1x10™° mol/L y 3.2 x 102
mol/L, respectivamente. Al aumentar la fuerza iénica de la solucién a un pH constante se observa
un incremento de solubilidad, por lo que se sugiere mantener constante el pH y evitar cambios en
las concentraciones de los iones PO~y de Ca?* en la solucion antes de la precipitacion del
fosfato de calcio, una vez precipitando la HA es una fase muy insoluble lo que significa que a bajas
concentraciones en la solucion alcanza la saturacién, por lo tanto, las condiciones Gptimas de
acuerdo a estos investigadores fueron un pH entre 6 y 7.4, pero si se quisiera precipitar HA con

una pH mas alto seria necesario disminuir la concentracion de iones P03 ™.

4.4.3 Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de FTIR de los andamios después de la inmersion en SBF mostraron la formacion
de HA, la cual se observd a diferentes tiempos (7, 14, 21 y 28 dias) en donde las longitudes de onda
encontradas fueron 986, 1100 y 1090 cm™ correspondientes a grupos funciones de tipo fosfato
P03~, sin embargo, la formacion de enlaces de tipo P — O — P se observaron en el rango de 720
cm sin variacion significativa con respecto a las bandas observadas antes de la inmersion en SBF,
a 1412 cm™ se observé cambio en la intensidad de la banda correspondiente a la formacion del
grupo funcional carbonato (C0%™), asi como la formacion y crecimiento de bandas a 1637, 2200,

y 3400 cm™ correspondientes al grupo OH ™, las longitudes de onda encontradas en la presente
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investigacion presentaron las mismas longitudes de ondas que las que reportan otros investigadores
[70,157].

En la Figura 4.27 muestra los espectros de infrarrojo de la composicion E-VZ1.0 y el efecto de la
formacion de HA al incrementar los dias, en donde se puede observar que la principal diferencia
en los grupos fosfatos encontrada en el espectro despues de inmersion en SBF fue la formacion de

enlaces de tipo P-O a 1631 cm™ resultado de la interaccion de la formacion de HA.

Oliveira y col. [158] reportan resultados del andlisis de infrarrojo que sustentan la presente
investigacion, ya que los resultados que obtuvieron a partir de la formacion de una capa de apatita
en andamios hechos de una mezcla de almidén/policaprolactona después de 7 dias de inmersion en
SBF mostraron variaciones en la longitud de onda 3400 cm™ que corresponden a moléculas de
agua incorporadas en la apatita, debido a que la apatita tiene un caracter higroscépico, es decir,
contiene agua unida quimicamente en su estructura también conocida como agua estructural. Por
otro lado, las bandas a 866 y 1452 cm™ son el resultado de la presencia de carbonatos (C02™) en
la estructura de la apatita lo que indica que se formo una apatita carbonatada, tal como se encuentra
en el tejido 6seo. Las bandas encontradas en el rango de 600 a 800 cm* son asignadas a enlaces de

tipo P — O — P en la apatita.

Por otro lado, Shuai y col. [150] realizaron espumas de fosfato tricalcico sumergidos en SBF por
una semana en donde reportaron bandas caracteristicas a 551, 609, 945, 979, 1045 y 1250 cm*
correspondientes a los grupos de tipo PO~ que pertenecen al B-TCP , ademas encontraron bandas
a 1637 y 3429 cm™ que corresponden a la absorcion de agua. Ellos resumieron que las bandas
encontradas en las espumas hechas de fosfatos tricalcico después de SBF se encuentran en regiones
de 1000-1200 cm™ y de 3000-3710 cm* formando enlaces de tipoP — 0 — Py P — O.
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Figura 4.27 Espectro de FTIR para la muestra con la composicion E-VZ1.0 a diferentes tiempos de

inmersion (0, 7, 14, 21y 28 dia
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La Figura 4.28 muestra los patrones de FTIR en la espuma E-VZ1.0 después de 28 dias de
inmersion en SBF. Los resultados encontrados por infrarrojo corroboran la presencia de la fase de

hidroxiapatita observada también la las imagenes de FE-SEM.
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Figura 4.28 Espectro de FTIR muestra las bandas caracteristicas del andamio E-VVZ1.0 después de 28 dias
de inmersion en SBF.

4.4.4 Estereoscopia Raman

Existen cuatro tipo de frecuencias Raman que son: v,;, v,, v3 y v, para los ortofosfatos ceramicos
que estan relacionados con el grupo funcional tetraédrico PO;~, v, es la frecuencia relaciona con
estiramientos de forma simétrica en los enlaces de tipo P — O, en cambio v, se relaciona con un
enlace simétrico doble degenerado de tipo O — P — O, v corresponde a un tipo de frecuencia

asimetrica de enlaces extendidos P — 0, y finalmente v, es un enlace triple degenerado de tipo
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0 — P — 0. Cada frecuencia tiene rangos de longitudes de onda establecidos es decir, v; = 150 —
300 cm; para v, = 370 — 505 cm™, v; =995 — 1120 cm™y v, = 530 — 645 cm™ [159-161].

La Figura 4.29 muestra los resultados de Raman para los andamios B-TCP/ biovidrio después de
estar en inmersion por un tiempo de 7 dias en SBF, en donde se puede apreciar que todas las
composiciones mostraron frecuencias de tipo v,, v; y v, correspondientes a los enlaces de tipo
doble simétrico de tipo O — P — O, P — O y enlace triple degenerado de la forma O — P — O,
ademés se puede apreciar que a mayor cantidad de zirconia el pico de compuesto Ca,P,0,
disminuye casi en su totalidad debido a la formacidon de grupos fosfatos, se observé también el pico
caracteristico de la HA que se encontr6é a una longitud de onda de 961 cm™ el cual tiende a
incrementarse y a formar otro pico adicional correspondiente a la misma fase, tal y como Lo Re y

col. [142] encontraron.
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Figura 4.29 Espectros Raman de los andamios de fosfato tricalcico beta reforzados con biovidrio base
fosfato y dopados con zirconia después de 7 dias de inmersion en SBF.
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Azar y col. [159] concluyeron que el espectro Raman cuando se encuentran iones de tipo PO;~
estan relacionados con las vibraciones de las subredes de los iones de Ca?* asi como de los modos
rotacionales de los iones PO;~ , ademas de resumir las vibraciones que pueden presentar el TCP y
la HA (Tabla 4.9). Por otro lado Fatima y col., [160] reportaron evidencias de la formacion de
fases adicionales tales como 8 — Ca,P,0-, que presenta bandas en Raman a longitudes de onda de
745 cm™y 1045 cm™,

Tabla 4.9 Picos caracteristicos de frecuencias Raman observadas en B-TCP y HA asociados con
los modos vibracionales de tipo PO3~ [159].

TCP HA TCP HA TCP HA TCP HA
946 405 1005 1028 547 579
949 430 1016 1029 555 580
961 432 1031 1033 578 581

962 433 1038 1043 588 588

963 447 1046 1046 599 591

970 449 1059 1048 611 592
450 1074 1054 624 594

452 1077 1074 631 606

1084 1076 607

1091 1077 608

615

617

624

631

En la Figura 4.30 se observa como varia el pico de los pirofosfatos ubicado a 745 cm™ asi como
la aparicion del pico de la HA ubicado a longitudes de onda de 961 y 963 cm™, respectivamente
asi, como Jing y col., encontraron [162], ademas se puede apreciar que conforme pasa el tiempo de
inmersion de los andamios en SBF se empiezan a formar grupos fosfatos de tipo vs a una longitud
de onda de 1150 cm ' y de tipo v2 a longitudes de onda de 355 y 389 cm™, las cuales son resultado

de la interaccion en la formacion de la fase HA. .
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Figura 4.30 Espectros Raman caracteristicos del andamio E-VZ1.0 sumergido en SBF a diferentes
tiempos: 0, 7, 14, 21 y 28 dias.
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4.45 Relacion Ca/P y pérdida de peso

La relacion de Ca/P para el analisis de la fase de hidroxiapatita formada en la superficie de los
andamios fue determinada por la técnica de EDS, se encontr6 una variacion de la relacion Ca/P
desde 1.7 hasta 2.4 debido a la disolucion del andamio y a la precipitacion de calcio y fésforo
como se observa en la Figura 4.31.

De acuerdo a Stanciu y col., [161] presentaron el rango de la relacion Ca/P puede ser desde 1.3

hasta 2.0, resultado del desarrollo gradual de la formacion de la capa de HA en la superficie del
andamio, sin embargo, Khandelwal y Prakash [163] encontraron valores mayores a 2 que cumplen

-VZ0.75 E-VZ1.0

con las caracteristicas fisicas, quimicas y morfoldgicas de la HA.
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Figura 4.31 Relacién Ca/P de los andamios E-V1, E-VZ0.25, E-VZ0.5, E-VZ0.75 y E-VZ1.0 a diferentes
tiempos de inmersion en SBF (7, 14 Y 21 dias).
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La capacidad de absorcion de los andamios fue determinada mediante la inmersion en SBF a 37
°C por un periodo de 7 dias. El peso en seco fue obtenido previo a la inmersion en SBF, y con
respecto del peso en himedo de los andamios fue determinado sacando el andamio del SBF con un
papel filtro para después remover el agua absorbida en la superficie y luego pesarlo inmediatamente

en una balanza electrénica.

Por otro lado, en los andamios se realizd la absorcion de agua en condiciones estaticas en donde
los resultados a partir de los 7 dias se mostrd una pérdida de peso de 11.7 % en peso para los
andamios que no contenian zirconia en su composicion, sin embargo, para los andamios E-VZ0.5
y E-VZ1.0 presentaron una pérdida de peso muy similar de 4.5 %y 4.7 % en peso, respectivamente,
sin embargo, el andamio E-VZ0.75 mostré una pérdida del 22.6 % debido al incremento de la
temperatura de la estufa en donde se llevaron a cabo los experimentos ya que existian zonas
cercanas no permitian un adecuado control mostrando variaciones mayores + 1 °C, y al aumentar
la temperatura existe modificacion del pH lo que provoca mayor disolucion del andamio, sin
embargo, en el resto de composiciones se puede observar que la zirconia ayudé al andamio a reducir
el rango de disolucion como se muestra en la Figura 4.32. La degradacion se ve influenciada por
varios factores cinéticos que se deben considerar como son: factores moleculares, factores
supramoleculares (cristalinidad, distribucion espacial de los componentes), peso molecular, la
porosidad, factores ambientales, el grado de resorcién en el cuerpo o en el fluido corporal simulado

que presente el andamio.

Cai y col. [114] exponen que los estudios de disolucion del fosfato tricélcico fase beta reforzados
con biovidrio sumergidos en un ambiente que contiene agua en mayor cantidad confirmaron la
estabilidad quimica de los andamios porosos compuestos debido a la cristalizacion de las fases

del vidrio.
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Figura 4.32 Pérdida de peso de las muestras E-V1, E-VZ0.25, E-VZ0.5, E-VZ0.75y E-VZ1.0
sumergidas en SBF por un periodo de 7 dias.

4.4.6 Difraccion de rayos x (DRX)

Las fases cristalinas encontradas por medio de los patrones de DRX en de los andamios de 3-TCP
reforzados con vidrio base fosfato después de 7 dias de inmersion en SBF se observan en la Figura
4.33. La principal fase formada fue la hidroxiapatita Cai0(PO4)s(OH)2 (JCPDS 00-001-1008) v el
fosfato tricalcico Cas(PO4)2 (JCPDS 00-003-0713), el cual permanece remanente debido a que se
encuentra en un 80 % en peso en el andamio, en menor cantidad se observaron dos fases, NasPOs
(JCPDS 01-076-0201) (Tabla 4.10). La diferencia entre B-TCP y la HA es el pico caracteristico
ya que para el fosfato tricalcico se encuentra en 260~ 31.5° y la HA at =31.8° Varias
investigaciones han explicado la reaccion que ocurre entre el B-TCP y el vidrio base fosfato en
donde todos coincidieron que durante el proceso de sinterizacion se forman dos fases nuevas que
son CaZrOs (JCPDS 01-072-7552) y ZrP;0, que son resultado de la cristalizacion del vidrio y

éstas ocurren a temperaturas en un rango de 650 a 980 °C, estos valores se compararon con los
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resultados presentados por varios cientificos en donde los resultados son casi idénticos a los

obtenidos en la presente investigacion [114,164-166].

De acuerdo a la investigacién de Wang y col., [157] a fase cristalina NasPOs es resultado de la
incorporacion intersticial del ion Na* en la estructura de la apatita. Por otro lado las segundas fases
CaZrOsy ZrP30y, son el resultado de la incorporacion del ion de Zr** dentro de la estructura del
material compuesto, que puede ser resultado de la disolucion de la matriz (Cas3(POa4)2) lo que

permitié la precipitacion del calcio y el fosforo formando la hidroxiapatita.
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Figura 4.33 Patrones de DRX de los andamios E- V1, E-VZ0.5 y E-VZ1.0 sumergidos en SBF por un
tiempo de 7 dias.
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Tabla 4.10 Principales fases encontradas en los andamios después de la inmersion en SBF.

. Fasecristalina ~ E-V1  E-VZ0.25 E-VZ05 E-VZ0.75 E-VZ1.0  JCPDS |
Cay9(P0,4)6(OH); v v v v v 00-001-1008
CaZrO; v v v v 01-072-7552
ZrP;0, v v v v 00-024-1490
NasPOs v v v v v 01-076-0201
Cas(POJ); v v v v v 01-073-4869

Los resultados de DRX indican que no solo se formé la HA sino que también hay otras fases de
menor importancia pero que pueden ser cruciales en la bioactividad del material, como se observa

en la Figura 4.34.

4.4.7 Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)

Las soluciones de SBF, donde fueron inmersos los andamios porosos a diferentes tiempos (7, 14,
21 y 28 dias) fueron analizados por la técnica de espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente, que permitié obtener mediciones de la cantidad de concentraciones de iones de

calcio, fésforo y zirconio para entender el comportamiento del material en un ambiente fisioldgico.

Los perfiles de concentracién de Ca, P y Zr en la solucién de SBF en funcién del tiempo de
inmersion se pueden ver en la Figura 4.34. Los andamios E-V1, E-VZ0.25, E-VZ0.5 y E-VZ1.0,
mostraron una disolucion de los elementos de calcio y fosforo en SBF durante condiciones
estaticas, que provoco la pérdida de iones de calcio y fosforo respectivamente, sin embargo debido
a las condiciones estaticas pudo formarse zonas que tienden a disolverse méas que otras debido a la

acumulacion de Cay P o incluso a la falta de movimiento.
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La interaccion idnica y la degradacion de los andamios se ve afectada por la cantidad de zirconia,
ya que la ZrO2 ayudoé a que existiera una estabilizacion de iones de calcio y fosforo manteniendo
valores en las muestras E-VZ0.5y E-VZ1.0 de 15 ppm a 50 ppm, respectivamente, sin embargo en
los andamios sin zirconia presentaron una disolucién de calcio y fosforo sin un control de 13 hasta

80 ppm.

Cai y col. [114] concluyen diciendo que hay una mayor disolucidn de iones Ca* en la superficie de
los andamios de fosfato de calcio, lo que conduce a un aumento local del pH del fluido circundante
que tiene un efecto directo sobre la solubilidad relativa de las diferentes fases de los fosfatos.

Sallemi y col. [167] explicaron que se produce la liberacion de iones Ca?* y Zr** en la superficies

de los andamios cuando se precipita la HA, resultado un reordenamiento en las estructuras iniciales.

Por otro lado, Tang y col. [168] exponen que para la ingenieria de tejido un andamio para la
regeneracion 6sea debe presentar una formacion paralela del nuevo hueso, es decir, un balance
entre la absorcion del andamio y la formacion del hueso, lo que se da mediante el control de la
cantidad de iones de Ca, por lo tanto, en el presente estudio se observd que cuando se adicion6
vidrio base fosfato no solamente mejoraron las propiedades mecanicas sino que se puede apreciar

cambio en la degradacion del andamio.
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Figura 4.34 Concentraciones de Ca, P y Zr en la solucion de SBF a diferentes dias de inmersion (a) E-V1,
(b) E-VZ0.25, (c) E-VZ0.5, (d) E-VZ0.75 y (e) E-VZ1.0.

45 Anélisis de cultivo celular
45.1 FE-SEM

Es un requisito que las células presenten una buena adhesion celular sobre el andamio, debido a
que eso permitird que las células proliferen y formen la matriz extracelular. Los estudios de cultivo
celular fueron llevados a cabo mediante el andlisis de los andamios expuestos a un ambiente

bioldgico.

Las imagenes de FE-SEM que se muestran en la Figura 4.35 presentan la adhesiéon y el
esparcimiento de las células MC3T3-E1 sobre los andamios después de 3 dias de cultivo. Los
resultados obtenidos sugieren que las células se adhirieron en mayor cantidad en los andamios E-
V1, E-VZ0.5 y E-VZ1.0 con respecto de los andamios E-VZ0.25 y E-VZ0.75. La adhesion

presentada fue debida a las caracteristicas de porosidad asi como a la rugosidad de la superficie
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que permitio el anclaje de las células y la distribuciéon de tamafio de poro que condujo a la

penetracion de las células dentro de la estructura porosa del andamio.

Figura 4.35 Micrografias de FE-SEM de los andamios después de 3 dias en medio de cultivo celular de
los andamios E-V1, E-VZ0.25, E-VZ0.5, EVZ0.75 y E-VZ1.0.

Se realizd la cuantificacion de la adherencia celular tal y como se puede observar en la Figura 4.36,
en donde se obtuvo que a mayor cantidad de zirconia la respuesta celular también fue mayor debido
a que la zirconia aumenta la rugosidad superficial, mejorando el anclaje en la superficie de los

andamios, lo que concuerda con los resultado de Walled y col. [169].
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Figura 4.36 Cuantificacién de adherencia celular MC3T3-EL1 al dia 3 de los andamios E-V1, E-VZ05y E-
VZ1.0

En un estudio realizado por Kenapfel y col. [170] se observo que el tamafio de poro en los andamios
es crucial para que pueda darse una fijacion adecuada de las células. En otro estudio llevado a cabo
por los mismos autores realizaron estudios con modelos caninos, con tamafios de poro menores a
50 y hasta 800 um, observaron que la fuerza de fijacion de las células incrementaba para tamafios
de poro menores a 100 um. Sin existir ninguna relacion entre el tamafio de poro y la fuerza de

fijacion para los poros mayores a 150 um.

Por otro lado, Mastrogiacomo y col. [171] llegaron a la conclusion de que el tamafio de poroy a la
interconectividad determinaban la osteocnductividad de los bioceramicos estudiados, ya que ambos
se consideran aspectos fundamentales para que pueda formarse el nuevo tejido 6seo haciendo la
superficie adecuada para una buena adhesion celular y crecimiento del nuevo tejido, ademas, la
interconectividad de los poros provee a la célula las condiciones necesarias para la distribucién y
migracion de las mismas asi como la formacion de vasos sanguineos y la posibilidad de

remodelacion del tejido 6seo en el futuro.
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En el presente estudio, las células exhibieron excelente adhesion y proliferacion para los diferentes
tiempos de cultivo (7, 14, 21y 28) donde se aprecia mejor la formacién de la HA con morfologia
tipo flor en la superficie de los andamios (Figura 4.37, y 4.38), se puede observar la diferencia
significativa en la formacion de HA a un tiempo de 28 dias, en las composiciones V1, E-VZ0.5y
E-VZ1.0, donde se observa la precipitacion de HA en cantidades mayores, mientras que en los
andamios con composiciones E-VZ0.25 y E-VZ0.75 s6lo se puede ver la adherencia celular sin
formacion de HA (Figura 4.39).

De acuerdo a estudios hechos por Ning y Zhou [172] la adhesion se debe a la extensién de células
hasta estar un contacto una con otra y cubrir por completo la superficie de los andamios de fosfato
tricalcico, sin embargo, la falta de formacion de HA lo atribuyen a la falta de porosidad de las

muestras provocando la falta de osteoconduccion en el material.

Figura 4.37 Muestra el cultivo celular de los andamios E-V1, E-VZ0.25, E-VZ0.5, E-VZ0.75y E-VZ1.0
a7 dias.
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Figura 4.38 Muestra iméagenes de FE-SEM a 21 dias de cultivo celular de los andamios con 0, 0.25, 0.5,
0.75y 1.0 de zirconia.
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Figura 4.39 Imégenes de FE-SEM donde se observa la formacion de HA a 28 dias de cultivo en los
andamios E-V1, E-VZ0.5 y E-VZ1.0 principalmente, en cambio en E-VZ0.25 y E-VZ0.75 se observa
adherencia celular.

Murphy y col.[173] realizaron un estudio en donde observaron el efecto del tamafio de poro de los
andamios y como éste influia en la adhesion celular, de los resultados concluyeron que el tamafio
Optimo de poro debe estar en el rango de 100 a 150 um, ya que la viabilidad celular es gobernada
por el area superficial para que pueda darse la union entre la célula y el biomaterial. Al incrementar
la viabilidad celular disminuia el tamafio de poro debido a que ya no habia espacios huecos o poros
donde se depositaran las células. Sin embargo, el tamafio dptimo para la adherencia celular
dependera del tipo de linea celular utilizada en los ensayos. Por otro lado, Teixeira y col. [174]
concluyeron que la porosidad interconectada es primordial ya que ofrece sitios para que se pueda
dar la adhesién celular y permitir el paso de los nutrientes y las moléculas de transporte, los

filopodios de la célula se adhieren fuertemente en cada poro que es casi imposible despegarlos,
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estos filopodios cada vez se extienden para ir cubriendo toda el &rea superficial del andamio y

puedan seguir proliferando.

En la Figura 4.40 se resumen las fases observadas de adherencia y proliferacion en los andamios
de fosfato tricalcico reforzados con biovidrio base fosfato; a los 7 dias se observé que la estructura
del andamio fue alisando las aristas, para después empezar con la formacion parcial de HA en la
superficie del andamio, a los 14 dias la superficie ya presentaba pequefios precipitados y finalmente

a partir de 21 dias se empez0 a precipitar la estructura tipo flor o coliflor.

Figura 4.40 Iméagenes de FE-SEM donde se observa el proceso de formacion de la HA en los
andamios: (a) adherencia celular de la célula MC3T3-E1 sobre la superficie del andamio E-VZ1.0 a partir
de los 3 dias en cultivo celular, (b) formacion de pequefias esferas en la superficie a los 7 dias, (c) la
superficie empieza a presentar estructuras aciculares tipicas de la HA después de los 14 dias y finalmente
(d) empieza la precipitacion de HA en toda la superficie del andamio a 21 dias.
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45.2 Proliferacion celular

Los experimentos de proliferacion celular se realizaron en las muestras E-V1, E-VZ0.5y E-VZ1.0,
ya que son las muestras con mejores caracteristicas estructurales, quimicas y morfolégicas de la
Figura 4.41 se observa que en las tres composiciones se present6 proliferacion de las células
MC3T3- E1, sin embargo hay una diferencia significativa en el incremento de la fase exponencial
en las muestras con zirconia (E-VZ0.5 y E-VZ1.0), ya que en las muestras sin zirconia (E-V1) la
concentracion celular maxima ocurri6 a 7 dias mientras que en los andamios con zirconia mostraron

maxima concentracion después de 3 dias de cultivo.
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Figura 4.41 proliferacion celular de MC3T3-E1 subclona 4 en los andamios de composicion E-V1,
EVZ0.5y EVZ1.0 en funcion del tiempo de cultivo.

Fuy col. [175] realizaron andamios de HA donde mostraron que después de 6 dias de incubacién
de las células MC3T3-EL1 triplicaron el nimero inicial de sembrado, mientras tanto Murphy y col.
[173] empleando andamios de colageno mezclados con glicosaminoglicanos y por otro lado Cao y
col.[176] usaron platos de cultivo para proliferar las células para ser empleadas en modelos
animales, donde ambos experimentos explicaron que el tamafio de poro afecta al anclaje celular de

la célula MC3T3-E1 y por lo tanto a la proliferacion.
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Ellos encontraron que un tamafio de poro promedio de 325 um facilit6 ampliamente el nimero de
células en comparacion con tamafios de poro entre 85 y 190 um, ademas despues de 48 h
observaron que el 62% de las células ya se habian anclado a toda la superficie del andamio lo que

ayudd a que se diera un aumento en el nimero de células.

4.5.3 Actividad Relativa de Alcalino Fosfatasa (ALP)

La Figura 4.42 representa los resultados encontrados de ALP como una de las enzimas asociadas
a la membrana celular, ya que se sabe que la fosfatasa alcalina esta estrechamente asociada con la
diferenciacion osteoblastica, regulando el metabolismo de fosfatos y disminuyendo localmente los
inhibidores del crecimiento de apatita tal y como han reportado en algunos estudios [177,178], la
cual se utiliz6 como marcador durante la diferenciacion osteoblastica y se detecto a partir del dia
7, sin embargo, a 14 dias las celulas en el andamio expresaron la actividad de la fosfatasa alcalina
a un nivel mayor que se puede atribuir a una mayor cantidad de iones Ca que fueron liberados
lentamente por el andamio, generando un ambiente de pH estable (ver la Fig. 4.26) y que permitio
estimular una mayor respuesta celular en concordancia con lo encontrado por Ramaswamy y col.
[179].

Los datos encontrados en esta investigacion permiten rectificar que hubo proliferacion celular y
diferenciacion osteogénica durante los periodos de 7 y 14 dias, donde la zirconia tuvo un efecto
significativo en la proliferacion celular, ya que el efecto de la zirconia ayuda a la modificacion de
la superficie del andamio permitiendo que exista una mejor adhesion celular, etapa crucial para

posteriormente pueda llevarse la proliferacion celular.

De acuerdo a lo reportado por Somacal y col. [180] no se ha llegado a una aprobacion en la literatura
sobre si el tamafio de poro promueve una mejor osteoconduccién, pero se ha establecido que el
crecimiento 0seo se produce cuando el poro es lo suficientemente grande para albergar las células

y el sistema del flujo sanguineo.
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Figura 4.42 ALP a 7 y 14 dias de cultivo de los andamios con composiciones E-V1, E-VZ0.5y E-VZ1.0

Por otro lado, Kasten y col. [146] sugieren que no solo la porosidad y el tamafio de poro tienen
gran influencia sino que ademas la produccién de proteinas que se puede ver a partir de la actividad

de alcalina fosfatasa la cual es muy importante para la diferenciacion osteogénica.

Los andamios deben de imitar no solo la morfologia, estructura y la funcion del hueso sino ademas
ser osteoconductivos, osteoinductivos para regenerar el tejido 6seo. Un parametro que es
independiente del material es la porosidad o el porcentaje de espacio vacio del sélido. Los poros
son completamente necesario para la formacion del tejido 6seo porque permiten la migracion y
proliferacion de los osteoblastos y también las células mesenquimales. Existe una discrepancia
entre cual es el mejor tamafio de poro, sin embargo, la mayoria dicen que esta entre los 50 y 100
um. Los tamafios de poro pequefios solamente estan dentro del tejido osteoide no mineralizado e
incluso se ha observado que esos poros tan pequefios solamente son penetrados por tejido fibroso
asi como a tamafos de poros mayores, es decir, a 510 um se produce una rapida resorcion del

cerdmico y una menor formacion de hueso.

Kasten y col. [146] resumieron todo lo anterior en que la porosidad es benéfica para la produccion

de proteinas pero no influencia la diferenciacion osteogénica, es decir, que grandes porosidades
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no son necesarias para que se produzca una cantidad alta de ALP. Sin embargo, la distribucion de

tamano de poro y la porosidad juegan un papel importante en la diferenciacion osteogénica.

Liuy col. [181] concluyeron a partir de los resultados de la fosfatasa alcalina que existe una menor
proliferacion de las células en muestras en forma de polvos de fosfato tricélcico fase beta y HA
después de 7 dias de cultivo. Otros investigadores como Wan Kim y col. [182] mostraron
resultados donde estos dos compuestos inhiben los efectos de crecimiento de los osteoblastos pero
promueven la diferenciacion, no se tiene muy claro los efectos en cuanto al tamafio de particula del
compuesto. Sin embargo, la actividad de los macrofagos se ve mas marcada en los cementos 6seos
que estan compuestos principalmente de fosfatos de calcio y éstos ayudan a estimular los

osteoclastos y la actividad de la reabsorcion del hueso.

Se han reportado resultados clinicos de materiales de fosfato de calcio a partir de los cuales se
puede concluir que el efecto de la composicion quimica del material asi como una gran cantidad
de factores bioldgicos influyen en la formacion del nuevo hueso. En cambio Wang y col. [183]
encontraron que el incremento de la actividad de ALP en andamios hechos de fosfato de
calcio/quitosano en cultivos de células MC3T3-E-1 fue mayor a medida que pasa el tiempo hasta

llegar a 14 dias.

Los valores reportados de proliferacidn celular en andamios porosos de fosfato tricalcico fase beta
y vidrio bioactivo base fosfato mostraron el doble de proliferacion celular con respecto al control
en un tiempo menor (Figura 4.42), lo que sugiere que los andamios tienen las caracteristicas de
distribucion, tamafio, morfologia, interconectividad y forma de poros, que permitieron que las

células se anclaran y después proliferaran en los andamios.

4.5.4 Colageno

El colageno es la proteina mas comun en el cuerpo y proporciona resistencia y estabilidad
estructural en los tejidos, incluyendo la piel, los vasos sanguineos, tendones, cartilagos y huesos.
Al igual que la HA, el colageno es uno de los dos componentes principales del hueso y tiene un

potencial caracteristico en el cultivo de las células para la formacion de hueso [50].
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En la Figura 4.43 se muestran los resultados para la tincion roja de Sirius usada para la medicién
de colageno que permitié observar que no hubo un cambio significativo de colageno del dia 3 al

dia 7, lo que sugiere que se deposita una nueva matriz y empieza la mineralizacion.
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Figura 4.43 Muestra la cantidad de colageno formado a 3 y 7 dias, respectivamente.

El analisis de la cuantificacion de colageno formado por las células MC3T3-EL1 en los andamios se
realiz6 debido a que el colageno es uno de los marcadores osteoblasticos mas importantes en la
regeneracion 0sea, ya que los osteoblastos sintetizan las proteinas colagenas, para continuar con la
formacion de las fibrillas que daran como resultado la matriz extracelular a partir del dia 7 en el
proceso natural de regeneracion dsea, sin embargo en todas las muestras se observo que a partir del
dia 3 hubo la formacion de colageno, lo que indicé que las células osteoblasticas MC3T3-E1

estaban en el proceso de regeneracion ésea produciendo colageno en tiempos menores.

455 Mineralizacion
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La deposicion de cristales de calcio, debido que la combinacién de los mismos provocan la
formacion de nédulos con un engrosamiento de la matriz extra celular que se produce en mayor
cantidad a mayor cantidad de zirconia, lo que produjo una mayor cantidad de calcio por contenido
de ADN.

La mineralizacion requiere la concentracion critica tanto de calcio como de fosforo, en donde se
ha visto que la concentracion de fosforo se alcanza de manera eficiente ya que la fosfatasa alcalina
es capaz de desfosforilar (remover grupos fosfatos) las moléculas que contienen fésforo en la capa
de la apatita formada, a partir del dia 7 se produjo el aumento la concentracién de fésforo requerida

para iniciar la mineralizacion tal y como se observa en la Figura 4.44.

De acuerdo a Gough y col. [185] obtuvieron que en andamios de vidrio bioactivo 45S5 los
osteoblastos primarios se unieron, propagaron, proliferaron y formaron nédulos mineralizados
cuando realizaron el cultivo celular en andamios porosos tal y como se muestra en el presente

estudio como se puede ven en la Figura 4.45.

Los resultados reportados en la presente investigacion muestran la formacién de la fase mineral
que se produce mas rapido en los andamios que en el control, lo que demuestra que los andamios
que contienen zirconia tienen la capacidad para causar mayor mineralizacion osteoblastica, esto es
muy importante ya que existen materiales para la regeneracion 6sea en donde son biocompatibles
pero a menudo requieren la adicion de factores de crecimiento y otros agentes para mejorar las
respuestas celular, sin embargo, en las muestras obtenidas en la presente investigacion se puede
observar que sin la adicion de ningun agente extra se obtuvo una respuesta celular que permite
observar la mineralizacién en donde la zirconia juega un papel crucial ya que a mayor contenido

de zirconia mayor formacion de nédulos mineralizados.
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Figura 4.44 Contenido de ADN en los andamios E-V1, E-VZ0.5y E-VZ1.0 a 7 dias de cultivo celular.
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CAPITULO V

Conclusiones

En el presente estudio se examind la influencia de la zirconia en la respuesta bioldgica, propiedades
mecanicas y fisico-quimicas en las espumas de matriz de fosfato tricalcico beta reforzado con

biovidrio con base fosfato, llegando a las siguientes conclusiones:

1. Se realizaron cinco composiciones diferentes E-V1 E-VZ0.25, E-VZ0.5, E-VZ0.75 y E-
1.0, en donde los mejores resultados se presentaron en las espumas E-V1, E-VZ0.5y VZ1.0
en relacién a sus propiedades mecanicas, ya que presentaron valores de resistencia a la
compresion de 0.9 hasta 2 MPa, asociado con el volumen de porosidad total que se encontr6
en un rango de 68-80%.

2. Todas las muestras presentaron tamarfios de poros entre 40-300 um, y una distribucion muy
amplia de diametro de poro (1.5-300 um) necesario para la regeneracion 6sea del nuevo
tejido.

3. Las fases cristalinas obtenidas en los andamios por medio de difraccion de rayos X fueron
Cas(POa)2, Ca2P207 y Nas(PO4) en todos los vidrios, esto indicd el proceso de cristalizacion
del mismo durante la sinterizacion de los andamios, ademas que la zirconia se estaba
incorporando a la red, tanto del fosfato tricalcico como del vidrio formando nuevas fases
CazZrOsy ZrP30s.
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4. Todas las composiciones (E-V1, E-VZ0.25, E-VZ0.5, E-VZ0.75 Y E-VZ1.0) mostraron
caracteristicas favorables de bioactividad formando hidroxiapatita, aunque algunas con una
reaccién de formacion mas rapida debido a la porosidad que presentaron, principalmente
en aquellas que tenian tamafios de poro mas grandes o cercanos a las a 300 um; sin embargo
eso llevo a una disolucion mayor del andamio.

5. Se obtuvo la fase de hidroxiapatita carbonatada después de que los andamios fueran
inmersos en SBF por un tiempo de 7 dias mostrando una relacion Ca/P = 2 que a partir de
los 14 dias se equilibré en rangos de 1.66 hasta 1.8. EI FTIR permiti6 corroborar los grupos
funcionales de las fases formadas después de que las espumas fueron sumergidas en SBF a
diferentes tiempos (7, 14, 21 y 28 dias) mostrado longitudes de onda de 1382, 1214 y 452
cm? caracteristicas del grupo CO3z % y a 3422 cm™ grupos OH-" asi como grupos funcionales
del fosfato tricalcico beta desde 900-1200 cm™. Los andamios de B-TCP reforzado con
vidrio base fosfato se comporta como un material bioactivo en SBF y soluble, debido a la
formacion apatita en la superficie de la espuma y la disolucion de los mismos evidencias
presentadas por ICP.

6. EIl pH de la solucion en SBF se incrementd hasta valores cercanos a 8 durante los ensayos
in vitro.

7. Laadhesion celular y proliferacion fue confirmada en todos los andamios, sin embargo en
aquellos que no contenian zirconia presentaron una maxima concentracion de células
después de 7 dias en cultivo celular, en cambio los andamios con zirconia mostraron un
mayor numero de células con un maximo después de 3 dias de cultivo, y mostrando HA
con morfologia tipo coliflor.

8. Laenzima alcalino fosfatasa (ALP), el andlisis de colageno y de mineralizacion mostraron
que los osteoblastos primarios se unieron, propagaron, proliferaron y formaron nédulos
mineralizados en los andamios E-V1, EVZ0.5 y E-VZ1.0 teniendo mejores resultados las
muestras con zirconia debido a que modifican la superficie generando un mejor anclaje
celular.

9. A partir de los ensayos de proliferacion celular se observé el efecto de la zirconia presente
en la composicion de los andamios, que permitié un mejor anclaje y proliferacion celular

en tiempos menores que los reportados en la literatura.
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10. Considerando que todos los andamios mostraron excelentes resultados de microestructura
y bioactividad, se puede concluir que tienen un gran potencial para ser usados para la

Ingenieria de tejido 0seo.
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Recomendaciones

Dentro de un proyecto tan ambicioso como fue éste, siempre se desea que haya una mejora continua
y para esto es necesario tomar una serie de recomendaciones en el manejo de los andamios durante
la fabricacion de los mismos en algunas de las etapas, la primera recomendacion es después del
espumado, ya que es necesario cuidar el desmoldeo de la espuma evitando que se dafie y esto se
logra mediante la adicion de una capa de esterato de sodio lo suficientemente abundante en los
moldes donde se elaboran las espumas, otra recomendacion que es importante hacer el maquinado
de la espuma antes de la etapa de pirolisis y sinterizado, ya que tiene suficiente resistencia que
permite eliminar el ligante excedente que tapa los poros del andamio, de ser posible seria mejor
usar laser para un mejor control de la eliminacion de la resina excedente formada en andamio sin
tener que dafiarlo o incluso provocar la formacion de tensiones en el material y que provoquen en

un futuro el fallo del andamio.

Otra recomendacion seria incluir el analisis del polvo de la zirconia en SBF a diferentes tiempos
para ver el comportamiento del mismo, ya que existen antecedentes que han mostrado que es

bioactiva pero algunos investigadores han presentado controversias con respecto a este punto.
Por ultimo, seria recomendable la adicion de zirconia al vidrio en mayores cantidades que las

reportadas en la presente investigacion para que permita entender mejor el efecto de la zirconia en

el comportamiento quimico-mecanico de los andamios.
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Trabajo a futuro

Esta investigacion tiene una metodologia experimental que permite hacer varias modificaciones
principalmente en la fabricacion de la espuma, ya que el método de metalurgia de polvos no permite
tener control en el tamafio y distribucién de poro, una alternativa eficaz seria usar la impresion en

3D para la fabricacion de andamios porosos.

La microtomografia es una técnica eficaz en el andlisis de la porosidad de los andamios, sin
embargo, para complementar el estudio de porosidad es necesario realizar un analisis en

porosimetro de mercurio, para obtener la cantidad de poros menores a 10 um.

Seria interesante analizar los andamios en cultivos celulares con diferentes lineas celulares de
osteoblastos, para entender mejor el proceso de la produccion de la ALP asi como el proceso de

proliferacion, osteoconduccion y osteoinduccion que se produce en los andamios.

Por dltimo, en la parte in vivo, los andamios tienen que ser probados en modelos animales
(chinchillas o conejos), seleccionando hembras y machos en cantidades por igual del total de
ejemplares, para analizar el efecto que tiene el sexo, edad o incluso la alimentacién del animal en

la regeneracion celular.
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