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GLOSARIO

Aloinjerto: Transferencia de un tejido entre dos individuos de la misma especie pero
genéticamente diferentes, como en los trasplantes realizados entre dos seres humanos que no
son gemelos idénticos.

Bioactividad: Capacidad de formar un enlace directo con el hueso, sin interposicion de una
capsula fibrosa.

Biocompatibilidad: Habilidad de un material para actuar con una respuesta del huésped
apropiada a una reaccion especifica.

Biomaterial: Material del que interactua interracialmente con sistemas bioldgicos con el fin
de evaluar, tratar, aumentar o substituir algun tejido, érgano o funcion del organismo.
Citocina: Aminoé&cido que regulan la funcién de las células que las producen u otros tipos
celulares. Son los agentes responsables de la comunicacién intercelular.

Colageno: Sustancia proteinica albuminoidea que existe en el tejido conjuntivo, en los
cartilagos y en los huesos.

Densidad aparente: Densidad del volumen del material, incluyendo poros y vacios presentes
en el mismo.

Densidad esquelética: Densidad real del material, sin considerar poros o0 vacios presentes en
el mismo.

Dentina: Marfil que forma la mayor parte del diente y protege el nervio.

Endostio: Tejido que corresponde al periostio interno que tapiza la cavidad medular de un
hueso.

Espuma. Sistema disperso en que la fase continua esta formada por un liquido o un sélido
mientras que la fase dispersa esta constituida por un gas.

HA. Hidroxiapatita. Su formula molecular Ca;o(PO4)s(OH),.

Homeostasis: Conjunto de fendmenos de autorregulacién que intentan mantener equilibradas
las composiciones y las propiedades del organismo.

Hematopoyesis: Formacion o produccion de sangre, en especial de sus elementos celulares.

In vitro: Que se produce u ocurre en un tubo de ensayo.

In vivo: Que esta situado u ocurre en un cuerpo Vvivo.
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Ingenieria de tejidos: Especialidad que aplica los principios de la ingenieria y las ciencias de
la vida a la fabricacién de sustitutos biolégicos que mantengan, mejoren o restauren la funcion
de 6rganos y tejidos en el cuerpo humano.

Macroporosidad. Porosidad asociada a interconexiones de poros de un didmetro superior
alOum.

Microporosidad: Porosidad asociada a interconexiones de poros de un didmetro de entre 0.1
um e inferior a 10 pm.

Nanocompuesto: material caracterizado por la dispersion homogénea de particulas de relleno
de dimensiones nanométricas en el interior de una matriz.

Nanoporosidad: Porosidad asociada a interconexiones de poros de un diametro inferior a
0.1um.

Surfactante: Compuesto constituido por una zona de caracter hidrofobo y otra de caracter
hidréfilo que se acumula en la interface de un sistema heterogéneo reduciendo la tension
superficial. Agente tenso activo.

Osteoconduccidén: Capacidad que posee un material de conducir o guiar el crecimiento del
hueso.

Osteoinduccion: Capacidad que posee un material de estimular la produccion de tejido dseo.
Periostio: Membrana fibrosa que rodea los huesos y sirve para su nutricién y renovacion.
Porosidad: Porcentaje de volumen vacio de un material, que no esta ocupado por una fraccion
solida.

Reabsorbible: Propiedad de un material de degradarse quimicamente, absorbiéndose de forma
controlada mientras es reemplazado por tejido 6seo.

Regeneracion: Sustitucion progresiva de un material por tejido nuevo.

Reseccidn: Extirpacidn quirdrgica de parte o de la totalidad de un érgano.

Xenoinjerto: Injerto de tejido procedente de un donante de una especie diferente a la
del receptor.

SBF: Fluido corporal simulado (Simulated body fluid). Fluido que posee concentraciones
iGnicas casi iguales a aquellas del plasma sanguineo humano, utilizado para la prediccion del

comportamiento in vivo de biomateriales.
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RESUMEN

En la presente investigacion se fabricaron espumas de vidrio bioactivo 45S5, 45% SiO, —
245% CaO0 - 245% Na,O — 6% P,Os en peso, variando la composicion inicial:
espumante/ligante/biovidrio, a través de un proceso novedoso de tecnologia de polvos y
espumado de polimeros, patentado por el Instituto de Materiales Industriales (IMI - Industrial

Materials Institute, Boucherville, QC, Canada).

Inicialmente, se realizaron varias mezclas, de las cuales se eligié la optima de 0.50%
espumante/54.50% ligante/45% biovidrio, en peso. EI mezclado de los polvos se llevo a cabo
en una tarbula y se llevd a cabo una pequefia compactacion con la mano en moldes de
alimina. Las pastillas asi obtenidas se sometieron a un tratamiento térmico de dos etapas, la
primera de espumado Yy la segunda de pirolisis y sinterizado en el mismo perfil térmico, con el
objetivo de obtener espumas con buenas propiedades mecénicas asi como una buena respuesta
bioactiva bajo pruebas de inmersion en fluido corporal simulado (SBF). La temperatura de

sinterizacion de las espumas fue de 975°C.

Posteriormente, las espumas se maquinaron para obtener cilindros uniformes en dimension
para las pruebas mecéanicas, y otras se cortaron en pastillas que fueron inmersas en SBF para
las pruebas de bioactividad durante 0, 1, 3, 7, 14, 21 y 28 dias.

La caracterizacion de las espumas antes de la inmersion en SBF se realizd mediante
microscopia electronica de barrido (MEB) y microtomografia (uCT), ademas se realizaron
pruebas de compresién, determinacion de porosidad y densidad. Después de la inmersion se
observaron mediante MEB y se analizaron por EDS, difraccién de rayos X (DRX) y

espectroscopia infrarroja (FT-IR), y se realizo el calculo de variacion de masa.

Las espumas obtenidas por la metodologia experimental descrita anteriormente presentaron
una porosidad interconectada del 65%, una resistencia a la compresion promedio de 12 MPa, y
presentaron la formacion de la capa de hidroxiapatita a los 7 dias de haber sido inmersas en
SBF, cumpliendo con los requisitos para poder utilizarse como andamios regenerativos. El
método propuesto de tecnologia de polvos y espumado de polimeros permite controlar la
porosidad y resistencia a la compresion de las espumas mediante la variacion de la relacion

espumante/ligante/biovidrio y la temperatura de sinterizacion.
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ABSTRACT

This project aims to produce 45S5 bioactive glass foams, (45% SiO2 - 24.5% CaO - 24.5%
Na20 - 6% P205) , varying the initial composition: foaming / binder / bioglass, through a
novel process of powder technology and polymer foam, patented by the IMI (Industrial

Materials Institute, Boucherville, QC, Canada).

Initially, there were proved various mixtures of which was chosen the optimal one, it was
0.50% foaming / 54.50% binder / 45% bioglass, wt%. The mixing of the powders was carried

out in a shaker-mixer and it was compacted in molds of alumina.

The samples obtained were submitted to a heat treatment in two stages, the first one, foaming,
and the second one, pyrolysis and sintering in the same thermal profile, with the goal of
obtaining foams with good mechanical properties and a good bioactive response by immersion

in SBF. The sintering temperature of foams was 975 ° C.

Subsequently, the samples were machined to obtain uniform cylinder dimensions for
mechanical testing from which there were some cut into slices (discs) that were immersed in
SBF for bioactivity tests for 0, 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days.

The characterization of foams before immersion in SBF was performed by scanning electron
microscopy (SEM) and microtomography (uCT) also they were tested for compression,
porosity determination and determine density. After immersion the samples were observed
with SEM and analyzed by EDS, X ray diffraction (XRD) and infrared spectroscopy (FT-IR),

also the mass variation was estimated.

The foams obtained by the experimental method described above, showed a 65%
interconnected porosity an average compressive strength of 12 MPa, and showed the
formation of hydroxyapatite layer after 7 days having been immersed in SBF, fulfilling the

requirements to be used as a regenerative scaffold.

The proposed method of powder technology and foamed polymers, allow controlling the
porosity and compression strength of the foams by varying the ratio foaming / binder /

bioglass and sintering temperature.
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I.- INTRODUCCION

Durante la década de los 70°s, con el proposito de ayudar a resolver el problema de los tipicos
movimientos de las protesis después de cierto tiempo de haber sido implantadas, e incluso
fracturas que se observaban en los componentes sustitutivos de articulaciones 0seas o de
prétesis que se fijan al hueso mediante cementos acrilicos, surgid la idea de aumentar la
superficie de contacto entre el hueso y la protesis por medio de técnicas de implantacion sin

cementos.

Estas técnicas tienen como objetivo principal conseguir una mejor integracion y evitar
concentraciones de esfuerzos que permitan obtener andamios méas durables, basandose
principalmente en el crecimiento de aproximaciéon y de la integracion que experimenta el

tejido 6seo en las microestructuras abiertas [1].

La biocompatibilidad de la hidroxiapatita y la similitud de su estructura cristalina con el hueso
mineral son de gran interés para que se considere su uso en implantes ortopédicos [2]. El
concepto de implantes porosos que desarrollen o sean completamente de hidroxiapatita, con
tamafios de poro y porosidades interconectadas similares a las de la estructura désea, ha sido
introducido de manera reciente [3]. A consecuencia de que la hidroxiapatita puede ser
absorbida por los osteoblastos, se produce una fijacion excelente de la prétesis debido a la
formacion de interfaces indefectibles entre el hueso y el implante o su recubrimiento. Estos
implantes ofrecen propiedades inertes y estabilidad mecénica en la interface desarrollada
cuando el hueso crece dentro de los poros dando como consecuencia reparacion

osteointegrada.

Sin embargo, los ceramicos porosos estan limitados para aplicaciones de baja o nula carga;
cuando la carga no es un requerimiento primario, los cerdmicos porosos inertes, pueden

proporcionar un implante funcional [4].

En las estructuras porosas, el tamafio minimo de los poros deben permitir la integracion
mediante el crecimiento de los vasos sanguineos y capilares que aseguren la irrigacién de las
células dseas. El potencial regenerativo del tejido de los biomateriales se ha demostrado in

vivo y en la practica clinica; los biomateriales investigados para este uso han sido ciertas



composiciones de vidrios bioactivos que ofrecen la capacidad para adaptarse a los tejidos
blandos y/o duros, regenerandolos.

El vidrio bioactivo Bioglass® 45S5 es el que presenta el mayor potencial para ser usado como
materia prima en la fabricacion de andamios regenerativos y para ser implantado en una gran
cantidad de componentes del sistema 6seo humano. Estudios recientes han demostrado que
entre mas poroso sea un vidrio bioactivo, mayor sera su capacidad para regenerar el tejido

humano por medio de la produccion de hidroxiapatita. [5].

En la actualidad existen tres técnicas para producir espumas de biovidrio; la técnica de la

réplica, la técnica de sacrificio y la técnica de espumado directo. [6]

En el presente trabajo, se sinterizaron y estudiaron espumas de biovidrio 45S5 mediante un
proceso de tecnologia de polvos, el cual consiste en tres etapas; espumado, pirolisis y
sinterizado. Como primera etapa se hicieron pruebas de espumado con diferentes relaciones
ligante/espumante/biovidrio, para elegir la relacién 6ptima y comenzar la produccién de las
espumas para las pruebas posteriores de caracterizacion microestructural, resistencia mecénica
y bioactividad. El estudio de bioactividad se realiz6 in vitro por inmersion de las espumas de
biovidrio en fluido corporal simulado (SBF — Simulated Body Fluid) y se caracterizaron
posteriormente para determinar la formacion de la capa de hidroxiapatita fundamental para
determinar la capacidad bioactiva de las espumas.

El tema de estudio se desarrolld6 en esta tesis en capitulos. ElI Capitulo 1 incluye la

introduccidn, la justificacion, los objetivos, la hipotesis y las metas del proyecto.

En el Capitulo 2, se presentan generalidades sobre los biomateriales y la ingenieria de tejidos,
se habla también sobre las primeras investigaciones que dieron como resultado la formulacion
de los vidrios bioactivos y se realiza una revision sobre el estudio de la bioactividad de varios
tipos de andamios de vidrio bioactivo con aplicaciones de protesis Gseas con respecto a la

porosidad y resistencia mecanica, asi como el método de fabricacion.

El Capitulo 3, corresponde a la descripcion de la metodologia experimental empleada en la
fabricacion de las espumas de biovidrio y las técnicas empleadas para la caracterizacion del
polvo y las espumas de biovidrio 45S5. Las técnicas experimentales de caracterizacion

incluyen la difraccion de rayos X (DRX), fluorescencia de rayos X (FRX), microscopia
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electronica de barrido (MEB), microanalisis por espectroscopia de rayos X de energia
dispersiva (EDS), espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y microtomografia (uCT); la

caracterizacion de las espumas se realizo antes y después de la inmersion en SBF.

En el Capitulo 4, se reportan y se discuten los resultados obtenidos, asi como la comparacion
de los resultados de la presente investigacion con los resultados reportados en la literatura por
varios investigadores en el &rea de la ingenieria de tejidos, lo cual conduce a la formulacién de
conclusiones y recomendaciones para trabajo futuro que se resumen en el Capitulo 5.
Finalmente, la ultima seccion corresponde a las referencias consultadas y revisadas en la

realizacion del presente trabajo.

I.1 Objetivos
Objetivo general

Estudiar la bioactividad de espumas de biovidrio 45S5 por medio de inmersién en fluido
corporal simulado, que cumplan con los criterios de resistencia mecénica y estructura de una
matriz tridimensional, obtenidas por un proceso novedoso de tecnologia de polvos,

controlando la relacién de espumante/ligante/biovidrio.
Objetivos particulares

= Estudiar la relacion masica espumante/ligante/biovidrio en la estructura celular de las

espumas de biovidrio.

= Estudiar la resistencia mecanica a la compresion de las espumas de biovidrio y su

relacion con las caracteristicas morfoldgicas de las estructuras porosas.

= Estudiar la bioactividad de las espumas de biovidrio, mediante ensayos in vitro por

inmersion de probetas en fluido corporal simulado (SBF).

= Comprobar la formacion de la capa de hidroxiapatita en las espumas de vidrio

bioactivo por medio de MEB.
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1.2 Justificacion del tema

A lo largo del dltimo siglo, se han mejorado de manera importante las condiciones sanitarias
de los espacios clinicos y protocolos médicos, aumentando la esperanza de vida de los
individuos. Por lo tanto, la piramide demografica de edades de estos paises ha sufrido cambios
importantes. En efecto, la poblacion mundial tiene y seguird teniendo una tendencia muy
marcada al envejecimiento con lo cual incrementa el riesgo de enfermedades y de defectos
0seos. A causa de la osteoporosis, enfermedad que consiste en una baja del contenido mineral
del hueso, el hueso se vuelve mas fragil y el riesgo de fracturas causadas de accidentes

domeésticos cada dia es mas elevado.

El dafio total o parcial de tejido y la pérdida de la funcion de un érgano se encuentran entre

los problemas mas graves y costosos de la salud humana.

Si nos enfocamos en el sistema 6seo, hay una infinidad de casos en los que la pérdida no es

total sino parcial y no hay maneras efectivas de bajo costo para resolver el problema.

Hoy en dia existe una baja disponibilidad de donantes mientras que la mayoria de los defectos
del hueso se curan empleando autoinjertos. En estas practicas, el material 6seo se extrae de los
huesos del mismo paciente, con lo cual existen riesgos de afeccidon de la zona en la que se
extrae y la posibilidad de operar al paciente dos veces. Se ha intentado desarrollar técnicas
empleando aloinjertos 0 xenoinjertos pero existe el riesgo de transmision de enfermedades, lo
gue hace que la demanda en biomateriales sintéticos de sustitucion aumente cada afio, éstos
son costosos y no se producen con suficiencia, mientras tanto, cada afio muere un gran

namero de pacientes en listas de espera. [7]

Debido a que hay partes especificas de huesos que requieren mejores propiedades mecénicas y
mayor porosidad, basados en la ingenieria de tejidos, el presente estudio pretende optimizar
espumas bioactivas con porosidad interconectada para restaurar, mantener o mejorar la
funcién de un componente 6seo mediante la creacion de sustitutos bioldgicos que incluyan el

crecimiento de células.
1.3 Hipotesis

La composicion del biovidrio 45S5 cumple con los requerimientos biolégicos para ser usado

en la obtencion de andamios regenerativos. A través del control de la relacién espumante-
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ligante-biovidrio, se pretende obtener mediante un proceso de espumado, estructuras celulares
con propiedades mecénicas y de bioactividad semejantes a las del hueso esponjoso humano

para ser empleadas como implantes ortopédicos.
1.4 Meta del proyecto

Sintetizar espumas de biovidrio 45S5 mediante tecnologia de polvos logrando que tengan
propiedades muy parecidas a las del hueso esponjoso humano y lograr la formacion de una

capa de hidroxiapatita en su superficie mediante la inmersion en SBF, éstas son:
» Esfuerzo de compresion: de 2 a 10 MPa.
«  Densidad: entre 0.1y 1 gr/cm®.
» Porosidad interconectada: Mayor al 60%.

« Tamafo de poro: 100-500 pm.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

11.1 Los biomateriales

11.1.1 Definicion de biomaterial

Los biomateriales se pueden definir como materiales bioldgicos comunes tales como piel,
madera, o cualquier elemento que reemplace la funcion de los tejidos o de los drganos
vivos. En otros términos, un biomaterial es un material no viable usado en un dispositivo

medico, destinado a interactuar con sistemas biolégicos. [8]

Los biomateriales se implantan con el objeto de reemplazar y/o restaurar tejidos vivientes
y sus funciones, lo que implica que estén expuestos de modo temporal o permanente a
fluidos del cuerpo, aunque en realidad pueden estar localizados fuera del propio cuerpo,
incluyéndose en esta categoria, la mayor parte de los materiales dentales que

tradicionalmente han sido tratados por separado.

Debido a que los biomateriales restauran funciones de tejidos vivos y érganos en el
cuerpo, es esencial entender las relaciones existentes entre las propiedades funcionales y
estructurales de los materiales biolégicos. Los dispositivos como miembros artificiales,
amplificadores de sonido para el oido y protesis faciales externas, no son considerados

como implantes. [9]
Los requisitos que debe cumplir un biomaterial son:

« Ser biocompatible, es decir, debe ser aceptado por el organismo, no provocar que

éste desarrolle sistemas de rechazo ante la presencia del biomaterial.
» No ser toxico, ni carcindgeno.
« Ser quimicamente estable (no presentar degradacion con el tiempo).
« Tener una resistencia mecanica adecuada.
» Tener un tiempo de fatiga adecuado.
» Tener densidad y peso adecuados.

« Tener un disefio de ingenieria perfecto; esto es, el tamafio y la forma del implante

deben ser los adecuados.



» Ser relativamente barato, reproducible y facil de fabricar y procesar para su

produccion en gran escala. [9]

11.1.2 Generalidades de los biomateriales

Dentro de la ciencia de los biomateriales la rama de los biomateriales es una de las que ha
despertado mayor interés para su investigacion basica y su desarrollo tecnoldgico. La ciencia
de los biomateriales se considera como uno de los prototipos mas caracteristicos de campos de
investigacion y desarrollo totalmente interdisciplinario, cuyo crecimiento méas espectacular se

ha producido predominantemente durante las dos Gltimas décadas. [10]

El area de biomateriales ocupa una posicion especial entre la Medicina, Biologia, Fisica,
Quimica e Ingenieria, de tal forma que desde un punto de vista académico se considera a la

Biotecnologia y la Bioingenieria como dos disciplinas estrechamente interconectadas. [11]

Quiza uno de los principales incentivos del desarrollo de la Ciencia de Biomateriales ha sido
la imperiosa necesidad de encontrar, desarrollar y utilizar materiales biocompatibles, es decir,
aquellos que induzcan una respuesta apropiada con el medio fisioldgico. [12]

Los biomateriales pueden ser naturales o sintéticos. Los naturales son en general complejos,

heterogéneos y dificilmente caracterizables y procesables. [13, 14, 15]

11.1.3 Clasificacién de los biomateriales

Los Biomateriales se pueden clasificar de dos maneras diferentes. Por un lado, se pueden

considerar en funcién de la respuesta del organismo, como se muestra en la tabla 11.1.

Los materiales inertes presentan la ventaja de ser mas resistentes pero no interactan con el
cuerpo, por lo cual no son reconocidos como parte de éste por el sistema inmunolégico. Estos
pueden también producir una inflamacién de los tejidos cercanos debido a las reacciones que
se producen con cuerpo humano. En cambio, los materiales bioactivos tienen una interaccién

fuerte con el cuerpo mediante su superficie.
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Tabla I1. 1 Clasificacion de los Biomateriales segun su tipo de respuesta.

Tipo de material

Tipo de respuesta

Inertes

Sin respuesta

Bioactivos

Interactivos

Respuesta especifica predisefiada (crecimiento

del tejido, adhesion)

Bioactivos viables

Respuesta como tejido normal (absorcion y/o

remodelacion)

Bioreabsorbibles

Respuesta positiva, interaccion con el tejido y

degradacion quimica con el tiempo

Los materiales bioreabsorbibles presentan la propiedad de degradarse quimicamente,

absorbiéndose de forma controlada y siendo remplazados por el tejido nuevo. [16]

Por otro lado, se puede considerar la naturaleza de los materiales mismos, en funcion de su

estructura (metalicos, cerdmicos, polimeros, vidrios y compdsitos) como se presenta en la

tabla I1.2.

Tabla I1. 2 Clasificacion de los Biomateriales en funcién de su estructura.

Tipo de material Caracteristicas
Metales Atomos unidos por enlaces metalicos.
Polimeros Moléculas unidas en cadenas largas.
Ceramicos Compuestos inorganicos unidos por enlaces
iGnicos y covalentes
Vidrios Ceramicos de estructura amorfa
Compositos Mezclas de los tipos anteriores
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11.1.4 Los biomateriales ceramicos y sus aplicaciones biomédicas

Las ceramicas son solidos inorganicos cristalinos o amorfos como los vidrios, de densidad

generalmente mas baja que la de los metales y mas alta que la de los polimeros.

Presentan también un alto punto de fusidn, una dureza alta, una resistencia mecanica mas alta
frente a compresion que a tensién y una fragilidad elevada debida a la facil propagacion de
defectos en su estructura. La Figura 2.1 muestra las posibles aplicaciones de los biomateriales

ceramicos. [17]

Aplicaciones biomedicas de

inertes Reabsoirbibles, Bioactivos Superficies bioactivas

Hidroxiapatita
Fosfatos e Hidroxiapatitas sinterizada, vidrios
de baja cristalinidad. bioactivosy vitroceramicos
bioactivos.

Al ,0; Zr 0, TiO,

Fig 2. 1 Aplicaciones biomédicas de los materiales cerdmicos. [16]

11.2 Composicion de los tejidos duros del cuerpo humano

Los tejidos duros del ser humano, huesos y dientes, estan constituidos por un compuesto a
base de fosfato de calcio, de estructura y composiciéon muy similar al mineral denominado
Hidroxiapatita (HA) y una matriz organica de diversos colagenos principalmente el colageno
tipo 1 y células 6seas. Los huesos humanos (cortical y esponjoso) estan constituidos por
microcristales de HA en un 60-80% en forma de fibras hexagonales de dimensiones variables

y una matriz proteica de colageno embebido en agua. ElI armazén del hueso vivo esta
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formandose continuamente y deshaciéndose por accién de las células dseas (osteoblastos-
osteoclastos). Los osteoblastos van formando hueso nuevo mientras los osteoclastos van

disolviendo el hueso [18].

Una caracteristica relevante del hueso es su capacidad regenerativa, sin embargo, en muchos
casos debido a las dimensiones del dafo se hace necesario el uso de materiales adecuados para
reconstruir la parte afectada; es por eso que en la cirugia ortopédica y maxilofacial es
necesario realizar resecciones masivas de tejido 6seo debido principalmente a infecciones,
tumores, traumas, etc., Esto conlleva irremediablemente a dejar cavidades Oseas extensas
debilitadas debido a la pérdida del hueso. Estas cavidades ocasionan complicaciones tales
como la aparicion de fracturas patoldgicas, osteoporosis, reactivaciones de infecciones 6seas,
entre otras. Para evitar estas complicaciones se recurre a la colocacion de injertos 6seos. Los
injertos son parte de tejidos frescos, extraidos de algin paciente o donador. El uso del
autoinjerto tiene las limitaciones propias del paciente, ya que muchas veces no se puede
extraer una gran cantidad debido a consecuencias de una doble lesion, por lo tanto, no es
suficiente para rellenar cavidades extensas, aunque éste es el mejor injerto o implante. Otra
alternativa es utilizar aloinjertos, para ello, se realizan pruebas de compatibilidad, con la
finalidad de corroborar, si el tejido es apto para la persona receptora, asi como pruebas de
algunas enfermedades que se puedan trasmitir por el injerto. Por Gltimo, estan los xenoinjertos
estos son aun mas dificiles y complicados de colocar, toda vez, que han sido aceptados por el

huésped receptor; ya que provienen de otras especies de animales diferentes al humano.

La HA es conductora y bioactiva, esto quiere decir que sirve como base para el crecimiento
6seo y se une quimicamente al tejido vivo, pero las células que se unen al material pueden

permanecer en ella sin llevar a cabo una division o crecimiento.
11.3 Las funciones del tejido 6seo
» Sostén: Permite sostener los tejidos blandos. [18-20].

« Proteccion: Protege organos vitales como los pulmones, el cerebro, la médula, la

columna, entre otros, contra las solicitaciones mecéanicas importantes. [17].

» Movilidad: Permite el movimiento de los vertebrados gracias a los enlaces que forma

el tejido 6seo con los musculos [20].
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« Homedstasis mineral: Permite la regulacion del metabolismo de ciertos iones (Ca*",
Na*, H", Mg®*, P>) [21].

« Hematopoyesis: Produce las células sanguineas [21].
11.4 El hueso como tejido

El hueso es un tejido vivo y tiene capacidad para remodelarse. ElI hueso es capaz de
reconstruirse después de haber sufrido un esfuerzo mecénico o una deficiencia bioldgica que
resulta en la formacion de un defecto. Sin embargo, cuando el defecto creado por tales

causantes es demasiado grande, el hueso se ve incapaz de autoregenerar su estructura [17, 18].

Debido a la imposibilidad del hueso para auto repararse cuando los defectos son grandes, la
comunidad cientifica probd incorporar injertos 6seos en el defecto, los cuales pueden ser

estables o bioactivos [22].

El hueso constituye uno de los tejidos mas duros del cuerpo humano junto con la dentina.
Desde un punto de vista estructural, estd organizado a varios niveles de tal manera que lo
podemos considerar como un nano-compuesto con propiedades bioldgicas y biomecéanicas
muy peculiares que han sido imprescindibles para el desarrollo de los vertebrados y, mas

precisamente, del ser humano [19].

11.4.1 Los tipos de hueso
En el cuerpo humano se pueden distinguir diferentes tipos de hueso, segun sus densidades,
formas y propiedades mecénicas. En la Figura 2.2 se observa una de las clasificaciones, segun

su forma en largos, cortos y planos [23].

También se puede distinguir entre dos tipos de hueso. El primer tipo, es el hueso compacto o
cortical que constituye la diafisis, es decir, la parte alargada de los huesos largos entre las
epifisis. Esta es la parte mas densa del hueso y presenta una microporosidad baja. EI segundo
tipo, es el hueso esponjoso o trabecular, que compone las epifisis, 0 sea, las partes extremas
del hueso largo. El hueso trabecular constituye la parte menos densa del hueso ya que tiene
una macroporosidad alta. En la Figura 2.3 se muestran las partes del hueso que se han
indicado.
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Huesos largos Huesos cortos Huesos planos

Fig 2. 2 Tipos de huesos dependiendo de su forma [23].

Huesos largos

Linea
epifisaria

Fig 2. 3 Tipo de hueso dependiendo de su densidad.

En el ambito macroscopico, el hueso tiene una apariencia razonablemente densa (hueso duro o
cortical), el cual constituye la mayor parte estructural de los huesos largos tales como el
fémur, la tibia, etc. y también se encuentra en la forma conocida como hueso trabecular o
esponjoso, que es mas poroso Yy es encontrado en las costillas, pelvis y extremos de los huesos
largos. [24]

La razon principal por la cual no se usan los huesos como implantes esta en el hecho de que no
siempre esta disponible la cantidad necesaria de hueso natural para realizar el implante. [25]

11.4.2 Organizacion del tejido 6seo y la matriz extracelular
El hueso es un material organizado a varios niveles y tiene una fase organica y otra inorganica,
ademas, las dimensiones de uno de sus niveles son nanométricas, con lo cual se puede

considerar que es un material nano compuesto [18].
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La parte inorganica se compone casi totalmente de hidroxiapatita, la cual se dispone en forma
de unas laminillas de tamafio nanométrico. Entre dichas laminillas se ubican las lagunas con
los osteocitos. El conjunto laguna-osteocito se Ilama osteoplasto, y desde cada osteoplasto se
irradian canaliculos (conductos muy delgados) ramificados que los comunican y ademas
permiten la nutricion de los osteocitos. Esta comunicacion es esencial para la supervivencia de
los osteocitos, ya que éstos se encuentran rodeados de matriz mineralizada que no les difunde

nutrientes. La Figura 2.4 presenta la organizacion del tejido 0seo.
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®) Cipsula © fundamental)
protectora

Fig 2. 4 Estructura interna del hueso. [18]

I1.5 La ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos ha sido definida como la aplicacion de los principios cientificos para
el disefio, construccion, modificacion y crecimiento de los tejidos vivos utilizando
biomateriales, células y factores, solos 0 combinados. Representa un nuevo e interdisciplinario
campo que aplica un conjunto de métodos, materiales de ingenieria y ciencias de la vida para

crear construcciones para regeneracion de tejido nuevo. [26]

La ingenieria de tejidos, aplica métodos de la ingenieria y de las ciencias de la vida para crear

elementos artificiales que dirijan la regeneracion del tejido, esta area ha atraido a numerosos
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cientificos y cirujanos con la esperanza de tratar pacientes de una manera minimamente
invasiva y menos dolorosa. El paradigma de la ingenieria de tejidos consiste en aislar células
especificas a traves de una pequefia biopsia del paciente, para hacerlas crecer en un andamio
tridimensional bajo condiciones de cultivo controladas apropiadamente, a fin de trasplantar
este conjunto a la zona deseada del cuerpo del paciente, y para dirigir la formacion del nuevo
tejido dentro del andamio que puede ir degradandose a través del tiempo. [27]

Lo anterior es mostrado en la Figura 2.6.

:ﬁ\ (SN ve
andamio i ¥
regenerativo > \ — (
implante hueso sano

Fig 2. 5 Estrategia de ingenieria de tejidos. [27]

El campo emergente de la ingenieria de tejidos ofrece nuevas posibilidades de tratamientos
qgue podrian mejorar la cura del tejido dafiado sin las limitaciones e inconvenientes de los
tratamientos actuales. El propoésito de la ingenieria de tejidos es el de restituir la estructura y
funcion de un defecto por medio del uso de la respuesta natural de cura del cuerpo humano,
conjuntamente con un tratamiento que utilice uno o mas de los siguientes tres elementos:
células, moléculas de sefializacion y andamios. Entonces, un defecto 6seo puede ser
reemplazado potencialmente por tejido 6seo natural con una union y restauracion de la funcion

completa, sin el uso de implantes permanentes. [28]
11.5.1 Estrategias de la ingenieria de tejido 6seo

La ingenieria de tejidos busca combinar la tecnologia de la ingenieria con los principios de las
ciencias biologicas para desarrollar nuevas estrategias para la reparacion y regeneracion del

tejido perdido o dafiado. Sus estrategias se pueden dividir en tres categorias: [29]
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1- Basada en células.
2- Basada en factores de crecimiento.
3- Basada en matrices.

En la practica, la mayor parte de los trabajos experimentales implementan mas de una de estas
estrategias juntas. Por ejemplo, un andamio biodegradable puede estar disefiado para
transportar células a un defecto mientras libera factores de crecimiento al tejido circundante a

medida que se degrada. [30]

En el campo de la ingenieria de tejidos, estas estrategias requieren la interaccion entre
elementos ontogénicos, osteoinductivos y osteoconductivos. Por ejemplo, un andamio
osteoconductivo puede dar soporte mecanico, permitir que las células se adhieran, facilitar la

vascularizacion y actuar como vehiculo para las células y los factores de crecimiento.

Para lograr un tratamiento efectivo en la regeneracion del tejido éseo, un dispositivo disefiado

dentro del campo de la ingenieria de tejidos debera cumplir con los siguientes requerimientos.
1- Proveer de resistencia mecanica de manera temporal en el area afectada.
2- Actuar como un substrato para la deposicion y crecimiento de los osteoides.
3- Poseer una estructura porosa que permita la vascularizacién y el crecimiento dseo.

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

estimular su actividad para la regeneracion y reparacion.

5- Degradarse de manera controlada para facilitar la transferencia de la solicitacion

mecanica al hueso en formacion y para permitir su crecimiento dentro del defecto.
6- Degradarse liberando productos no toxicos que puedan ser eliminados por el cuerpo.
7- No causar una respuesta inflamatoria significativa.
8- Ser esterilizable sin perder su cualidad de bioactivo. [31]
11.5.2 Andamios para ingenieria de tejidos

Las estrategias de la ingenieria de tejidos 6seos que estan basadas en factores de crecimiento y
en células, proveen del componente osteogenico y osteoinductivo para un potencial

tratamiento de dafios severos del hueso o pérdida del mismo. En ambos casos, un andamio
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preparado a partir de un biomaterial es esencial para llenar el defecto y para actuar como
transportador de las células y/o de los factores de crecimiento utilizados en la reparacion del

defecto.

Adicionalmente, el andamio debe proveer de soporte mecanico temporal, tener
osteoconductividad, una arquitectura porosa, una capacidad de degradacién controlada,
biocompatibilidad por si mismo y de los productos que libera durante su degradacion, y debe

poder ser esterilizado. [32]
Requerimientos en el disefio

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

permitir una reparacion correcta del tejido.

Para ello, se requiere de una estructura porosa que permita el crecimiento del hueso y la
vascularizacion a través del andamio. Idealmente, un andamio debe estar disefiado para
maximizar la porosidad manteniendo unas propiedades mecanicas suficientes, y poseer poros

interconectados en el rango de tamarios de 50-700 pum. [33]

Este tipo de estructura debe proveer una elevada area superficial para la adhesion, crecimiento
y desarrollo de la funcion de las células, y al mismo tiempo, espacios vacios de un tamafio
suficiente para permitir la formacion del hueso y la vascularizacion. Un biomaterial que pueda
ser formado por inyeccidn ofrece la ventaja adicional de la fabricacion de implantes de formas

irregulares mediante el uso de moldes o de su inyeccion directa en un defecto. [33]

Los ceramicos porosos son producidos mediante la adicion de una segunda fase que se
descompone antes de llevar a cabo la densificacion, dejando atrds cavidades o poros. [34] o
mediante la transformacion de organismos naturales porosos, coral a hidroxiapatita por

procesado hidrotérmico. [35]

El andamio tampoco deberd producir una respuesta inflamatoria significativa que pueda

resultar en la formacion de una céapsula fibrosa alrededor del implante, de lo contrario este se
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vuelve inefectivo. Una respuesta toxica del tejido circundante al biomaterial causaria la muerte

celular y agravaria el dafio.

Finalmente, el biomaterial del andamio debe ser esterilizable sin que éste pierda su
funcionalidad, es decir, el proceso de esterilizacién no debe alterar la composicion quimica del
material, ya que esto podria afectar su bioactividad, biocompatibilidad y sus propiedades de
degradacion. [33]

11.6 Clasificacion de los sustitutos 6seos

La clasificacion de los materiales utilizados como sustitutos 0seos dada por bidlogos y
cirujanos es muy distinta a aquella utilizada por los cientificos de materiales y esta basada en
la relacion existente entre el hueso y el material después de ser implantado.

Los materiales osteoconductivos son disefiados para proveer de un medio de guia al
crecimiento del hueso. El hueso estd en contacto con el material sin ninguna interposicion de
células o tejidos. Su valor depende de la capacidad del lugar del implante de proveer un tejido
reparador que contenga osteoblastos o células madres pre-diferenciadas de los osteoblastos

para su posterior colonizacion. [36]

Los materiales osteoinductivos acttan en la diferenciacion de las células que se encuentran
préximas. Ellos, son capaces de inducir una evolucién de células multipotenciales. De manera
sencilla, estos tipos de materiales son capaces de inducir la formacion de hueso y por tanto

participan en este proceso de manera activa. [36]
11.7 Vidrios bioactivos y su relacion con el sistema 0seo

Ciertas composiciones de vidrios, ceramicos, vidrios cerdmicos y compuestos han demostrado
la capacidad de unién con el tejido 6seo. [37, 38, 39] Estos materiales se les conocen como

ceramicos bioactivos.

En 1971 Hench et al. [40] descubrieron que ciertas composiciones de vidrios se enlazan al
hueso. Desde dicho descubrimiento, se han llevado a cabo muchos estudios con propuestas
para su uso como implantes para la reconstruccion dsea. Se han establecido requisitos de
composicion en cuanto a la bioactividad de los vidrios del sistema Na,O-K,0-CaO-MgO-
B,03-P,05-SiO; sintetizados por fusion. Los requisitos son: menos del 59% mol de SiO, entre

el 14% vy el 30% mol de o6xidos alcalinos (Na;O + K;0) y entre el 14% y el 30 % mol de
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oxidos alcalinotérreos (CaO + MgO). Los vidrios descubiertos por Hench et al, ademas de ser
bioactivos mostraron tener una alta reabsorcion en el cuerpo [41]. La principal desventaja que

tienen, es que sus propiedades mecanicas son bastante bajas.

Los vidrios bioactivos son amorfos, compuestos de silicatos que se unen a los huesos y

estimulan el crecimiento de hueso nuevo, mientras se van disolviendo con el tiempo.

La dependencia composicional de la union dsea de los vidrios de composicion Na,O-CaO-
P,05-SiO; se ilustra en la Figura 2.6. Todos estos vidrios contienen 6 % en peso de P,Os. Las
composiciones en el centro del diagrama (region A) forman una union con el hueso.
Consecuentemente, la region A, es llamada el limite bioactivo de union dsea. Los vidrios a
base de silicatos estdn dentro de la region B (vidrios de ventanas, botellas, portaobjetos de
microscopios) se comportan de una manera casi inerte y provocan un encapsulamiento del
tejido fibroso en la interface implante-tejido. Los vidrios dentro de la region C son
reabsorbibles y desaparecen en el rango de 10-30 dias después del implante. Los vidrios
dentro de la regién D no son tedricamente précticos y por lo tanto no han sido analizados
como implantes. El vidrio bioactivo tipo 45S5 se encuentra dentro de la region A debido a que

forma una unién con el hueso.

¢ Adhesion del hueso
* Encapsulacion de tejido fibroso
* Disolucidon

* No hay formacion de vidrio

Naz 0O

Fig 2. 6 Clasificacion de los vidrios dependiendo su composicion en el diagrama ternario SiO,-Na,O —CaO. [41]

Los materiales candidatos para ser vidrios bioactivos son:
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* 4555 Bioglass ® (46.1% SiO,, 24.4% NaO, 26.9% de Ca0, 2.6% de P,0s, en% mol),
que fue el primer material descubierto para formar un enlace interfacial con tejidos del

huésped; éste se implanto en ratas por Hench et al. en 1971. [40]
* Perioglas ®, que se utiliza para llenar defectos periodontales. [42]

* NovaBone ® (NovaBone Corp., Alachua, Florida), que se utiliza en aplicaciones

ortopédicas. [42]

» Hay dos maneras de producir vidrio bioactivo: la tradicional fusion y temple y el

proceso sol-gel.

Los implantes de Bioglasse también se han utilizado en el remplazo de partes del hueso dafiado del

oido medio, restaurando la audicién a los pacientes. [43]

El interés de los vidrios bioactivos ha sido expandido desde su descubrimiento inicial y ahora
no sélo se centra en la union del hueso, sino también en su potencial osteogénico y sus

aplicaciones en ingenieria de tejidos.
11.7.1 Evaluacién de la bioactividad

Los materiales bioactivos presentan una caracteristica comun en la interface con el hueso
después de su integracion. [44] Por ejemplo, el vidrio bioactivo 45S5 revela una capa de
apatita en la interface que es mediadora de la integracién con el hueso.

Evaluaciones histoldgicas in vivo muestran que esta capa de apatita se forma en la superficie
de estos materiales en una etapa temprana del periodo de inmersion, y que mas tarde la matriz
Osea se integra a esta apatita. Esta capa de apatita consiste en cristales nanométricos de una
apatita que contiene iones de carbono, una estructura defectuosa y baja cristalinidad. [45]
Estas caracteristicas son similares a las de la fase mineral del hueso y, entonces, las células
encargadas de la regeneracion del hueso, pueden proliferar en la apatita y diferenciarse para
formar una matriz extracelular compuesta por apatita bioldgica y colageno. Como resultado, el
hueso circundante se encuentra en contacto directo con la superficie de la capa de apatita.
Cuando este proceso ocurre, se crea un enlace quimico entre el hueso mineral y la superficie

de apatita para disminuir la energia interfacial existente entre ambas.

35



Algunos materiales artificiales que son implantados en defectos 6seos son aislados por medio
de una capsula fibrosa, y por tanto, no pueden estar en contacto con el hueso.

Después de que se demostré que algunos vidrios bioactivos crean espontaneamente enlaces
con el hueso sin formar capsula fibrosa [45], surgid el concepto de bioactividad y numerosos

tipos de materiales han sido estudiados buscando determinar sus propiedades bioactivas.

La realizacién directa de estudios in vivo en animales con este fin resulta una practica muy
costosa, ademas que supone el sacrificio de muchos animales. Por este motivo, se requieren
métodos de evaluacion de la bioactividad in vitro, que brinden informacion preliminar,

evitando el sacrificio innecesario de animales.

El proceso de formacidn de la capa apatica estd formado por 4 etapas mostradas en la Figura

2.7 y descritas a continuacion.

Etapa 1: Lixiviado y formacion de silanoles (SiOH). Réapido intercambio de Na* o K™
con HzO ™. Si-O-Na" + H" + OH = Si-OH" + Na" (solucién) + OH"

e Etapa 2: Pérdida de silica soluble y formacion de silanoles. Se rompe la cadena Si-O-

Si-O-Si y pierde silica soluble en forma de Si (OH),,
Si-0-Si+H,0 = Si-OH+0OH-Si

e FEtapa 3: Policondensacién de Si (OH), para formar una capa de gel de silica
hidratada. La capa con pocos cationes alcalinos y alcalinotérreos se condensa y
repolimera de SiO,

o] o o] o
| | |
C=Si =0H + HO=-Si-C —» C-— 5i-0-5i-C + HO

| | |

@] o] a o]
e Etapa 4: Formacion de la capa de Fosfato de calcio amorfo. Migracién de Ca 'y PO en
grupos, a traves de la capa rica en SiO, formando Ca-P,Os en la parte superior de la
capa de SiO, esto es debido a la incorporacién de calcio soluble y fosfatos provenientes

de la solucion.
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e Etapa 5: Cristalizacion de la capa de Hidroxiapatita. Se incorporan aniones de OH,
COs? 0 aniones de F* provenientes de la solucién para cristalizar la capa amorfa de Ca
P,Os y formar la Hidroxiapatita. Caio (PO4)s(OH),

Etapa 1 SBF Etapa 2 SBF
Etapa 5 SBF
o H0* sit* sit S —
OH [OH ©OH \OH OH |OH Hidroxipatita cristalina
0 0 0 o W NG ON
Si Si A Si S Si Si Si Si Si
vidrio \idrio
Eta:_ﬂ 3 SBF Etapa 4 SBF
Caga.ge i':rﬁo de Capa de Silicato de
alcio Amérfo HPO)' calcio Amérfa. Ca?t
™ | 4

vidrio

vidrio vidrio

Fig 2. 7 Proceso de formacién de la capa apatica. Adaptado [46]

11.7.2 Simulated Body Fluid (SBF) [45]

En el afio 1991, Kokubo propuso que el requisito principal para que un material artificial
pudiera crear un enlace directo con el hueso, era la formacion de una capa de apatita similar a
la del hueso en su superficie, después de ser implantado en un ser vivo. Segin Kokubo, esta
formacion puede ser reproducida en un fluido corporal simulado que contiene concentraciones
de iones casi iguales a las del plasma sanguineo humano [45] en una solucion tampén de TRIS
(tri-hidroximetil-aminometano, es una solucién buffer bioldgica sensible al pH de cualquier
tipo de fuente durante un proceso bioldgico). El estudio de Kokubo fue muy relevante ya que
significaba que la bioactividad de un material podia ser prevista por medio de la formacion de
apatita en su superficie cuando éste se sumergia en SBF. Desde entonces, la bioactividad de
muchos tipos de materiales ha sido evaluada por inmersion en fluido corporal simulado (SBF).

En la tabla I1.3 se muestran los componentes y proporciones del SBF.

Se ha demostrado que para varios tipos de materiales, la formacion de apatita en la superficie
del material al ser sumergido en SBF, presenta una buena correlacién con su comportamiento
bioactivo en estudios realizados in vivo [45].
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Tabla I1. 3 Reactivos y cantidades que conforman la Solucién SBF. mM (=mmol/dm?).

. Fluido corporal Sangre
Reactivo Ca?t;?ad lon simulado (SBF) humana
J (MM) (MM)
NaCl 8.036 Na* 142 142
NaHCO; 0.352 K* 5 5
KCI 0.225 Mg** 15 1.5
K,HPO,3H,0 0.23 Ca* 2.5 2.5
MgCl,6H,0 0.311 cr 147.8 103
1.0M HCI 40mL HCO? 4.2 27
CaCl, 0.293 HPO4* 1 1
Na,SO, 0.072 S04* 0.5 0.5
pH a
(CH,OH)CNH, 6.063 36.5°C 7.4 7.25

11.8 Hidroxiapatita sintética

La hidroxiapatita sintética (HA) es un fosfato de calcio con una composicion quimica muy
similar a la del hueso humano, lo cual la hace biocompatible con los tejidos vivos. La
biocompatibilidad posibilita su uso en variadas aplicaciones médicas.

La hidroxiapatita, Caiox (POs)x (HPO4)sx(OH)2.x con 0<x<1, es el principal componente
inorganico del hueso de los vertebrados; también la encontramos en la dentina y el esmalte
dental. Este fosfato de calcio, que se puede obtener de forma sintética, presenta caracteristicas
de biocompatibilidad, no toxicidad, estabilidad quimica, osteoconduccién y bioactividad; tales
propiedades hacen al material muy practico para usos médicos [47]. La HA se puede usar
como reemplazo de partes pequefias de hueso, relleno de cavidades en odontologia,
recubrimiento de superficies de metales para implantes, refuerzo en materiales compuestos y
como liberador de medicamentos, entre otros. Para una aplicacion determinada se requieren

diferentes caracteristicas de la HA, como pueden ser su capacidad de reabsorcion o
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bioactividad. El estudio de la HA se ha realizado desde hace varias décadas. En 1958 se
propuso la estructura cristalina de la hidroxiapatita a partir del analisis de un monocristal. Este
fosfato cristaliza en el sistema hexagonal, grupo de simetria P63/m, con valoresde reda =b =
9.432 A y ¢ = 6.88 A (Figura 2.8). La relacion ideal Ca/P es 10:6 (1.6667), su densidad
calculada es de 3.219 g/cm® y sus propiedades mecénicas varian de acuerdo con el proceso de
manufactura; la HA policristalina tiene un médulo elastico alto, 40-117 GPa. [47]

Fig 2. 8 Estructura cristalina de la hidroxiapatita sintética. [47]

Una HA apropiada para cualquier aplicacion especifica debe controlar su composiciéon, las
impurezas, morfologia, cristalinidad, tamafio del cristal y de las particulas. Las variaciones
pequefias en las anteriores caracteristicas ocasionan diferentes comportamientos del material

implantado, tanto en su bioactividad y rango de disolucién como en su reabsorcion. [48]
11.9 Métodos para sintetizar cerdmicos porosos

Hasta el dia de hoy existen tres métodos principales para fabricar cerdmicos porosos, de los

cuales hay subdivisiones a su vez. Los tres métodos se describen a continuacion. [6]
11.9.1 Método de la replica

La tecnica de la réplica es considerada como el primer método usado para la fabricacion de
cerdamicos macroporosos. La invencién original data de principios de los 60°s, cuando

Schwartzwalder y Somers [49] comenzaron a utilizar esponjas poliméricas como moldes para
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preparar estructuras celulares de diferentes tamafios de poro, tipos de porosidades y

composiciones quimicas.

Desde entonces la técnica de la réplica con esponja se ha convertido en el método mas popular
para la produccion de ceramicos macroporosos y en la actualidad es extensivamente usado en
la industria para la fabricacion de filtros que son usados para el proceso del filtrado de metal
liquido y otras aplicaciones. El éxito de esta técnica radica en su simplicidad y flexibilidad
para producir ceramicos celulares. En la técnica de la réplica polimérica, una esponja
polimérica altamente porosa (poliuretano tipicamente) es inicialmente sumergida en una
suspension cerdmica hasta que los poros internos se llenan con el material cerdmico. Después,
la esponja impregnada se pasa a traves de rodillos con la finalidad de remover el exceso de la
suspension y permitir la formacion de una capa ceramica fina sobre las paredes de la
estructura celular original. En este paso, la mezcla tiene que ser lo suficientemente fluida para
poder ser parcialmente removida cuando los rodillos son utilizados, aunque el ceramico
remanente que recubre la estructura debera ser lo suficientemente viscoso para evitar goteo de
la suspensién. EI molde polimérico recubierto con el cerdamico es subsecuentemente secado y
pirolizado con cuidado a temperaturas entre 300 y 800 °C. Velocidades de calentamiento
menores a 1 °C/min son usualmente requeridas en este paso para promover la descomposicién
gradual y la difusion del material polimérico y asi evitar la acumulacion de presion dentro de
las paredes de la estructura [50]. Ligantes y plastizantes son usualmente adheridos en la
suspension inicial con la finalidad de proveer al recubrimiento ceramico resistencia suficiente
para prevenir fracturas de las paredes durante la pirolisis. Los ligantes tipicos que son usados
son: ortofosfato de aluminio coloidal, silicato de potasio y sodio, ortoborato de magnesio,
alimina hidratable, silice coloidal, entre otros. Una vez removido el molde polimérico, la capa
ceramica es finalmente densificada por sinterizacion bajo una atmdésfera apropiada en un rango
de temperaturas de 1100 a 1700 °C, dependiendo del material. Cerdmicos macroporosos de
diferentes composiciones quimicas han sido preparadas mediante la técnica de réplica con

esponja.

Este método se ilustra en la Fig. 2.9.
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Molde sintético o natural. Suspension ceramica
* © precusor ceramico

Fig 2. 9 Técnica de la réplica. [6]

11.9.2 Método del molde de sacrificio

Esta técnica consiste generalmente en la preparacion de un compuesto bifasico que comprende
una matriz continua de particulas de ceramica o precursores de cerdmica y una fase dispersa
de sacrificio que, inicialmente, se distribuye homogéneamente por toda la matriz y finalmente
es extraida para generar poros dentro de la microestructura, Fig. 2.10. Este método conduce a
materiales porosos que muestran una réplica negativa del molde original, contrario a la

morfologia positiva obtenida a partir de la técnica de réplica que se ha descrito anteriormente.

Adicién de la fase Secado, pirdlisis,
de sacrificio evaporacion.

Molde de sacrificio

Slnterlzado

Precusor ceramico, solido o liquido
(O) Material de sacrificio.

Fig 2. 10 Método del molde de sacrificio. [6]

El compuesto bifasico es cominmente preparado por: (a) compresion de una mezcla de polvos
de los dos componentes, (b) formando una suspensién de dos fases que se procesa
posteriormente por rutas himedas coloidales tales como deslizamiento, cinta o colada directa,
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0 (c) una impregnacion previa de preformas consolidadas del material de sacrificio con un pre

cerdmico o suspension de polimero ceramico.

La forma en que el material de sacrificio se extrae del compuesto consolidado depende
principalmente del tipo de formador de poros que se haya empleado. Una amplia variedad de
materiales de sacrificio se han utilizado como formadores de poros, incluyendo materias

orgénicas, naturales y sintéticas, sales, liquidos, metales, cerdmicas y compuestos [6]
11.9.3 Método del espumado directo

En este método, los materiales porosos se producen mediante la incorporacién de aire en una
suspension o un medio liquido, que, posteriormente, se mantiene con el fin de conservar la
estructura de burbujas de aire creadas, Fig. 2.11. En la mayoria de los casos, las espumas

consolidadas son posteriormente sinterizadas a altas temperaturas para obtener alta resistencia.

Incorporacidn
de gas

Espumado directo $ -. . $

Sinterizado

Secado

Suspensién céramica O Gas
o precusor cerdmico

Fig 2. 11 Método del espumado directo. [6]

La porosidad total de la espuma ceramica es directamente proporcional a la cantidad de gas
incorporado en la suspension o medio liquido durante el proceso de formacién de espuma. El
tamafio de poro, por el contrario, esta determinado por la estabilidad de la espuma hdmeda

antes de que el proceso se lleve a cabo.

Las espumas son sistemas termodinamicamente inestables que se someten a procesos de
coalescencia con el fin de disminuir la energia libre de la misma. Los métodos de espumado

son faciles y relativamente baratos. La estabilizacion de estas espumas es un paso importante
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en este método. Las espumas suelen ser estabilizadas con surfactantes para obtener ceramicos

porosos y que exhiban un tamafo de poro que va de los 35 um a 1.2 mm.

Las estructuras porosas fabricadas con este método tienen mayor resistencia mecanica que las
hechas con el método de la réplica debido a que éstas carecen de defectos puntuales en su

estructura. [6]
11.9.4 Método por tecnologia de polvos

Desarrollado por Lefevre y Thomas. [51] Este proceso, consiste en la mezcla en seco de los

polvos ceramicos o metalicos con un aglutinante polimérico sélido y un agente espumante.

La mezcla es entonces moldeada en la forma deseada y tratada térmicamente en un ciclo de

tres periodos como se muestra en la Figura 2.12.

©
O Aglutinante (]

Polvos metalicos o ceramicos Agente Espumante

-

Ny U

Mezclado

.—ff-’f-ﬁ\" .—'/h‘\\"w-.
==, il b .

a

- |

Compactacion

Ezpumado
Piralisis

-

Sinterizado

Fig 2. 12 Método por tecnologia de polvos. [51]
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Durante la primera etapa, que es el espumado, el aglutinante es fundido para crear una
suspension cargada con particulas cerdmicas o metalicas. Durante este periodo el agente
espumante se descompone Y libera un gas que expande la estructura, creando asi, porosidad
interconectada en la estructura. La segunda etapa que es la de pirdlisis, consiste en la
descomposicion del ligante polimérico a una temperatura intermedia. La tercera etapa, que es
la de sinterizado, se realiza para proveer resistencia mecanica a la espuma. La estructura de las
espumas puede ser modificada mediante cambios en la formulacion o con la variacion de las

condiciones de espumado Yy/o sinterizado.

Este proceso ha sido exitosamente utilizado para la obtencion de espumas de diferentes

materiales como hierro, niquel, titanio y aleaciones Ti-6Al-4V. [52].

En la Figura 2.13 se puede observar una micrografia de una espuma de titanio con poros de
50 a 400pm.

Fig 2. 13 Micrografia de espumas de titanio para implantes biomédicos. [52]

11.10 Antecedentes

Cheung et al. [52] fabricaron las primeras espumas de Ti-6Al-4V por medio del método de
tecnologia de polvos, sinterizaron las muestras a 1300°C durante 2 h en una atmosfera de
Argon. En la Figura 2.14 se puede observar una morfologia homogénea y una estructura

altamente porosa obtenida por estos autores.
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Fig 2. 14 Morfologia de espumas de titanio para implantes biomédicos [52].

Chengtie et al. [53] fabricaron espumas por medio de la técnica sol- gel. Obtuvieron polvos
de MBG (Mesoporous bioactive glass) Si/Ca/P, relacién molar de 80/15/5, con un tamafio de

particula menor a 45 pm.

Las probetas obtenidas a partir de los polvos fueron sumergidas en SBF con concentraciones
de iones similares a las del plasma sanguineo humano que prepararon de acuerdo con el
método descrito por Kokubo et al [45]. Los andamios MBG fueron sumergidos en SBF a 37
°C durante 1 y 3 dias, en la proporcion de 0.2 g de andamio por 40 mL de SBF. Tres
muestras se utilizaron para cada tiempo de inmersion. La Figura 2. 15 muestra las imagenes
por MEB de la formacion de la capa de hidroxiapatita después de haber sido sumergidas en
SBF. Como se puede observar en la Figura 2.15 (a), el tamafio de las esferas fue de
aproximadamente 2um, pero estas esferas estan formadas por particulas nanométricas. En el
espectro de infrarrojo también se observaron las bandas caracteristicas de los enlaces P-O y Si-

O, caracteristicos de la hidroxiapatita.
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Fig 2. 15 Evolucion de la capa apatica en andamios MBG y resultados de infrarrojo. [53]

Qizhi et al. [54], investigaron la posibilidad de obtener andamios porosos de biovidrio 45S5,
por medio de la técnica de la réplica con una base de poliuretano. Las condiciones de
sinterizacion fueron 900 °C/5 h, 950 °C/0-5 h, y 1000 °C/0-2 h. Las velocidades de

calentamiento y enfriamiento fueron 2 y 5 °C/min, respectivamente.

El tamafio de particula inicial fue de 5 um aproximadamente, se fabricaron varias muestras
tomando en cuenta que se iban a sumergir en SBF, las probetas sumergidas fueron las

sinterizadas a 1000 °C durante 30 min.

Se obtuvo una porosidad 6ptima de aproximadamente, el 90% pero una resistencia muy baja,
ésta fue de 0.3 MPa, se reporta un tamafio de poro de 510-720 um y contraccion del 33%
después del sinterizado, asi como una pequefia cristalizacion después del tratamiento térmico.

Se obtuvo una estructura homogénea como la que se muestra en la Figura 2.16.
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Fig 2. 16 Micrografias de espumas de biovidrio 45S5 sinterizadas a diferentes temperaturas (a)—(b) 900 °C/5 h;
(c)—(d) 950 °C/2 h; and (e)—(f) 1000 °C/ 1 h. [54]

Posteriormente los resultados de DRX mostraron plenamente la formacion de la capa de
apatita en funcion del tiempo, como se puede observar en la Figura 2.17. Donde se puede
observar que la fase cristalina representada por triangulos va perdiendo cristalinidad al paso de
los dias debido a la formacién de la capa de hidroxiapatita representado por los circulos a

partir de los 3 dias.
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Fig 2. 17 DRX, espectro de las espumas de vidrio 45S5 sinterizadas a 1000 °C por 1 h e inmersas en SBF
durante 3, 7, 14 y 28 dias. Los picos de Na2Ca2Si309 y de hidroxiapatita estin marcados por (V) y (e)
respectivamente [54].

Sepulveda et al. [55] reportaron sobre el desarrollo de espumas de sol-gel con aplicaciones
potenciales como implantes de injertos de hueso o como plantillas para la sintesis in vitro de

tejido 6seo para el trasplante.

Estas espumas de vidrios bioactivos presentan una estructura jerarquica con macroporos
interconectados (10-500 um) y un marco mesoporoso (poros de 2-50 nm). Tres sistemas de
vidrio se ensayaron para verificar la aplicabilidad de esta ruta de fabricacion, a saber, SiO,

Si0,-Ca0 y Si0,-Ca0-P,05 (100S, 70S30C y 58S). Esta nueva clase de material combina
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poros grandes para apoyar el crecimiento y vascularizacion del tejido con la caracteristica de
que los materiales bioactivos proporcionan la union del hueso al tejido y la liberacion
controlada de estimulos bioldgicos idnicos para promover la proliferacion de la célula ésea por
activacion de genes. Los resultados obtenidos fueron favorables de acuerdo a la porosidad
requerida por lo contrario la ruta de fabricacion no fue tan favorable debido a los costos y
tiempos de fabricacion.

Yufang et al. [56] investigaron la manera de fabricar andamios regenerativos con una
estructura porosa jerarquica mesoporosa con tres diferentes composiciones de MBGs (vidrios
bioactivos mesoporosos), el MBGS 7025C, MBGS 905C y MBGS 100S mediante una
combinaciéon de una esponja de poliuretano y un surfactante. Usaron el poliuretano como
molde para una estructura macroporosa y el surfactante para crear la estructura mesoporosa.
Hicieron varias probetas y las sumergieron en SBF para probar su capacidad bioactiva durante

24 h. Los resultados no fueron los esperados.

En la probeta MBGS 100S no se observé la capa de hidroxiapatita que se esperaba, esto
debido a la composicion del biovidrio, en las otras dos probetas si se observé pero con un
espesor muy pequefio, se cree que fue debido al tiempo de inmersion en SBF, de 24 h. Se
observd que después de las 24 hrs de inmersion la estructura jerarquica continua existiendo,

pero ésta disminuye conforme pasan las horas.

Obtuvieron como conclusién que se pueden tener estructuras macroporosas de entre 200 y 400

UM y mesoporosas hasta de 4.9 nm al mismo tiempo mediante esta técnica. (Figura 2.18).
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Fig 2. 18 Imagenes de MEB de los andamios regenerativos antes y después de haber sido sumergidos en SBF por
24 hrs, MBGS 100S (a, b), MBGS 90S5C (c, d), MBGS 80S15C (e, f) y MBGS 70S25C (g, h). [56]
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Cannillo et al. [57] crearon andamios regenerativos de Policaprolactona (PCL) y Bioglass
mediante la técnica Salt-Leaching. Tedricamente esta técnica es sencilla porque los poros se
crean mediante la liberacion de sales. Los resultados optimos fueron de 0.8 MPa de resistencia
a la compresion y una porosidad del 60% promedio, para una mezcla que contenia 50% de
biovidrio. Esta técnica es relativamente facil si se cuenta con un equipo indicado y un
operador muy bien capacitado. De esto depende la calidad de los andamios ya que una mala
preparacion provoca aglomerados que reducen las propiedades mecanicas. Esta técnica

requiere mas estudios para ser optimizada al maximo.

Jun et al. [58] fabricaron andamios regenerativos mediante una técnica compleja y novedosa,
que es la combinacion del método de la réplica con el proceso dip-coating, disefiaron una
estructura macro y microporosa de manera que se pudiera obtener la mayor area superficial en
el andamio para una mayor proliferacion de células al momento de su estancia en el cuerpo
humano. Utilizaron una red o réplica de grafito que después fue removida con un tratamiento
térmico a 900 °C. La porosidad obtenida fue del 95% y una resistencia a la compresion de 0.2
a 0.3 MPa. En este caso solo se tendria que disminuir un poco la porosidad para aumentar su

resistencia a la compresion.

Liang et al. [59] crearon ceramicos porosos mediante el uso de vidrios a base de boro, ya que
se ha demostrado en trabajos recientes de la Universidad de Ciencia y Tecnologia de Missouri,
que estos vidrios son capaces de convertir la HA en hueso directamente, al igual que el vidrio
45S5 [60]. Un vidrio con la composicion mol% 25Na,0 25Ca0-5P,03-45B,05 se fundid. La
fase cristalina rheanita cristaliz6 espontaneamente durante el enfriamiento de la muestra. Los
cerdmicos porosos, se prepararon por unién de particulas de vidrio con distribuciones de
tamafo de particula en el intervalo de 100-500 um aproximadamente, por 0.1 M de solucion
de Na,SiO3. Las porosidades de los andamios fueron entre 40 ~ 60% lo cual es muy bajo para
ser un andamio regenerativo y sus resistencias a la compresion fueron de 0.1 ~ 0.4 MPa. La
conversion de los andamios a hidroxiapatita (HA) se investigd mediante la medicion de la
pérdida de peso despues de la inmersion de la muestra en una solucion de K,HPO, 0.25 M
con un valor de pH de 9.0 a 37 ° C como una funcion del tiempo. La hidroxiapatita se observo
mediante DRX y MEB después de la inmersion durante 7 dias. Los andamios resultaron ser

biocompatibles y su biocompatibilidad se mejora después de la formacion de una capa de HA.
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Rohanova et al. [61] estudiaron el efecto de la solucion TRIS (tris-hydroxymethil-
aminomethano), con formula (HOCH,);CNH,, en la reaccion de bioactividad en los andamios
regenerativos, llegando a la conclusion de que esta solucidn distorsiona un poco e inhibe el
crecimiento de la capa de hidroxiapatita en la superficie del material. Experimentaron, con
andamios regenerativos de biovidrio 45S5, hechos mediante la técnica de la réplica,
sumergidos en cuatro soluciones diferentes durante 17 dias, estas soluciones fueron: solucién
SBF+ TRIS, SBF sin TRIS, TRIS puro y agua desmineralizada.

Se ha trabajado la bioactividad de los andamios regenerativos en solucién SBF con TRIS, por
mas de 2 décadas aproximadamente y se ha comprobado que ésta disuelve las dos fases
cristalinas presentes en el andamio y ayuda a la propagacion de una nueva fase de
hidroxiapatita. Se ha visto que el TRIS forma una solucién rica en iones Ca®*, los cuales
inhiben la formacion de la capa de hidroxiapatita y la permeabilidad de esta capa disminuye
con el tiempo de inmersion. Durante la inmersion, surge una disminucion relativa del pH y
esto hace que el crecimiento de la capa a su vez disminuya. Las fases cristalinas encontradas
en sus andamios antes de la inmersién, fueron: Na,O- 2CaO- 3SiO, y CaO -SiO, Después de
la inmersion se observd que la concentracion de calcio aument6 drasticamente en la fase
inicial pero decae facilmente en las soluciones que contenian TRIS, en soluciones sin TRIS la
concentracion aumento hasta obtener un valor casi estable, como se puede observar en la
Figura 2.19.
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Fig 2. 19 Concentracion de calcio en las soluciones [61]

52



En las soluciones que contienen TRIS, se mantiene el valor del pH, muy cercano al valor
inicial. En las que no contienen TRIS, el valor aumenta significativamente, lo cual quiere decir

que hay mucho transporte de iones de sodio en la solucién como se observa en la Figura 2.20.

pH

28 ———SBF+TRIS ® -SBF ——TRIS * HZO. pH in SBF

8.9 * @ *

c(mg.dm?)
-

0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400
time (hours)

Fig 2. 20 Variacion del pH respecto a la solucion utilizada [61]

Respecto al cambio de masa después de la inmersion, las probetas que estuvieron sumergidas
en soluciones que contenian TRIS tuvieron una disminucion en masa entre el 50 y 70% de su
masa original. La que estuvo sumergida en agua desmineralizada disminuyé el 21.1% en
peso.

Por lo contrario en las probetas que estuvieron sumergidas en solucion sin TRIS la masa
aumento, después de 9 dias fue 3.9 % en peso mas, esto quiere decir que el andamio no se
disuelve tan facilmente y forma el precipitado de una fase amorfa Ca-P que es mucho mayor
que en las otras probetas.

El analisis de difraccion de rayos X demostrd que en las muestras que contenian TRIS,

cristalizé la hidroxiapatita pero las dos fases anteriores desaparecieron.

En la que no contenia TRIS, solamente SBF, la capa de hidroxiapatita no aparecio,

manteniendose presentes las dos fases anteriores.
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En la que solamente contenia TRIS, se observo Unicamente la nueva fase que fue la de HA 'y
finalmente, en la que s6lo estuvo dentro de agua desmineralizada se mantuvieron las dos fases

iniciales, como era de esperarse.

Se concluye que el TRIS tiene gran influencia en los resultados de la pruebas de bioactividad,

ya que ayuda a la disolucion del andamio.

Fuetal. [62] realizaron estudios de bioactividad in vitro e in vivo en andamios de biovidrio
13-19, fabricados por medio de la técnica de la réplica obteniendo muy buenos resultados en

todos los aspectos.

Se asegura que el biovidrio 45S5 tiene la desventaja de cristalizar al momento de sinterizar,
creando nuevas fases, las cuales no inhiben el crecimiento de la capa de hidroxiapatita al
momento de inmersion en SBF pero si reducen el potencial de crecimiento de la misma. Por
esta misma razon hacen uso del biovidrio 13-93, muy parecido en composicion al 45S5 pero
con menos tendencia a la desvitrificacion, ademas de que es mas facil de obtener en forma de
fibras. Crearon discos de 10 mm de didmetro por 2 mm de altura, los cuales fueron sumergidos
en 50 mL de SBF cada uno, en base al protocolo disefiado por Kokubo et al. [45] También
hicieron la inmersion en suero bobino para estudiar la bioactividad in vivo. Haciendo cambio
de fluidos cada 24 h para favorecer el crecimiento de la capa apatica. Obtuvieron una
porosidad de 85 + 2%, un tamafio de poro de 100 a 500um, una resistencia a la compresién de
11 + 1 MPa, médulo elastico de 3.0 £ 0.5 GPa y la creacion de una capa de hidroxiapatita
nanoestructurada a los 7 dias de la inmersién en SBF como se puede observar en la Figura
2.21. Esta ha sido en nuestra consideracion, una de las mejores investigaciones encontradas,

hasta la fecha.
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Fig 2. 21 Imagenes de MEB de la superficie de los andamios regenerativos después de la inmersion de 7 dias. (a)
Imagen de baja magnificacion y (b, c) alta magnificacion. [62]

Kim et al. [63] realizaron estudios de probetas de HA fabricadas mediante el método de
Esponja Polimérica, obteniendo una porosidad del 85%, tamafio de poro entre 420 y 560 pum,

porosidad totalmente abierta y una resistencia a la compresion de 0.2 MPa.

Miao et al. [64] demostraron por medio de la técnica de Colado de geles y formado mediante
agitacion vigorosa, que se pueden obtener espumas de HA, con una porosidad entre el 69 y 86
%, un tamafio de poro de 490 a 1130 um y una resistencia a la compresién entre 0.01 y 0.02
MPa.

Sepulveda et al. [65] obtuvieron buenos resultados mediante la técnica de Colado de geles y
formado mediante agitacion vigorosa, creando esponjas de HA con una porosidad de entre el
76.7 y 80.2 %, una estructura con poros de entre 20 y 1000 um, porosidad abierta y cerrada
con una resistencia a la compresion de entre 4.7 y 7.4 MPa.
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Sepulveda et al. [66] en otra investigacion, desarrollaron un trabajo en el cual obtuvieron
andamios regenerativos de HA con un 76.7 y 80% de porosidad mediante la técnica de
Colado de geles y formado mediante agitacion vigorosa, en este caso obteniendo 2 tamafios de
porosidades, el primero muy pequefio que vario de los 30 a 120 um y el segundo de 100 a 500
pm, estas probetas presentaron tanto porosidad abierta como cerrada y una resistencia a la
compresion de entre 1.6 y 5.8 MPa.

Ramay y Zhang [67] mediante la técnica de Esponja Polimerica, crearon esponjas de HA con
una porosidad entre el 70 y 77%, tamafio de poro entre 200 y 400 um, porosidad totalmente

abierta y una resistencia a la compresion de 0.55 a 5 MPa.

Los mismos autores pero en otra investigacion, [68] mediante la técnica de Esponja
Polimerica, usando trifosfato de calcio+HA como material fundamental, crearon esponjas con
una porosidad del 73%, porosidad abierta entre 200 y 400 um y una resistencia s la

compresion de 9.8 MPa.

Jones y Hench [69] desarrollaron por medio de la técnica sol-gel, esponjas de biovidrio
(e.9.70S30C) con porosidad abierta y cerrada de 70 a 95%, teniendo un tamafio de poro

homogéneo de 600 um y una resistencia a la compresion en un rango de 0.5 a 2.5 MPa.

Wu et al. [70] crearon andamios de vidrio bioactivo con redes interconectadas, adecuados
para la regeneracion Osea. Lo interesante de su investigacion fue que eligieron una
composicion de vidrio bioactivo que no cristalizé debido a sus temperaturas de transicion
vitrea y la de inicio de cristalizacion. Todo esto porque investigaciones anteriores afirman que
la cristalizacién del biovidrio reduce el potencial de bioactividad en el andamio. Utilizaron el
vidrio ICIE 16 (49.46% SiO,, 36.27% CaO, 6.6% Na,0, 1.07% y 6.6% P,0s K,0 % en peso).
La técnica usada fue la de colado de geles, esta técnica se ha utilizado anteriormente para
producir ceramica densa o0 porosa o estructuras metélicas. EI proceso implica la formacion de
un gel por polimerizacion in situ de mondémeros organicos [71-72]; al hacerlo, el gel se une las
particulas y se quema durante la sinterizacion de las particulas. Esta técnica es una adaptacion
de la sol- gel, llevada a cabo por Sepulveda et al. [55], para producir hidroxiapatita porosa
(HA). Las espumas de hidroxiapatita tenian redes de poros interconectados mucho mejores a
las producidas por métodos mas convencionales, tales como la técnica de sacrificio, y
presentaron propiedades mecanicas mejoradas.
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Una vez que fue elegido un proceso 6ptimo, los andamios se ensayaron en SBF. Se observé
como el fosfato de calcio amorfo se formd en un transcurso de 8 h y una capa de apatita
cristalina (HCA) se habia formado en 3 dias. La resistencia a la compresion fue de
aproximadamente 2 MPa para un tamafio de interconexion media de 140 um entre los poros
con un didmetro medio de 379 um, que podria ser una red porosa adecuada para la
regeneracion de hueso vascularizado. Este material tiene un potencial de unién al hueso mas

rapido y estimula mas, el crecimiento 6seo que los actuales injertos porosos de hueso artificial.

Callcut. S 'y Knowles. [73] intentaron crear andamios regenerativos con buenas propiedades
de bioactividad por medio de la técnica de Esponja Polimérica, usando vidrio reforzado con
HA, obteniendo una porosidad entre el 85 y 97%, la cual es muy buena dentro del rango
requerido, con un tamarfio de poro entre 420 y 560 um, porosidad abierta pero una resistencia

muy baja a la compresién entre 0.01 y 0.017 MPa.

Trabajos recientes, por medio de la técnica de tecnologia de polvos. [74] lograron obtener
espumas de vidrio bioactivo 45S5 con una porosidad interconectada, entre 64 a 79%, la
porosidad de las espumas resultaron con un tamafio de poro apropiado para el crecimiento 6seo
(100-1000 pum), estas espumas presentaron buena resistencia mecanica que varia en el rango de
1.7a5.5 MPa.
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I1l. DESARROLLO EXPERIMENTAL
I11.1 Materias primas

» El vidrio bioactivo 45S5 se prepardé en el laboratorio de materiales compuestos del 1M

(UMSNH), mediante un proceso de fusion y temple.

+ Como Ligante, se utilizd resina fenodlica Varcum 29217 en polvo. Categoria: F

Reactiva
» Se us6 como agente espumante, Celogen TSH en polvo.

* Fluido corporal simulado. (SBF). Este fue preparado en los laboratorios del Instituto de
Quimico-Biologicas de la UMSNH, de acuerdo al protocolo propuesto por Kokubo et
al. [45]

111.2 Elaboracién del vidrio bioactivo 4555

El vidrio 45S5 fue preparado mediante la fusién de una mezcla de polvos de alta pureza de
Si0,, Na,C0O3;, CaO y P,0s (Aldrich), la mezcla fue preparada estequiometricamente para
obtener la composicion final de 24.5Na,0-24.5Ca0-6P,05-45Si0, (%peso) y mezclada en un
contenedor de polietileno por un periodo de 15min. La fusion de los elementos se llevo a cabo

en aire utilizando un crisol de silice fundida utilizando el perfil térmico de la Figura 3.1.

1600

1400 1350 °C

1200 /
10 cC.-"I:r:l.i.n/ \
1000 050-LC 4

Temperatura C

a 50 100 150 200 250 300 350 400

Tiempo [min)
Fig 3. 1 Perfil térmico para la obtencion de vidrio bioactivo 45S5
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El vidrio fundido fue vaciado sobre una placa de acero inoxidable y enfriado en aire

atmosférico hasta temperatura ambiente.

El vidrio resultante fue molido y tamizado usando una malla de 250, para obtener tamafio de

particula menor a 63 pum.
111.2.1 Caracterizacion del polvo del biovidrio 45S5

Se realizaron pruebas para determinar la distribucion y el tamafio de particula sobre el polvo
de biovidrio haciendo uso del analizador Beckman Coulter LAS 13 320. (Figura 3.2)

Sz

LS 13320 ..

Fig 3. 2 Analizador Beckman Coulter LAS 13 320.

La naturaleza amorfa del vidrio se determind en un Difractometro de rayos X (Siemens D-
5000) y las temperaturas de transicion del vidrio, cristalizacion y fusion se determinaron
mediante el analisis térmico en un calorimetro diferencial de barrido (SDT Q600 T A

Instruments) usando un crisol de alimina y atmosfera de Ar desde Tamp hasta 1300°C.

La composicion final del vidrio se evalu6 mediante fluorescencia de rayos X (Siemens SRS
3000 automatizado).

111.3 Produccion de las espumas de vidrio bioactivo 45s5

Se utiliz6 el método combinado de tecnologia de polvos y espumado de polimeros, propuesto
en proyectos anteriores, en el departamento de Materiales compuestos del 11M, para fabricar
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las probetas, debido a que es un método novedoso y facil de manipular, no genera elevados

costos.

Las espumas fueron producidas utilizando el proceso descrito en [51]. El vidrio en polvo fue

mezclado con resina fendlica y un agente espumante en diferentes proporciones las cuales se

muestran en la Tabla I11.1, utilizando 2 atmdsferas diferentes durante el proceso de espumado

Finalmente, se seleccionaron las condiciones, tanto de atmosfera como de relacion ligante-

espumante-biovidrio, que dieron como resultado espumas con las mejores caracteristicas de

porosidad y microestructura.

Tabla I11. 1 Diferentes relaciones biovidrio-espimate-ligante probadas para obtener una espuma con buenas
propiedades fisicas y mecanicas.

Atmosfera
% % %
Varcum | Celogen | Biovidrio 20SCFH (20% aire 100% aire

29217 TSH 45S5 80% nitrogeno)

59.5 0.5 40 X
57.5 0.5 42 X
54.5 0.5 45 X X

52 0.5 47.5 X X
49.5 0.5 50 X

44.5 0.5 55 X

Las cantidades de polvo fueron pesadas en una balanza analitica de laboratorio, mostrada en la

Figura 3.3.

60



Fig 3. 3 Balanza analitica y componentes de las espumas de biovidrio 45S5.

Los polvos se colocaron dentro de un frasco de cristal junto con 5 esferas pequefias de acero
inoxidable para la agitacion y evitar aglomeraciones. ElI mezclado de los polvos se llevd a

cabo en una tdrbula Glen Mills WAB, modelo T-F2 mostrada en la de la Figura 3.4.

Fig 3. 4 Tarbula F-20.

La mezcla de polvos se vacié en moldes de alimina, en proporciones de 8 g por cada molde,
la mezcla se hizo proporcional a la cantidad de probetas que se querian fabricar en ese
momento, como los polvos son muy ligeros, fue necesario aplicar presion cada vez que se
vaciaba una pequefia cantidad de la mezcla en el molde para compactarlos. Posteriormente, las
preformas se sometieron al proceso de espumado. Durante este proceso, el ligante se funde
para formar una suspension con las particulas de vidrio, al mismo tiempo que el agente

espumante se descompone y forma una gas que expande la suspension. El proceso de
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espumado se llevo a cabo en un horno eléctrico de laboratorio tipo mufla marca THELCO.
(Figura 3.5)

Fig 3. 5 Moldes utilizados para espumar las probetas y horno eléctrico tipo mufla, usado para el perfil térmico.

Se disefio un perfil térmico para esta etapa, el cual se muestra en la Figura 3.6, este perfil fue

disefiado en base a los perfiles usados anteriormente en proyectos para espumas de materiales

metalicos.
250
] 200°C 60 min
200
] 1°C /min
(%] i
5 150
2 ] 4 °C /min
g ] 110°C 120 min
I B f +
£ 100
o ]
1 1.83 °C /min
1 95°C 120 min
50 ¥ —
1J 1.83 °C /min \zSDc
0 y T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
a 50 100 150 200 250 300 350 400 450
TIEMPO (MIN)

Fig 3. 6 Perfil térmico disefiado para el espumado
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La composicion final de las espumas y la aportacién de cada reactivo en cantidad esta
mostrada en la Tabla I11.2.

Tabla I11. 2 Composicion de las espumas bioactivas 45S5.

Polvo Composicion | Aportacién
Resina (% en peso) en ()
fendlica Biovidrio
45 10.8
cargada con 45s5
Composicion | particulas de | Celogen
e 0.5 0.12
biovidrio TSH
Varcum
54.5 13.08
29217
total : ~24g

Después del espumado, el material resultante fue una espuma de resina fenolica cargada con
particulas de vidrio bioactivo 45S5. Figura 3.7. Las espumas fueron entonces maquinadas en

pequerios cilindros con dimensiones de: d= 18 mm; | =20 a 30 mm

Fig 3. 7 Espuma de biovidrio: a) antes y b) después de maquinar.

Estos cilindros fueron tratados térmicamente para eliminar el ligante por pir6lisis a 500 °C y

sinterizados en aire a 975°C para consolidar el material.
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Las probetas fueron colocadas en una placa de alumina que tiene un punto de fusion elevado
para evitar la fusion de los materiales, la cual se pulié y limpié antes de ser usada y evitar

cualquier tipo de reaccion dentro del horno.

En la Figura 3.8 se muestra el acomodo de las probetas en la placa para evitar errores debido a
choques térmicos que fueron introducidas en un horno industrial en el Instituto de Materiales

Industriales en Boucherville Quebec, Canadé, Figura 3.9.

Fig 3. 9 Acomodo de las probetas en la placa Fig 3. 8 Horno usado para la pirélisis y
para un mejor sinterizado. sinterizacion de las probetas.

Se empled el tratamiento térmico mostrado en la rigura s.1u, eleyiuL pard 1d PHONSIS Y

sinterizado.
1200 T
1000 ] 9?5 DC 6“111111.
] 900 °C o3 3 5C /min
G 800 1
ot ] 10 °C /min
g . 10 °C /min
- 600
g 1 500°C 120 min / \
(-9 4 v
s ]
400 1 /
] /occ.fmiu \
200 \
'J_llllll'"I""IllllI""I"lllllllllllllllll

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

TIEMPO (MIN)

Fig 3. 10 Perfil térmico disefiado para la pirolisis y sinterizado de las espumas de biovidrio 45S5.
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Se obtuvieron probetas no uniformes, por lo que fue necesario maquinarlas y se prepararon

pastillas de 3 mm de espesor por 10 mm de didmetro, utilizando un molde de acero inoxidable,

bajo las condiciones apropiadas para evitar la contaminacion. Estos pasos se muestran en la
Figura 3.11.

Fig 3. 11 a) probeta de biovidrio, después de ser maquinada. b)pieza disefiada y maquinada para realizar el corte
de las pastillas con 3 mm de espesor. c¢) pastillas finales de biovidrio 45S5.

I11.4 Caracterizacion de las espumas de vidrio bioactivo 45S5
La densidad especifica pesp de las espumas fue calculada usando la masa y las dimensiones de

los cilindros sinterizados. La porosidad P fue calculada con la férmula:

P=1- (Pesp/ precrica) = 1- prelativa (Ec.3.1)

Donde presrica = 2.7 g/cm® es la densidad teérica del vidrio bioactivo 45S5. [66]

Se realizaron estudios para determinar el % de contraccion de las espumas debido al
tratamiento térmico, utilizando la siguiente ecuacion y tomando el promedio de las

mediciones obtenidas.

Contraccion (%) = 100 (Ao-At/Ao) (Ec.3.2)
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Donde Aq = Area inicial de la espuma a temperatura ambiente; Ar = Area de la espuma a
temperatura ambiente después de sinterizar.

111.4.1 Morfologia de la superficie

La estructura de las espumas fue caracterizada con un microscopio electronico de barrido
JEOL JSM-6100 en el IMI.

111.4.2 Microtomografia de rayos X (LCT)

La estructura interna de las espumas fue analizada por microtomografia de rayos X (UCT)
utilizando un sistema XTek HMXST 225 de Metris, en el IMI (Boucherville, Quebec,
Canadd). Esta técnica ha sido muy Util en el area de ingenieria de tejidos, gracias a las ventajas
de ser un método no destructivo y proporcionar iméagenes en 3D. Los equipos de
microtomografia constan de dos componentes fundamentales: la fuente de rayos Xy
el sistema detector. La fuente o tubo de rayos X genera el haz de radiacién que atraviesa
inicialmente un colimador, encargado de obtener un haz paralelo y homogeneizar las
trayectorias de los rayos. Se suelen utilizar filtros metalicos (Al, Al+Cu) para obtener un
intervalo restringido de longitudes de onda. Una vez adaptado, el haz de rayos X atraviesa la

muestra y llega al detector, que transforma la sefial en un impulso eléctrico.

La fuente de rayos X se compone de un catodo y un anodo en el interior de un tubo a vacio.
Cuando se calientan los filamentos del catodo, se expulsan electrones de su superficie, y
mediante un potencial eléctrico son forzados a acelerarse hacia el anodo. Estos electrones
vulneran los d&tomos de un blanco metalico (normalmente de wolframio) e interactian con
ellos transfiriendo su energia cinética al anodo. Los electrones interactian con los ndcleos de
los &tomos de wolframio o con los electrones orbitales, y el resultado es la transformacion de
la energia cinética en energia electromagnética en forma de rayos X y en energia térmica, que

es disipada por un sistema de enfriamiento mediante un tubo de cobre.

La distribucion de tamafio de poro fue evaluada por analisis de iméagenes de las secciones en
2D extraidas de la reconstruccion de pCT usando un analizador de imagenes Clemex. (Fig.
3.12).
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Detector (Panel plano)

Fig 3. 12 Sistema XTek HMXST 225 de Metris, IMI (Boucherville Quebec Canada).

111.4.3 Analisis de las fases presentes (DRX)

Las espumas sinterizadas, fueron caracterizadas por difraccion de rayos X para determinar las
fases cristalinas presentes después del sinterizado. Primeramente, las espumas fueron
pulverizadas y después analizadas utilizando un difractémetro Bruker AXS D8 Discover. La
adquisicién fue llevada a cabo en el rango 26 de 20-90° usando un paso de 0.01° y 2 s por

paso.
111.4.4 Determinacién de la superficie especifica

La superficie especifica es una caracteristica importante que influye en aspectos como la
cinética de las reacciones y la resistencia mecénica, también es necesaria para calcular el
volumen de fluido corporal simulado necesario para la inmersién de cada disco, por ello, su

determinacion resulta importante.

El método BET, desarrollado por Brunauer, Emmett y Teller para la determinacion del area
superficial, se basa en la adsorcion de un gas inerte a baja temperatura sobre una superficie
solida. En el caso de las muestras con una superficie especifica expuesta igual o superior a 1,0
m?/g, el gas que se utiliza para realizar el analisis es el nitrégeno, mientras que para materiales
con superficies especificas inferiores a 1.0 m/g, el gas empleado podria ser el criptén. El
equipo empleado para realizar estas mediciones fue un  analizador de area superficial
HORIBA- SA 9600 series, mostrado en la Figura 3.13. Se usaron 1.3394 g de polvos de
espuma de biovidrio 45S5.
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Fig 3. 13 Analizador de area superficial, HORIBA- SA 9600 series.

I11.5 Pruebas mecénicas de compresion

Para la evaluacion mecénica fue necesario maquinar las muestras en cilindros con
dimensiones: d =1 cm; | = 0.5 a 0.9 cm. Las pruebas de compresion fueron realizadas a 11
muestras elegidas aleatoriamente, en una maquina universal MTS (Fig. 3.14), con una celda
de carga de 5 KN y una velocidad de avance de 2.5 mm/min. Se tomaron datos de las

dimensiones de las probetas y mediante un software se obtuvieron los valores de resistencia a

la compresion maximos.

Fig 3. 14 Maquina universal MTS
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111.6 Evaluacion de la bioactividad

Se realiz6 en discos espumados de biovidrio 45S5 de 10 mm de diametro y 3 mm de espesor.
Los discos se sumergieron en fluido corporal simulado durante diferentes tiempos de
inmersion.

Se eligieron siete tiempos de inmersion; 0 horas, 1, 3, 7, 14, 21 y 28 dias, cada uno de los

cuales corresponde al tiempo en que cada disco estuvo inmerso en SBF.

Para cada tiempo se dispuso de dos discos con el objetivo de limitar la dispersion de los
resultados al hacer las caracterizaciones. En total fueron 14 discos los que se emplearon para

las pruebas de bioactividad.
111.6.1 Esterilizacién de los discos

Los discos deben ser esterilizados para evitar o disminuir la presencia de bacterias que puedan
afectar las condiciones del estudio. Para ello, se recurrio a un bafio de ultrasonido radial (Fig.
3.15), utilizando etanol y acetona durante 30 min cada uno, después se dejaron secar en una

estufa durante 24 h y fueron expuestas a rayos ultravioleta durante 40 min.

Fig 3. 15 Bafio de ultrasonido radial utilizado para la esterilizacion de las pastillas.
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111.6.2 Preparacion de los medios de inmersion

Fluido corporal simulado (SBF)

Para la preparacion del fluido corporal simulado (SBF) se utilizé el protocolo publicado por T.

Kokubo et al. [45] cuyos pasos se detallan a continuacion.

1-

Se lavan todos los elementos que seran usados en la preparacion del SBF con HCI-1M,
detergente neutro y agua destilada. Los elementos que deben incluirse son los siguientes:
un agitador magnético, ocho bandejas de plastico, un disco petri, un recipiente de plastico
de 1000 mL, una botella de plastico de 1000 mL, un matraz aforado de vidrio de 1000
mL, una cuchara, un termémetro, un agitador de plastico, una pipeta desechable para
ajustar el pH (a ser utilizada con HCI-1M), un embudo de plastico, un cilindro aforado de
50 mL, un recipiente de 50 mL. Utilizar un bafio térmico para ajustar la temperatura y un

equipo de medicion de pH para ajustar su valor.

Se afiade aproximadamente 700 mL de agua pura destilada dentro del recipiente de
plastico de 1000 mL y se agita por medio de un agitador magnético mientras se calienta

hasta 36,5°C (en el mismo agitador o en un bafio térmico).

Se afiaden los reactivos dentro del recipiente de plastico con agua pura destilada,
siguiendo el orden mostrado en la Tabla 111.3 y esperando que cada reactivo haya disuelto

antes de agregar el siguiente.

Se introduce el recipiente de plastico, con todos los reactivos disueltos, dentro de un bafio
térmico a 36.5°C y se ajusta el pH a 7,4 mediante la adicion de HCI-1M, agitando
mediante un agitador mecanico. Se lava con agua pura destilada el termémetro, el
agitador mecanico y el medidor del pH luego de sacarlos de la solucién, y se introduce el

agua usada para ello en el recipiente con los reactivos disueltos.

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

agua destilada.

Se traspasa la solucion a la botella de plastico de 1000 mL tapandola. Se mantiene la

solucion en refrigeracion.
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Tabla I11. 3 Cantidades de sales a afiadir para obtener el SBF y sus purezas respectivas

] Pureza )
Reactivos Cantidad (g)
(100%0)
NacCl >09.5 8.036
NaHCO;3 >99.5 0.352
KCI >99.5 0.225
K2HPO43H,0 >09.5 0.23
MgCl, 6H,0 >99.5 0.311
HCI, 1.0M . 40 mL
CacCl, >09.5 0.293
Na,;SO4 >99.5 0.072
TRIS >99.5 6.063
necesario para
HCI 1, 0M )
ajustar el pH

Esta solucidn es estable hasta por 8 semanas, pero si se advierte la presencia de algun tipo de

precipitado de alguna de las sales disueltas, debe desecharse y prepararse una nueva solucion.

Antes de utilizar el SBF, se debe dejar reposar a temperatura ambiente y filtrar utilizando

filtros estériles de 0.22 pum bajo flujo laminar.

Los cilindros sumergidos en SBF se conservaron a 37°C en recipientes de polietileno y bajo

condiciones estériles, en una sala de cultivos celulares.
Caélculo del volumen de SBF

El volumen del SBF necesario fue calculado mediante la ecuacion siguiente determinada por

Kokubo et al. [45] en su protocolo de ensayo de bioactividad

V=A/10 (Ec. 3.3)
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Donde V es el volumen (mL) del medio necesario por muestra y A (mm?) es el area superficial

aparente de una muestra. Se divide entre 10 para hacer la conversién de mm?a mL.
Si la muestra no fuera porosa, el area seria calculada por medio de la siguiente ecuacion.

A=27r+27h (Ec. 3.4)

Donde A es el area total de una muestra, que en este caso es un cilindro.

En el presente trabajo, el area superficial de las pastillas, se calculé por medio del método
teorico, suponiendo una pastilla densa y multiplicando el valor final por 1.5 debido a que
nuestra pastilla real es porosa, por lo tanto el area superficial debe ser mayor y también se uso
el método de BET para comparar resultados de &reas., la cantidad de muestra empleada fue
1.3394 g, el gas utilizado fue nitrégeno y la superficie obtenida fue de 130mm?*g por lo tanto,

si sustituimos en la ecuacion (3.3), tenemos:

A= (1.3394 g) (130mm?/g) = 174.12 mm?
V=174.12 mm?/10

V=17.4mL

El volumen de SBF necesario fue 17.4mL por cada disco.

111.6.3 Procedimiento para la inmersion

Todo el proceso de inmersion se realizd con las precauciones necesarias para evitar la
contaminacion de las pastillas. Se esteriliz6 la mesa de la campana con acetona y se dejo la luz

UV encendida durante 5 min y se trabajo mediante régimen laminar. (Fig. 3.16).
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Fig 3. 16 Campana de flujo laminar usada para el proceso de inmersion de los discos.

Ademas, se manipularon las pastillas con pinzas previamente esterilizadas.
Las operaciones realizadas fueron las siguientes:

= Se puso la pastilla en un recipiente de plastico estéril.

= Se filtraron 100 mL de SBF con un filtro (casa comercial Millipore) de 0.22 um

= Con una probeta graduada se midieron 15 mL de este medio y se afiadieron en el
recipiente. (Fig. 3.17)

= Se coloco el recipiente en la incubadora durante los tiempos de inmersion de: 1, 3, 7,
14, 21 y 28 dias. Después de transcurrir el tiempo de inmersidn, las pastillas se sacaron
de la solucion de SBF y se guardd el sobrante de la solucion utilizada de cada muestra
para analizar su pH (Fig. 3.18)

Fig 3. 17 Tubos usados para la inmersion de los discos.
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Fig 3. 18 Tubos con la solucién utilizada de cada muestra para analizar sus pH, mantenidos a 37°C enuna
estufa bioldgica.

111.6.4 Control del pH

Cada vez que se extraia un disco de la solucion SBF el valor del pH fue medido. Estas
medidas fueron realizadas mediante un medidor de pH Fisher Scientific AB15 (Fig. 3.19),

utilizando la solucion en la que se encontraban sumergidos los discos durante el estudio.

El control del pH de la solucion es indispensable para asegurarse de que no hay cambios
bruscos. El pH tiene un efecto muy pronunciado sobre la solubilidad de los vidrio bioactivos,
porque la concentracion de iones de SBF estd sobresaturada respecto a varios de ellos. Se
realizaron medidas de cada concentracion de SBF para cada tiempo, Yy se utilizé un electrodo

de iones selectivos (llyte) para hacer las medidas.

Fig 3. 19 Medidor de pH Fisher scientific AB15, usado para medir el pH de la solucion después de cada tiempo
de inmersidn. (Instituto de investigaciones Quimico- Bioldgicas, UMSNH)
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I11.7 Caracterizacion de las espumas, después de la inmersion en SBF
I11.7.1 Analisis de las fases presentes

Se analizaron las fases presentes y sus proporciones respectivas empleando la técnica de
difraccién de los rayos X. Las condiciones de uso para las mediciones realizadas en este

proyecto fueron:

* Radiacion Cu-Ka

V=40 kV

* 1=40 mA

* Pasode2e =0.02°

» Tiempo de adquisicién para cada punto = 15 segundos
* Rango de 26 = [20°-90°]

El objetivo es determinar si las espumas de biovidrio 45S5 presentan otras fases y ver la

evolucion de las fases a lo largo del ensayo de bioactividad.

111.7.2 Morfologia de la superficie

A fin de observar la evolucion de la microestructura y porosidad de los discos al cabo de los

diferentes tiempos de inmersion, se fracturé un disco mediante la ayuda de pinzas metalicas, y

se realizaron fotografias con un microscopio electronico de barrido (JEOL JSM-6100).

Se observaron tanto la superficie del disco como la superficie de fractura segin un corte

transversal, como se muestra en la Figura 3.20.
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Fig 3. 20 Esquema del procedimiento de fractura de las pastillas.

111.7.3 Analisis relativo de la composicién

Se realizo el andlisis de la composicion de los discos a diferentes tiempos para determinar la
relacion Ca/P de los materiales. Se empleo la técnica de espectroscopia de energia dispersiva
(EDS).

La superficie de la muestra tiene que ser plana para poder optimizar la cuantificacion de los

elementos.
111.7.4 Andlisis por espectrometria infrarroja (FTIR)

Esta es un tipo de espectrometria de absorcion que utiliza la region infrarroja del espectro
electromagnético. Como las demas técnicas espectroscopicas, puede ser utilizada para
identificar un compuesto o investigar la composicion de una muestra. La espectrometria
infrarroja se basa en el hecho de que los enlaces quimicos de las sustancias tienen frecuencias
de vibracién especificas, que corresponden a los niveles de energia de la molécula. Estas
frecuencias dependen de la forma de la superficie de energia potencial de la molécula, la
geometria molecular, las masas atémicas y el acoplamiento vibracional. Esta prueba se le hizo
a los polvos de vidrio bioactivo 45S5, a una muestra sin haber sido inmersa en SBF y la que

estuvo en inmersion durante 28 dias
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111.7.5 Control de la variacion de masa

Antes de proceder a la inmersion de los discos, estos fueron pesados con el objetivo de poder
evaluar la variacion de peso de cada uno de ellos al cabo de cada tiempo de inmersién, hecho
que permite comprobar el intercambio de materia en la interface solido/liquido. (Fig. 3.21).
Después de sacar las pastillas de los recipientes donde estaban inmersas en SBF, se procedio a

un secado en una caja petri, durante 24 ha 120 °C.

Fig 3. 21 Disco dentro de la caja petri, listo para ser secado a 120° C y después pesado.
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IV. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
V.1 Resultados de la caracterizacion del polvo de vidrio bioactivo 45S5

En esta primera parte se describen las caracteristicas de los polvos de biovidrio 45S5 con los

que se prepararon las espumas.

1VV.1.1 Granulometria

En la Figura 4.1 se observa la distribucion de tamafio de particula (%) del biovidrio 45S5 en
forma de polvo. Las particulas resultantes presentan tamafio menor a 63 um con la siguiente

distribucion de tamafio de particula: dip=2.71 um, dsp=21.89 umy dgo= 61.01 pum.

4.5
3.5

2.5

frecuencia (%)
P

1.5

0.5

0i1 5 10 100 1000 10000

0.5
Diametrode las particulas {pm)

Fig 4. 1 Curva de distribucion de tamafio de particula del biovidrio 45S5 obtenido por fusion.

La distribucion de tamafio del polvo presenta un comportamiento trimodal. Este
comportamiento puede estar relacionado con el tipo de procedimiento utilizado para obtener el
polvo, ya que el vidrio fue pulverizado en diferentes lotes y tamizado de 63 pum (malla 230
ASTM) por cada lote de polvo obtenido. El vidrio que no pasaba a través de la malla, era

introducido en el pulverizador para reducir su tamafio, esta operacion se repitié hasta que todo
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el vidrio pasara a través de la malla. Como las condiciones de pulverizado no eran las mismas
para cada lote, cantidad de polvo en la camara para pulverizar y tamafio de particula a reducir,

esto pudo originar la distribucion de particula multimodal.
IVV.1.2 Resultados de DRX del vidrio bioactivo 45S5

De acuerdo al difractograma resultante mostrado en la Figura 4.2 se puede observar que el
vidrio es amorfo ya que presenta una protuberancia en el rango de 25-35°, 260. Para los
materiales amorfos este tipo de difractogramas son muy comunes y resultan debido al
ordenamiento a corto alcance de los materiales tratados mediante esta técnica. Adicionalmente
se puede observar la ausencia de algin pico bien definido lo cual nos da un indicativo de que
no hubo la formacién de fases secundarias debido a un agente externo o de algin

contaminante detectable dentro de los limites de deteccidn del equipo.

El comportamiento observado en el difractograma es muy similar al reportado por diferentes
investigadores [52-53], en donde todos concuerdan con la misma protuberancia en un rango 26

(25-35°) similar sin la presencia de ninguna fase extra.

Intensity (a.u)

Polvos de vidrio bioactivo 4555

2-theta (degrees)

Fig 4. 2 Difractograma del vidrio 45S5 obtenido mediante fusién.
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1VV.1.3 Resultados del analisis térmico diferencial

Los resultados del anélisis por calorimetria diferencial de barrido realizado al vidrio 45S5 en
polvo se presentan en la Figura 4.3. Las temperaturas caracteristicas: temperatura de transicion
vitrea (Tg), temperatura de cristalizacion (Tc ) y temperatura de fusion (Tm ) del vidrio
bioactivo se indican directamente sobre la curva de andlisis térmico. La curva presenta dos
picos endotérmicos (570, 1145 °C) y un pico exotérmico (695 °C). El primer pico endotérmico
corresponde a la temperatura de transicion vitrea, mientras que el segundo indica la fusion del
vidrio. El pico exotérmico representa la temperatura de cristalizacion del vidrio. Lefebvre et
al. [76] obtuvieron las temperaturas caracteristicas del biovidrio 45S5 por medio de analisis
térmico diferencial, las cuales fueron: Tg; = 550, Tc; = 610, Tg, = 850, Tmy; = 1192 y Tm, =
1235 °C. Comparando los resultados obtenidos en esta investigacion, se observa que difieren
por pocos grados y esto puede ser debido a las diferencias en los parametros usados durante
los tratamientos térmicos sobre el vidrio 45S5, estas variaciones incluyen la atmosfera (20%
No- 80% O, contra argén (99.997 % pureza) en esta investigacion) y la velocidad de
calentamiento (5 °C/min contra 20 °C/min en esta investigacion). Este Gltimo es un parametro
muy importante, ya que los picos se tienden a desplazar hacia temperaturas mas altas a medida

que aumenta la velocidad de calentamiento [77]

| exoT
10 ey

-10 4

Flujo de Calor (uV)

-20 < \\‘\ |

-30 - X

B T _=1145°C

L T . T 4 T b2 T Lk 1 ¥ T b T T T 4 1
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
Temperatura (°C)

Fig 4. 3 Anélisis por calorimetria diferencial de barrido del vidrio 45S5.
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I1V.1.4 Resultados de fluorescencia de rayos X (FRX) del vidrio 4555

En la Tabla IV.1 se muestran los resultados obtenidos por FRX realizados sobre el polvo del
vidrio 45S5 obtenido por fusion en esta investigacion, se puede observar que la composicién
resultante en cuanto al contenido de SiO,, CaO, Na,O y P,0s, es muy similar a la
estequiometria del Bioglass ©, y, por lo tanto, contamos con la certeza de que en cuanto a
composicién, el vidrio bioactivo obtenido presentar4 las propiedades del Bioglass ®. Se puede
observar directamente de la Tabla que existen algunas impurezas (TiO,, Al,O3, Fe,03, MgO,
K,0) presentes en el vidrio, aunque se puede deducir que no presentan mayor riesgo ya que
son cantidades pequefias que no suelen inhibir el comportamiento bioactivo del vidrio
bioactivo 45S5 [65].

Tabla IV. 1 Resultados de FRX de la composicion del vidrio obtenido en esta investigacion.

% % % % % % % % % % %
S|02 TlOZ A|203 F8203 MgO CaO | Na,O | K,O P205 PXC | Total
BG-01 [46.35/0.0041|1.736| 0.132 |0.187| 21.9 |22.252|0.145|5.551| 1.59 | 99.88

IV.2 Resultados de la produccion de espumas de vidrio bioactivo 45S5

El método de obtencidn de las espumas en este trabajo de investigacién ha sido utilizado con
anterioridad para la produccion de espumas metalicas [78, 79, 80], pero nunca utilizado para
producir espumas de vidrio 45S5. En esta seccion se muestran los resultados obtenidos a partir

de los experimentos realizados.

Los resultados obtenidos de la primera experimentacion se muestran en la Tabla 1V.2, de
éstos, se eligio la mejor relacion espumante-ligante-biovidrio para comenzar a fabricar todas

las espumas, que son los que estan resaltados en la tabla.
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Tabla 1V. 2 Caracteristicas de las primeras espumas obtenidas.

Biovidrio . Diametr | Altura | Volumen | Densida TS
% Atmosfera Masa(g) o (cm) (cm) (cmd) d(glem?) Porosidad%o
40.0% 100% AIRE 1.13 1 1.1 0.86 1.30 51.79
40.0% 100% AIRE 1.15 1 1.1 0.86 1.34 50.54
42.0% 100% AIRE 1.53 1 1.2 0.94 1.62 39.82
42.0% 100% AIRE 1.56 1 1.6 1.26 1.24 54.15
45.0% 100% AIRE 1.39 1 1.62 1.27 1.09 59.70
45.0% 100% AIRE 1.33 1.1 1.4 1.33 1.00 63.04
20SCFH (20% AIRE
0,
45.0% 80%NITROGENO) 1.15 1 11 0.86 1.32 50.93
20SCFH (20% AIRE
0,
47.5% 80%NITROGENO) 1.13 1 11 0.86 1.31 51.66
47.5% 100% AIRE 1.13 1 1.1 0.86 1.30 51.79
20SCFH (20% AIRE
50.0% 80%NITROGENO) 1.05 0.9 1 0.64 1.65 39.06
20SCFH (20% AIRE
55.0% 80%NITROGENO) 1.05 0.9 1 0.64 1.65 39.06

Como se puede observar en la Tabla IV.2, el mejor porcentaje para trabajar fue el de 45%,

debido a que con este porcentaje se obtuvieron las porosidades mas elevadas, tomando en

cuenta que todas las muestras fueron sinterizadas a la misma temperatura de 975°C pero con

diferente atmosfera. Se llego a la conclusién de que usando una atmosfera 20SCFH (20% aire

80% nitrégeno) las muestras obtenidas presentaban grietas, por lo tanto, se uso 100% aire

como atmosfera preferencial.

En las siguientes Tablas, IV.3 y V.4, se muestran los resultados obtenidos de las espumas

preparadas durante la estancia en el IMI en Boucherville, Quebec, Canada. Se trabajé con dos

resinas fendlicas, las primeras 30 muestras fueron fabricadas con resina fendlica de un lote y

las demas con resina de otro lote, lo cual, como se puede observar, no afectd en los resultados.

La porosidad fue calculada con la ecuacién (3.1).
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Tabla 1V. 3 Caracteristicas de las espumas fabricadas con la resina No 1.

Antes def sinterizado Después del sinterizado Diferencial
¥ Diametro altura |Masa{g| ¥olumen Crensidad . altura volumen Densidad _ Masaleg| wvolumen Densidad
Diametro {om) Masalg] Porosidad®
fern) tem) | ) fuin3) terfem3) fern) fong] | larfoma) I fom3) tefom)
1 171 .74 4.0 G.3% .67 1.00 1E0 1.72 141 121 5504 259 4.97 .54
2 1.71 255 4.20 B32 D08 100 1.7 Law 141 1.20 L0 200 4591 052
2 1.73 168 473 627 0.67 1.10 147 2.03 1.73 1.18 56.44 2.19 4.54 0.50
4 1.70 .72 4.20 617 .68 1.10 140 1.33 1.3 14040 62.99 287 454 .32
5 1.73 .70 388 6.32 0.61 1.13 168 181 158 108 6014 2.07 J.65 0.46
& 1.73 .72 4.21 .41 {.66 1.1% 176 1.97 1.32 1408 59.54 2.24 4.5% .43
7 166 .71 4.20 5.82 0.72 L14 1.78 L96 1.83 1407 60.32 2.24 3.99 035
B 1.70 2.00 4.15 590 0.7 1.1% 183 1.93 1.1 107 6533 2.2G 4.14 030
4 1.55% .08 3.78 525 {.72 1.00 155 148 153 D47¥ 64.06 236 3.72 .25
10 171 3.00 4.91 6.8% 0.71 110 155 2.(15_ 1.8% 1.10 50.13 2.86 5.0 0.3%
11 1.70 3.50 5.23 7.4 .66 1.16 1.7% 204 1.8% 1408 59.58 3.15% G608 .42
12 170 330 5.50 749 0.73 1.04 2.13 180 180 100 6200 3.70 5.69 0.27
13 170 3.10 5.26 7.04 .75 1.13 212 2.29 2.21 L 64,27 203 4.73 .22
16 1.7 .70 A1.34 612 0.71 L10 1584 LE0 L7 102 6LET 254 4.38 032
17 170 175 .27 .24 .68 1.23 160 1.96 1.91 142 6206 221 4.23 .34
18 1.7 3.20 4.73 .2k .68 1.23 137 31 238 D08 6364 L 491 .32
12 170 1.10 4.59 704 0.67 126 L&D 217 226 0.96 6445 251 4.74 029
20 1.70 260 4.03 5.5 .68 1.2% 1.50 1.83 135 L) 65,21 230 3495 .26
21 170 3.10 5.10 F.oa 0.73 130 178 232 2.3% 099 63.37 2.7 3.69 0.26
22 170 3.00 509 6.1 0.75 1.24 184 2.1% 2.21 047 5401 2.9% 4.50 .22
23 1.70 3.20 513 728 .71 1.27 156 2.14 2.3 L8 63.38 2.7 4.8% .28
24 1.30 2.5 2,68 7.61 0.64 1.25 1.75 2.28 2.27 1.00 62,81 2.60 5,34 0.36
25 10 3.71 5.18 5.42 0.55 127 1.80 2.40 2.26 106 G069 278 7.16 0.51
260 254 3.8 10,15 16.17 .63 1.3 1LED 2.0% 237 H.48 67 A% 807 13.79 .25
2r 2.5 .32 S.02 L1580 .61 Lo 1.51 A4.32 .08 140 B0.EF 530 1L71 045
A 2.5 1.5 10,10 1598 0.63 1.71 1.50 an 244 1408 &0.13 6.3% 12.52 0.4
b 2.55 214 580 10.51 0.63 184 115 314 3.04 142 61.74 3.76 287 .40
30 186 135 219 3.67 0.60 144 0.84 1.21 136 083 &7.05 0.98 231 029
PROMCCHZ 1403 61.78
DESVIACION ES™ 302
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Tabla IV. 4 Caracteristicas de las espumas fabricadas con la resina No 2

Antes del sinterizado Después del sinterizado Diferencial
¥ Diametre| altura Volumen |Pensidad |Diametre| altura Velumen |Densidad | porosida Volumen |Densidad
tom) | tam) || ety | qgrom) | tem) | tom) | MO ey | ggromy | a | M| pem) | ggremy
1.00 1.80 2.50 5.18 6.562 0.78 1.39 1.65 242 2.50 0.97 64.02 2.75 4.12 0.19
2.00 1.80 2.40 4.11 5.11 0.67 1.32 1.40 1.93 1.52 1.01 62.71 2.18 4.15 .33
3.00 1.80 2,70 5.25 b6.87 0.77 1.28 1.60 .46 2.07 1.1% 55.81 2.82 4.81 0.42
4.00 1.50 2.40 A.57 6.11 0.76 1.29 1.50 .22 1.97 1.12 58.39 2.46 4.13 0.36
7.00 1.70 2.65 5.1% 5.01 0.86 1.25 1.60 2.31 1.56 1.18 56.48 2.88 405 0.31
5.00 1.70 2.45 4.30 5.56 0.77 1.25 1.60 .31 1.58 1.17 56.72 1.5% 3.58 0.39
5.00 170 195 3.8 4.43 0.86 1.40 165 .35 .52 0.93 65.56 1.46 1.50 0.07
.00 1.70 2.80 6.32 6.36 0.39 1.3% 167 202 2.06 0.58 63.67 4.30 439 -0.01
5.00 1.50 2.70 4.96 7.66 0.65 1.22 1.32 1.62 1.58 1.02 62.10 3,35 56.08 0.37
10.00 1.85 2.00 .52 5.34 .66 126 1.50 .35 2.1% 1.07 60.24 118 319 0.42
11.00 170 .70 4.37 6.13 0.71 131 1.60 .02 1.85 110 59.40 2.35 428 0.38
12.00 1.70 .75 4.42 0.24 0.71 1.3 1.55 209 1.85 1.13 58.21 2.32 4.39 0.42
13.00 1.70 3.30 5.44 7.4% 0.72 1.24 150 .56 2.28 1.12 58.41 2.88 521 0.40
14.00 1,70 3.30 5.55 7.49 0.74 1.22 2.00 .59 2.32 1.12 58.66 2.56 517 0.37
15.00 1.70 31.20 5.4% 7.49 0.72 1.36 1.50 155 2.74 0.93 65.61 2.94 4.75 0.20
16.00 1.80 2.50 4.32 b.36 0.68 1.20 1.50 2.02 1.58 1.02 62.13 2.30 4.38 0.34
17.00 1.80 2.80 513 7.13 0.72 1.28 1.60 .39 2.04 1.17 56.63 2.73 5.08 0.45
18.00 1.20 2.85 5.15 7.25 0.71 1.40 1.60 2.41 2.45 0.98 63.67 2.74 4.80 0.27
15.00 1.80 2.96 5.24 7.5 0.70 1.21 1.80 2.45 2.44 1.01 62.75 2.78 5.10 .31
20.00 1.80 3.00 5.43 7.63 0.1 1.40 1.75 .54 2.69 0.95 64.99 2.89 4.95 0.22
21.00 1.50 3.10 5.57 7.89 0.71 1.39 1.75 2.61 2.54 0.99 63.41 2.97 5.25 0.28
2200 1.80 218 5.67 8.09 0.70 1.29 1.81 2.63 2.35 1.12 58.63 3.04 574 0.42
23.00 1.80 3.20 5.67 8.14 0.70 1.22 182 .07 2.17 0.95 64.60 3.60 5.97 0.26
29.00 2.50 .20 3.80 15.71 0.62 1.24 1.80 2.0% 2,18 0.94 65.17 7.5 13.52 0.32
2500 242 2.80 2.96 12.88 0.70 1.73 1.70 4.22 4.00 1.06 00.79 4.72 8.88 0.36
26.00 240 3.20 10.11 14.48 0.70 1.88 1.75 4.69 4.84 0.97 64.10 5.42 9.64 0.27
27.00 2,40 3.32 3,98 15.02 .66 1.8 1.720 4.67 4.78 0.98 63.34 5.31 10.23 0.31
2800 1.80 .50 .10 7.38 Q.55 132 1.7 .26 4.26 100 £2.9% 2.7 502 021
2500 1.80 3.20 5.64 8.14 0.69 1.18 1.80 2.62 2.68 0.97 63.00 3.02 546 0.28
20.00 1.80 3.20 5.56 8.14 0.68 1.39 1.80 158 2.73 0.94 65.01 2.58 542 0.26
31.00 1.20 3.20 5.75 2.14 0.71 1.24 2.00 .67 2.41 1.11 59.00 3.09 5.74 0.40
32.00 1.80 3.20 5.52 8.14 0.68 1.22 1.85 2.50 2.20 1.16 56.94 2.97 5.94 048
33.00 1.75 3.10 5.37 7.45 0.72 1.40 1.75 .49 2.69 0.93 65.73 2.83 A4.77 0.20
34.00 2.40 2.80 8.28 12.67 0.70 1.88 1.65 4.16 4.55 0.91 66.13 4.72 £.11 0.21
35.00 1.80 3.10 5.40 7.89 0.68 1.28 1.75 2.50 2.61 .96 64.55 2.0 5.28 0.27
26.00 1.80 2.50 5.04 7.38 0.68 1.20 1.64 2.33 2.17 1.07 60.19 2.711 521 0.39
37.00 179 2.92 5.03 7.25 0.58 1.28 1.77 2.35 2.26 1.04 61.47 2.67 5.08 0.36
3500 1.79 2.85 4.88 717 0.68 1.20 1.73 2.28 2.28 1.00 62.91 2.60 4.85 0.32
25,00 1.79 2.80 A4.77 7.05 0.68 1.27 1.69 2.23 2.14 1.04 61.43 2.54 4.91 0.37
40.00 2.54 3.34 10.20 16.%0 .64 1.71 1.54 4.97 4.45 1.12 58.68 5.83 1245 0.48
4100 2.5 1.86 9.12 14.47 Q.62 1.75 1.87 4.70 4.51 1.04 £1.4) 4432 996 (.41
42.00 254 3.20 9.80 16.23 0.60 1.78 1.88 4.96 4.68 1.06 60.77 4.24 11.55 0.46
43.00 178 3.03 3,21 7.56 1.22 1.73 134 4.54 4.63 0.98 63.69 4.67 293 -0.24
44.00 2.47 3141 10.22 16.35 0.562 1.68 1.99 4.91 4.42 1.11 58.86 5.31 11.92 0.4%
4500 247 3.22 10.15 15.43 0.66 1.65 1.55 4.85 3.94 1.22 54.41 5.30 11.45 0.57
PROMEDIC 1.04 61.44
DESV EST 3.13

Se eligieron 14 espumas de las 75 fabricadas, las cuales se muestran en la Tabla IV.5, de las

cuales se derivaron los discos para las pruebas de bioactividad.
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Tabla I1V. 5 Caracteristicas de las 14 espumas elegidas.

Antes del sinterizado Después del sinterizado Diferencia de:
Prueba
Diametro Volumen |Densidad |Diametro| Altura Volumen |Densidad . Volumen |Densidad
no Altura (cm) Masa(gr) Masa(gr) Porosidad% Masa(gr)
{em) (cm3) | (grfem3) | (cm) (cm) (cm3) | (gr/cm3) (%) | (gr/fcem3)
1 1.701 2.716 4.198 6.172 0.680 1.100 1399 1.329 1.330 0.999 62.989 2.869 21.541 0.319
2 1.730 2.695 3.884 6.335 0.613 1.129 1.682 1.812 1.684 1.076 60.144 2.072 26.580 0.463
3 1.730 2.727 4.207 6.410 0.656 1.147 1.644 1.967 1.699 1.158 57.113 2.240 26.500 0.502
4 1.700 3.100 5.259 7.036 0.747 1.177 1.980 2.225 2.154 1.033 61.741 3.034 30.617 0.286
5 1.700 3.200 4.786 7.263 0.659 1.157 1.970 2.313 2.071 1.117 58.639 2.473 28.516 0.458
6 1.700 3.200 5125 7.263 0.706 1.200 1.858 2.342 2.101 1.115 58.721 2.783 28.931 0.409
7 2.541 3.115 9.619 15.796 0.609 1.650 1.910 4.315 4.084 1.057 60.869 5.304 25.854 0.448
8 2.540 3.153 10.097 15.977 0.632 1.710 1.500 3.708 3.445 1.076 60.134 6.389 21.562 0.444
El 1.800 2.960 5235 7.532 0.695 1.250 1.800 2.451 2.209 1.110 58.899 2.784 29.326 0.415
10 2.537 2.863 9.120 14.473 0.630 1.687 1.870 4.697 4.180 1.124 58.381 4.423 28.881 0.454
11 2.471 3.218 10.147 15.432 0.658 1.820 1.512 3.875 3.934 0.985 63.514 6.272 25.450 0.328
12 2.473 3.205 10.020 15.395 0.651 1.854 1.523 3.813 4.112 0.927 65.653 6.207 26.708 0.276
13 2.472 3.494 10.715 16.769 0.639 1.897 1.632 4.238 4.613 0.919 65.971 6.477 27.506 0.280
14 2.478 3.217 9.931 15.515 0.640 1.795 1.572 3.986 3.978 1.002 62.889 5.945 25.641 0.362

Como se puede observar en la Tabla IV.5, la porosidad varia entre el 57 y 65% y el volumen

disminuyd alrededor de un 25% del inicial después de la pirdlisis y el sinterizado.

En las Figuras. 4.4 y 4.5 se pueden observar las espumas obtenidas en la primera etapa del

proceso por tecnologia de polvos, las cuales fueron maquinadas con el objeto de obtener

muestras cilindricas y evitar el incremento de esfuerzos debido a la irregularidad de éstas

después del proceso de espumado.

Fig 4. 4 Espumas de biovidrio antes de la pirdlisis y el sinterizado.
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Fig 4. 5 Espuma de biovidrio 45S5.

En las Figuras 4.6 y 4.7 se muestran las espumas de biovidrio 45S5 obtenidas finalmente
después del tratamiento térmico. En esta etapa el ligante fue removido de la estructura,

mediante la pirdlisis y sinterizadas a 975°C.

Ee—————
10 mm

Fig 4. 6 Diferentes vistas de las espumas de biovidrio 45S5 obtenidas.

1= S
Smm

Fig 4. 7 Espumas de biovidrio 45S5 después del corte para su inmersion en SBF
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1.3 Resultados de las espumas de vidrio bioactivo 45s5, antes de la inmersion en SBF
I1V.3.1 Micrografias mediante MEB del las espumas de vidrio bioactivo 45S5

En la Fig. 4.8 se muestran las micrografias de las espumas de biovidrio 45S5 obtenidas
después de haber sido sinterizadas a 975 °C, se puede observar una estructura porosa uniforme
con un poco de variacion en algunas zonas (A). Se tomaron imégenes a mayores
magnificaciones con la finalidad de observar la estructura celular a detalle. Las paredes de los
poros se muestran con un grado de densificacion moderado (B), lo cual es conveniente para

los procesos de bioactividad posteriores.

. ; 5 T
NR 44 00 pm
SE MAG: 50 x HV: 20.0 kV WD: 25.0 mm r

SE MAG: 75 x HV: 20.0 kV_WD: 25.0 mm
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SE MAG: 200 x HV: 20.0 kV_WD: 25.0 mm

Fig 4. 8 Micrografias de las espumas antes de ser sumergidas en SBF, mayor magnificacion sucesivamente de A-
E.

1VV.3.2 Microtomografia de rayos X (UCT)

Tamafo de poro.

Por medio de la tomografia, se obtuvieron imagenes en 2D a partir de las imagenes 3D de las
espumas. En estas imagenes podemos observar el grosor de las lineas que nos representa las

paredes de la espuma. En la Figura 4.9, se observa una porosidad uniforme y al mismo tiempo

interconectada.

Fig 4. 9 Microtomografias de una espuma de vidrio bioactivo, antes de ser sumergida en SBF.
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En la Figura 4.10 se puede observar la distribucion del tamafio de poro, del lado izquierdo
presenta la frecuencia volumétrica hasta un 10.5% aproximadamente de un tamafio de 250 um
y del lado derecho presenta la frecuencia volumétrica acumulada hasta un 100%. El
comportamiento es cuasimodal y fue determinado para una pastilla hecha con la resina 1 y una
con la resina 2. No se observa cambio alguno en la distribucion de poros entre las dos pastillas
y esta distribucién esta dentro del rango de los parametros requeridos (0-500um) para ser un

andamio regenerativo.
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Fig 4. 10 Analisis de tamafio de poro.

1V.3.3 Resultados de DRX de las espumas de vidrio bioactivo 45S5

Los resultados por DRX de la Fig. 4.11, nos indican la transformacion de una fase amorfa,
propia del biovidrio 45S5, a dos fases cristalinas en las espumas que fueron obtenidas después
de haber sido sinterizadas. Los picos resultantes corresponden a la fase principal

NagCasSigO15 (JCPDS 77-2189) y a una fase secundaria Na,Cas(PO,4),SiO, (JCPDS 29-1193)
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Las fases obtenidas ya habian sido reportadas anteriormente por diferentes investigadores que
han trabajado en la cristalizacion del biovidrio 45S5. Lefebvre et al. [81] han reportado la
transformacion del vidrio bioactivo 45S5 después de un tratamiento térmico, dentro de un
rango de 550 a 950°C, mencionando la obtencién de esta fase primaria, asi como la
secundaria. Lin et al. [82] también muestran estas dos fases como resultado, después de tratar
térmicamente el biovidrio 45S5 a 715°C. También Bocaccini et al. [83] obtuvieron estas

mismas fases después de tratar térmicamente el biovidrio 45S5 de 750 a 950°C.
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Fig 4. 11 Fases obtenidas por medio de DRX de las espumas, antes de ser sumergidas en SBF.

1VV.3.4 Superficie especifica de las espumas de vidrio bioactivo 45S5

Esta prueba se realizé con la finalidad de determinar el area superficial de las muestras y poder

hacer un célculo de la solucion SBF necesaria para hacer la inmersion de cada pastilla.
Se obtuvo una superficie especifica de 130 mm*/gr.
V.4 Resultados de las pruebas de compresion

La resistencia a la compresion es definida como el esfuerzo maximo que puede soportar un
material bajo una carga de aplastamiento. [84] Los resultados de resistencia a la compresion

se muestran en las Figuras. 4.12 y 4.13. La curva obtenida muestra el comportamiento tipico
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de un material poroso, debido a su naturaleza y fragilidad ocurren una serie fracturas

consecutivas en el material. [54]

Las primeras 5 muestras comenzaron en una distancia de compresion cero, pero la figura las

muestra desplazadas un poco para poder observar la diferencia entre ellas.

En total ensayaron 11 probetas para obtener un promedio de las mismas.
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Fig 4. 12 Grafica carga-distancia de compresion del primer grupo de espumas.
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Fig 4. 13 Resistencia a la compresion del segundo grupo de espumas.

En la Tabla IV.6 se pueden observar los valores obtenidos de las 11 probetas sometidas a

compresion, asi como sus dimensiones, la maxima carga aplicada y la distancia de

compresion.

Tabla V. 6 Valores de resistencia a la compresion del segundo grupo de espumas

Maxima carga Maxima
No Diametro Altura de Distancia de resistencia a la
Muestra (cm) (cm) Compresidon | compresion(mm) compresion.
(N) (MPa)
1 1 0.56 1124.36 0.25 14.32
2 1 0.72 1246.33 0.45 15.87
3 1 0.68 649.61 0.30 8.27
4 1 0.51 1247.29 0.33 15.88
5 1 0.50 936.68 0.28 11.93
6 1 0.84 1058.72 0.57 13.48
7 1 0.86 1242.95 0.49 15.83
8 1 0.79 1165.18 0.38 14.84
9 1 0.88 923.22 0.79 11.76
10 1 0.88 1297.32 0.45 16.52
11 1 0.91 804.53 0.36 10.24
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Se obtuvo un valor maximo de resistencia a la compresion de 16.518 MPa, haciendo un
promedio de los datos obtenidos, se tiene una resistencia a la compresion de 13. 54 MPa y una
desviacion estandar de 2.67. Los resultados obtenidos son extremadamente elevados
comparados con otros obtenidos anteriormente, por investigadores que oscilan entre 0.1 y 5
MPa.

Las caracteristicas especificas de los materiales y el proceso de fabricacion de la probeta
contribuyen en la distribucion de los defectos que a su vez producen una dispersion en los
resultados experimentales. Esta dispersion puede ser muy grande como resultado de una
distribucion de defectos microestructurales. Por lo que varios experimentos deben ser
realizados en el mismo material y estos pueden no dar como resultado la misma media
aritmética del parametro critico de resistencia. Para estudiar este problema Weibull introdujo
el concepto de probabilidad de falla, P, en un valor critico de resistencia de falla s;,
normalizado con un valor promedio de un esfuerzo critico para un sélido fragil. Weibull

definio la probabilidad de falla como sigue:

B
Probabilidad de falla P =1- P, =1-exp -[“J

Oy

Donde o; es el esfuerzo de falla, oy es una constante con unidades de esfuerzo y B es un
exponente regularmente llamado Mddulo de Weibull. P representa la fraccion del nimero total
de especimenes de prueba idénticos N que para los cuales el esfuerzo de falla cae por debajo

de o . Similarmente Ps, es la probabilidad de supervivencia.

El modulo de Weibull es determinado en la préactica siguiendo: 1) Se ensaya un nimero N de
especimenes idénticos y del mismo lote son ensayados hasta fallar en carga estatica o
dinamica y el valor de esfuerzo oy apropiado de cada espécimen es determinado. 2) los valores
de of son ordenados de mayor a menor dandosele al menor el indice i de 1 y asi
sucesivamente, 3) calcular P = i/(N + 1) para 1 <i < N calcular la funcion de Weibull. La
pendiente de esta funcion da el médulo de Weibull.
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Tomando los resultados de la ultima columna de la Tabla V.6 para aplicar la probabilidad de

falla mediante el modulo de Weibull mostrado en la Figura 4.14, donde
y=mx+Db B=2.69

y =12.21x—-4.53

O, = exp(%) =14.81

LS -
1 111[111{1-(1-?2}1::4{:'5_351;{__0}-12.311 .
0.5 1
0
s -
2
2.5 1
3 ; o £y 5 s 3

In(e)

Fig 4. 14 Grafica que muestra el modulo de Weibull.

Asi, obtenemos la grafica de la Figura 4.15 que nos indica la probabilidad de falla de nuestro
material. Como se puede observar a medida que aumentamos la resistencia a la compresion la
probabilidad de falla es mayor pero esto es logico debido a que entre mas carga sea aplicada el

material fallara mucho mas rapido y facil por su estructura.
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Fig 4. 15 Gréafica que nos muestra la probabilidad de falla de las probetas respecto a la resistencia a la
compresion.

En la Tabla IV.7 Se pueden observar resultados de diferentes autores, por varios métodos,
usando no precisamente biovidrio 45S5, de la fabricacidn de estructuras porosas para el mismo
uso que esta investigacion, se puede observar que la resistencia a la compresion es baja

respecto a la obtenida en este trabajo.

Este incremento puede estar asociado con la consolidacion de los puntales dentro de la
estructura de las espumas debido a que las particulas estdn mejor sinterizadas a medida que la
temperatura de sinterizacion se incrementa, esto conduce a una disminucion de la porosidad
entre puntales y entre particulas, lo cual lleva a un aumento en la resistencia mecanica de la

estructura.
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Tabla V. 7 Algunos resultados de resistencia a la compresion de estructuras porosas.

Resistencia a la

Investigador Ao Técnica Material compresion MPa
Colado de geles y
Sepulveda et al [65] 2000 formado mediante HA 47y7.4
agitacion vigorosa,
Callcut et al. [73] 2002 Esponja polimérica 0.01y0.017
Colado de geles y
Sepulveda et al [66] 2002 formado mediante HA 16-58
agitacion vigorosa,
Ramay[lg.?]R etal, 2003 Esponja polimérica HA 0.55-5
Trifosfato
Ramay et al. [68] 2004 Esponja polimérica de 9.8
calcio+HA
L Biovidrio
Jones et al. [69] 2004 Técnica sol-gel 70S30C 05-25
Colado de geles y
Miao et al. [64] 2004 formado mediante HA 0.8-1.2
agitacion vigorosa,
Kimet al. [63] 2005 Esponja polimérica HA 0.2
) . PCL9y
Cannillo et al. [57] 2010 Salt-Leaching. Bioglass 0.8
Colado de geles y -
Zoe etal. [70] 2011 formado mediante Vldr|106ICIE 2
agitacion vigorosa,
. Tecnologia de Bioactivo
Aguilar R 2011 polvos 4555 1.7-55
Chengtie et al. [53] 2011 Técnica sol-gel Si/Ca/P 16.10 £1.53
Vidrios a
Liang et al. [59] 2011 Esponja polimérica | base de 0.1-04

Boro




IVV.5 Resultados de bioactividad
IVV.5.1 Monitoreo del pH después de la inmersion en SBF

Las dimensiones Yy datos obtenidos de las probetas preparadas para la inmersion en SBF, se
muestran en la Tabla IV.8. Estas probetas fueron seleccionadas de las mostradas en la Tabla
IV.5, debido a que fue necesario cortarlas en forma de pastilla. De estas 23 solo se ensayaron
14 muestras debido a tiempos de trabajo.

Tabla IV. 8 Dimensiones de las pastillas fabricadas para la inmersion en SBF

Probetas para pruebas de bioactividad.
No. Diadmetro Altura Masa (gr) | Volumen Densidad %
muestra (cm) (cm) (cm®) (gricm®) Porosidad
1 1 0.3 0.238 0.23562 1.01010101 62.589
2 1 0.3 0.226 0.23562 0.95917155 64.475
3 1 0.3 0.253 0.23562 1.07376284 60.231
4 1 0.3 0.238 0.23562 1.01010101 62.589
5 1 0.3 0.238 0.23562 1.01010101 62.589
6 1 0.3 0.226 0.23562 0.95917155 64.475
7 1 0.3 0.259 0.23562 1.09922757 59.288
8 1 0.3 0.259 0.23562 1.09922757 59.288
9 1 0.3 0.253 0.23562 1.07376284 60.231
10 1 0.3 0.244 0.23562 1.03556574 61.646
11 1 0.3 0.244 0.23562 1.03556574 61.646
12 1 0.3 0.228 0.23562 0.96765979 64.161
13 1 0.3 0.228 0.23562 0.96765979 64.161
14 1 0.3 0.219 0.23562 0.92946269 65.575
15 1 0.3 0.219 0.23562 0.92946269 65.575
16 1 0.3 0.227 0.23562 0.96341567 64.318
17 1 0.3 0.226 0.23562 0.95917155 64.475
18 1 0.3 0.225 0.23562 0.95492743 64.632
19 1 0.3 0.222 0.23562 0.94219506 65.104
20 1 0.3 0.229 0.23562 0.97190391 64.004
21 1 0.3 0.219 0.23562 0.92946269 65.575
22 1 0.3 0.231 0.23562 0.98039216 63.689
23 1 0.3 0.231 0.23562 0.98039216 63.689
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Respecto a estas muestras, se obtuvo una porosidad moderada respecto a la densidad, esta
porosidad fue calculada mediante la ecuacién (3.1). En la Figura 4.14 podemos observar que a
medida que aumenta la densidad en la probeta final, disminuye la porosidad de la misma, de

una manera proporcional.
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Fig 4. 16 Cambio de la densidad respecto a la porosidad de las pastillas obtenidas.

En la Tabla V.9 se muestra el incremento del pH de las 14 muestras sumergidas en SBF. El
incremento de PH no fue de manera excesiva lo que nos hace saber que durante el periodo de
inmersion se estuvieron liberando sales a medida que pasaron los dias. Se puede observar que
en las leras muestras el pH se elevd mas rapido que en las 2das pero el valor final a los 28

dias relativamente es el mismo.

En la Figura. 4.15 se observa la comparacion entre el incremento del pH en las dos pruebas
realizadas, la primera con un pH inicial de 7.2 y la segunda de 7.4. Se puede ver que el
comportamiento de incremento es muy similar, el incremento mayor de pH se da durante los
primeros 7 dias, de ahi en adelante el cambio es minimo debido que las reacciones mas
importantes ocurren en los primeros dias [46], después de esto la evolucion de la capa de

hidroxiapatita es minima.
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Tabla IV. 9 Variacién del pH respecto al tiempo

TIermPOeN | Medicion 1 | Medicion 2
1as
0 7.2 7.4
1 7.84 7.45
3 8.14 7.79
7 8.69 8.36
14 8.69 8.68
21 8.87 8.72
28 8.97 8.95
9 5
%
8.6 3
8.4 3 -
82 1 &
3 87
78 1® = # MEDICION 1
7.6 ® MEDICION 2
7.4 p®
7.2
e e e o e e e L e s e e e e e B R
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo {dias)

Fig 4. 17 Variacion del pH respecto al tiempo, en las dos mediciones.

IV.5.2 DRX a las muestras después de haber sido sumergidas en SBF

Como se puede observar en la Figura 4.17 el pico caracteristico del difractograma de rayos X
de la fase hidroxiapatita aparece a partir del dia 1 y se intensifica con el tiempo de inmersién.
Esto implica que la capa de Hidroxiapatita fue aumentando en cantidad. También se observa

en el difractograma correspondiente al dia 1 que existe mayor grado de cristalinidad y a
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medida que transcurre el tiempo de inmersion en SBF, se va amorfizando. Estos resultados son

similares reportados anteriormente, entre ellos los publicados por Shih et al. [85]
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Fig 4. 18 Patrones de difraccion de rayos X mostrando la evolucién de la capa de hidroxiapatita (V).

IV.5.3 MEB y EDS de las muestras después de la inmersion en SBF

Las imagenes obtenidas por medio de microscopia electronica de barrido mostradas en la
Figura 4.17, corresponden a la seccion transversal de las muestras de las espumas al tiempo

inicial y después de ser sumergidas en SBF durante 0, 1, 3, 7, 14, 21 y 28 dias.
En el tiempo inicial o tiempo cero, sélo se observa el vidrio bioactivo 45S5.
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En los tiempos 1 y 3 dias se observa como comienza a formarse una capa que no es propia de
la fase inicial, se ven pequefias particulas esféricas en etapa de formacion y crecimiento.
Después de 7 dias de inmersion en SBF puede apreciarse un gran cambio en la morfologia
superficial. La superficie parece estar recubierta con una capa de un espesor muy pequefio
formado por esferas como puede apreciarse en la Figura 4.17 (d). Al mismo tiempo, en la
imagen correspondiente a la superficie, se puede ver que los cristales se encuentran recubiertos
por dicha capa. Esta capa es probablemente la capa bioactiva de hidroxiapatita que se forma in

vitro en materiales bioactivos y que permite el enlace directo con el hueso.
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SE MAG: 4000 x HV: 15.0 kV WD: 6.0 mn

Fig 4. 19 Morfologia de la secciones transversales obtenidas por microscopia electrénica de barrido, de espumas
de vidrio bioactivo 45S5, al tiempo inicial (a), e inmersas en SBF durante 1 (b), 3(c), 7(d) ,14(e),21(f) y 28(qg)

dias.

IVV.5.4 Prueba de espectroscopia infrarroja—FTIR

Las bandas obtenidas para las muestras sinterizadas a 975 °C se muestran en la Figura 4.18.
Una HA tipica muestra bandas para un espectro FTIR en (3600, 3569, 3578, 3448 y 633) cm™
correspondientes a grupos OH-; bandas en (474, 571, 601, 692, 1032 ~1087, 1092, 1040) cmt

correspondientes a grupos PO,* y bandas entre (870, 1420 y 1480) cm™ si la muestra contiene

grupos CO;3 [47]. Las cuales se encuentran presentes en la muestra sometida a inmersién

durante 14 dias.
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Fig 4. 20 Andlisis de espectroscopia infrarroja.
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Los resultados de las bandas obtenidas en la espuma del dia 14 mediante la técnica de FTIR

se muestran en la Tabla 1VV.11

Tabla V. 10 Bandas obtenidas en FTIR.

Especie Bandas obtenidas en FTIR
OH 3746 3409 692 630
CO; 1483 1450 1384
PO,* 1038 572 531

Las muestras tratadas a 975 °C presentan bandas en (3746, 3409, 1483, 1450, 1038, 692, 630,

572) cm™.

Ello significa que se han obtenido los picos representativos de la HA, lo que también indica

que se obtuvo HA muy cercana a la estequiométrica.

1VV.5.5 Resultados de variacion de masa

En la Tabla IV.11 se puede observarse la variacion de la masa de las muestras espumadas en

funcién del tiempo de inmersion en SBF.

Los resultados muestran que las muestras no sufren una disolucién o degradacion al

encontrarse sumergidas en SBF. Por el contrario, se puede apreciar un incremento en los

valores. Si bien las variaciones son pequefias, el hecho de que exista una tendencia general al

aumento en el peso de las muestras podria explicarse mediante la formacion de capa de HA en

la superficie de los discos. La variacion de la masa del alrededor de 3% alcanza su valor mas

elevado en el dia 14 y luego se vuelve constante.
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Tabla V. 11 Porcentaje de variacion de masa en los discos usados en las pruebas de bioactividad.

Probetas para pruebas de bioactividad.

Dias D Grosor | Masa (g) | Volumen | Densidad % Masa Ganancia | % Ganancia
(cm) (cm) (cm?) (g/cm®) Porosidad después de masa de masa
dela @)
inmersion
(9)

0 1 0.3 0.238 0.23562 | 1.0101010 62.589 0.235 0.000 0.000000
1 1 0.3 0.226 0.23562 | 0.9591716 64.475 0.228 0.002 0.884956
3 1 0.3 0.253 0.23562 | 1.0737628 60.231 0.257 0.004 1.581028
7 1 0.3 0.238 0.23562 | 1.0101010 62.589 0.241 0.003 1.260504
14 1 0.3 0.238 0.23562 | 1.0101010 62.589 0.246 0.008 3.151261
21 1 0.3 0.226 0.23562 | 0.9591716 64.475 0.233 0.007 3.097345
28 1 0.3 0.259 0.23562 | 1.0992276 59.288 0.267 0.008 3.088803
1 1 0.3 0.253 0.23562 | 1.0737628 60.231 0.254 0.001 0.395257
3 1 0.3 0.244 0.23562 | 1.0355657 61.646 0.246 0.002 0.819672
7 1 0.3 0.244 0.23562 | 1.0355657 61.646 0.245 0.001 0.409836
14 1 0.3 0.228 0.23562 | 0.9676598 64.161 0.235 0.007 2.894737
21 1 0.3 0.228 0.23562 | 0.9676598 64.161 0.235 0.007 2.894737
28 1 0.3 0.219 0.23562 | 0.9294627 65.575 0.225 0.006 2.922374
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CONCLUSIONES

1.

Espumas con un porcentaje de porosidad moderado (55-65%), suficiente para ser un
andamio regenerativo, fueron sinterizadas exitosamente a partir de una mezcla de polvos

de vidrio bioactivo 45S5, ligante y un agente espumante.

La porosidad de las espumas es abierta y con un tamafio de poro adecuado para el
crecimiento 6seo  (50-600um). Fases primaria (NasCasSigO15) Yy secundaria
(Na,Cays(P0O,4),Si0,) fueron observadas, tal como se han reportado por otros

investigadores.

La resistencia mecanica promedio obtenida de 14 MPa es superior a la requerida para
aplicaciones de reconstruccién ésea. La capa de HA en la superficie se form¢ a los 7 dias
después de haber sido inmersas en SBF, lo cual atribuye a un buen potencial bioactivo de

las mismas.

Por lo tanto, la conclusion general es que se pueden fabricar espumas de vidrio bioactivo
45S5 con una porosidad superior al 80%, una resistencia a la compresion elevada y
excelente potencial bioactivo mediante el método por tecnologia de polvos, controlando

los perfiles térmicos de espumado y de sinterizacion.
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