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RESUMEN

La regeneracion de tejido 6seo ha sido tema de constante investigacion, por ello el desarrollo de
andamios de hidroxiapatita (HA) es una alternativa para el tratamiento de defectos dseos. A pesar
de que la hidroxiapatita (HA) es un material ampliamente estudiado, se ha buscado mejorar sus
propiedades.

Esta tesis presenta el desempefio de andamios de hidroxiapatita (HA) combinados con un polimero
llamado policaprolactona (PCL) y un biovidrio (BV). Para ello se fabricaron andamios de dos
diferentes composiciones y fueron sometidos a pruebas de biodegradacion y bioactividad. La
estructura de estos andamios fue analizada mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y
también por el analisis micro elemental SEM-EDS. Finalmente los resultados de las pruebas de las
dos composiciones fueron comparados. Se observd que los andamios realizados y estudiados
cumplen su funcidén de formar la hidroxiapatita y a su vez degradarse con el tiempo, resultando que
una composicion es mejor que la otra. La composicion que proporciond los mejores resultados fue
la que contenia un mayor porcentaje en peso de hidroxiapatita y menor de biovidrio HA (50%),
PCL (40%), Bv (10%), ya que hubo menos disolucion en los andamios, siendo asi su degradacion
mas lenta dédndole tiempo a la hidroxiapatita para poder crecer en andamio. Referente a la
policaprolactona se observaron mejores propiedades mecanicas arriba del 40% en peso.

ABSTRACT

The bone tissue regeneration has been the subject of constant research; therefore, the development
of hydroxyapatite (HA) scaffolds is an alternative for the treatment of bone defects. Although
hydroxyapatite (HA) is a widely studied material, it has been sought to improve its proprieties.

This thesis presents the performance of hydroxyapatite (HA) scaffolds combined with a polymer
polycaprolactone (PCL) and a bio glass (BV). For this, scaffolds of two different compositions
were manufactured and subjected to biodegradation and bioactivity tests. The structure of these
scaffolds was analyzed by Scanning Electron Microscopy (SEM) and also by micro elemental
analysis SEM-EDS. Finally, the test results of the two compositions were compared. It was
observed that the scaffolds made and studied fulfill their function of forming hydroxyapatite and
in turn degrading over time, resulting in one composition being better than the other. The
composition that provided the best results was the one that contained a higher percentage by weight
of hydroxyapatite and a lower percentage of bioglass HA (50%), PCL (40%), Bv (10%), since there
was less dissolution in the scaffolds, being Thus, its slower degradation, giving hydroxyapatite
time to grow into a scaffold, with respect to polycaprolactone, better mechanical properties were
observed above 40% by weight.

PALABRAS CLAVE: Regeneracion, tejido oseo, Ivestigacion, Desarrollo, Desempeios.
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CAPITULO I

1. ANTECEDENTES

Los materiales en el dia a dia han sido son y seran un tema de gran importancia en la vida. Hoy en
dia la tecnologia enfocada a los materiales esta siendo dirigida a los polimeros y materiales
compuestos ya que con ellos es posible obtener un material con mejores caracteristicas y
propiedades Optimas para la aplicacion requerida. Otro tipo de materiales como lo son los
biomateriales, también en un significativo crecimiento debido a la necesidad de ofrecer una mejor
calidad de vida a personas que sufren ciertos padecimientos crénicos sin solucion médica ha
llevado a la busqueda de materiales que puedan sustituir las diferentes partes del cuerpo humano.
Asi surgieron los biomateriales que estan destinados a su aplicacidn en seres vivos, y para su
fabricacion se requiere la coordinacion de expertos de muy diversos campos.

Por otro lado en la aplicacion biomédica, los materiales utilizados actualmente tienen un alto costo
econdmico, sin embargo, es posible desarrollar otros sistemas de materiales compuestos polimero-
ceramico que permitan reducir los costos y sean biocompatibles, una de las razones de la atraccion
que ofrecen estos materiales es el interés comercial, pero la razon fundamental es que el hueso esta
constituido principalmente por fosfatos de calcio, entre los que la hidroxiapatita ha recibido
atencion especial.

Para el area de la ingenieria de tejidos y de medicina regenerativa, los biomateriales son muy
importantes para la regeneracion del cuerpo por ende los materiales utilizados en estas disciplinas
deben ser biocompatibles y proporcionar un ambiente mecanico donde el nuevo tejido pueda ser
sometido al estrés normal de la célula, también deben ser porosos y permeables para tener un buen
ingreso de nutrientes a las células y obtener una estructura superficial adecuada para que las células
se adhieran (Yang, 2001).

Por ello los andamios son usados en ingenieria de tejidos como un soporte fisico y bioldgico de las
células, es decir, para retener, proliferar, diferenciar y transportar las células. Siendo todo esto una
alternativa para el tratamiento de defectos causados por cancer u otras enfermedades y traumas.
Estos estan formados por la combinacion de una matriz (andamio, células y agentes bioldgicos
activos).

La primera generacion de biomateriales fue en el afio 1950, llamando a estos materiales bio-inertes
los cuales incluian materiales como metales, aleaciones, ceramicas inertes biocompatibles. El
objetivo de estos primeros biomateriales era “alcanzar una combinacidén conveniente de
propiedades fisicas para reemplazar las del tejido sustituido con una respuesta toxica minima del
receptor” (Hench, 1980).

El 1980 fue la segunda generacion de materiales (Evelina Andreea Piciorang, 2019) bioactivos o
bioreabsorbibles en los que se encontraban materiales como la hidroxiapatita, biovidrios, polimeros
y materiales biodegradables. Los materiales bioactivos tienen la habilidad de interactuar con el
medio biologico para mejorar la respuesta bioldgica y el enlazamiento entre el tejido y la superficie
del biomaterial. Los materiales bioabsorbibles tienen la habilidad de sufrir una degradacion
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progresiva mientras el nuevo tejido se regenera y se cura. El objetivo era producir componentes
biocompatibles y capaces de interactuar con el medio biologico favoreciendo su integracion.

La tercera generacion fue en el afio de 1990 de materiales bioactivos y bioreabsorbibles (Losada,
2011). Se utilizaron materiales como el fosfato tricalcico B y compuestos organicos/inorganicos.
Estos permitieron obtener biomateriales capaces de estimular respuestas celulares especificas a
nivel molecular.

Para la cuarta generacion y mas reciente (2010) fueron los materiales biomiméticos que estimulan
la reparacion por procesos fisiologicos utilizando materiales biomiméticos y nanocompuestos
(Rangel, 2010). Estan considerados mas como una herramienta que ayuda el cuerpo a autocurarse
que como un material, también llamados “biomateriales inteligentes”.

Entre los biomateriales se encuentran también los polimeros sintéticos aprobados por la FDA (Food
and Drug Administration) y con gran nimero de aplicaciones biomédicas estdn la policaprolactona
y el acido polilactico. La policaprolactona (PCL) es extensamente usada para producir andamios
para aplicaciones en ingenieria de tejidos debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad,
estabilidad estructural y propiedades mecanicas (Ana Beatriz Martinez Valencia, 2019). Sin
embargo, esta presenta baja bioactividad y alta hidrofobicidad, reduciendo la afinidad celular y
rangos bajos para la regeneracion de tejido.

Otros biomateriales muy usados son los biovidrios que se caracterizan por ser sélidos amorfos
cuando poseen un desorden estructural muy elevado, o bien como liquidos cuando poseen una
viscosidad muy elevada. El desarrollo y utilizacion de biovidrios en ingenieria de tejidos, en
especial en aplicaciones para regeneracion Osea, se han realizado durante los ultimos 45 afios a
partir de que Hench y col., en 1971 desarrollaran el biovidrio 45S5 (Hench, 1980). Los vidrios se
dividen en dos grandes grupos los de base silicio y los de base fosfato. Los vidrios del primer grupo,
como ya se menciono anteriormente fueron desarrollados por Hench y colaboradores quienes
descubrieron que determinadas caracteristicas de los vidrios eran biocompatibles, es decir,
permitian generar una union entre los huesos y los vidrios implantados. Por otro lado, los vidrios
de fosfato de calcio se caracterizan porque la variacidn en su composicidon quimica permite
modificar su velocidad de degradacion, ademas de poseer propiedades osteoconductivas bajo
determinadas condiciones, que en diversos estudios han permitido la adhesion, proliferacion y
diferenciacion de células mesenquimales y osteoblastos.

Para mejorar las propiedades de estos tres materiales biocompatibles se propone combinar PCL
permitiendo controlar la velocidad de degradacion del polimero, mientras que el biovidrio y la
hidroxiapatita le conferirdn mejores propiedades de bioactividad, ademas de mejorar las
propiedades mecénicas del andamio.
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1.2 Objetivos. General y especificos

OBJETIVO GENERAL

Fabricar andamios con diferentes composiciones de HA-PCL-Bv y caracterizar mediante analisis
de bioactividad y biodegradacion, para aplicacion en ingenieria de tejidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar hidroxiapatita y biovidrio mediante métodos quimicos.

e Fabricar andamios de polimero, hidroxiapatita y biovidrio con dos composiciones
diferentes de hidroxiapatita y biovidrio.

e Analizar la biodegradacion y bioactividad de los andamios fabricados, utilizando fluidos
corporales simulados, simulated body fluid (SBF) y Phosphate-Buffered Saline (PBS).

e (aracterizar los andamios mediante las técnicas de Difraccion de Rayos X (DRX),
Scanning Electron Microscopy (SEM) y Energy dispersive spectroscopy (EDS).

10
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HIPOTESIS

Los andamios fabricados de hidroxiapatita-policaprolactona-biovidrio, presentan buenas
caracteristicas de bioactividad y biodegradacion para aplicacion en ingenieria de tejidos.

11
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CAPITULO II
2. MARCO TEORICO

2.1 Biomateriales

La descripcion como la clasificacion de biomateriales es muy extensa, el término biomaterial se
podria definir separando la palabra en dos: bio (vida) y material se puede entender como sustancia.
Estas dos palabras se pueden relacionar de diferentes maneras, en si un biomaterial es una sustancia
que se encuentra en contacto con un organismo vivo (Séenz Ramirez, Biomateriales, 2004)

En 1986 “The European Society for Biomaterials Consensus Conference” definié un biomaterial
como una sustancia o material usado solo o para la fabricacion de un aparato médico que pudiera
interactuar con los tejidos humanos y el monitoreo de funciones corporales, asi como para tratar
alguna condicion patoldgica del cuerpo. (Ravaglioli, 1992; Mattox, 1992)

Un tipo de biomaterial aplicado en el cuerpo humano para el tratamiento de defectos 6seos son los
andamios (Enrique Gallegos Nieto, 2013). El andamio es un elemento que sirve como plantilla y
soporte estructural para las interacciones celulares y la formacion de tejido. Los andamios para la
regeneracion 6sea deben cumplir ciertas caracteristicas para realizar su funcion: propiedades
mecanicas similares a las del sitio de reparacion, como lo es la biocompatibilidad que se deriva del
prefijo bio y de la palabra compatibilidad, que es la capacidad de un material para no degradar ni
interferir el medio bioldogico en el cual son utilizados. La necesidad del estudio de la
biocompatibilidad surge del reconocimiento de la diferencia existente entre tejido vivo y los
materiales no viables. (P., 2015) y la biodegradacion que se define como la descomposicion natural
y no contaminante de una sustancia o producto por la accion de agentes bioldgicos. Las fracciones
resultantes de material pueden ser desplazadas del lugar de implantacion, pero no necesariamente
fuera del organismo y pueden ser depositadas en algun otro tejido receptor. (Vert, 1992)

2.2 Estado actual de los Biomateriales

Los biomateriales se han convertido en un tema de investigacion y desarrollo muy activo para
cientificos e ingenieros de todo el mundo. Cada afio surgen nuevas revistas especializadas en este
tema. Varios de los aspectos mas relevantes de la ciencia y tecnologia de biomateriales han llegado
a ser muy atractivos como lo son la HA, vidrios cerdmicos, alimina, hidrogeles etc. Los
biomateriales presentan un mercado potencial de varios millones de doélares anuales, y cualquier
innovacion que sea adecuada para resolver un problema en especifico representa ganancias muy
atractivas.

La palabra biomaterial se usa para describir una amplia gama de materiales usados en aplicaciones
biomédicas. Los compuestos como lo son los carbonatos y los fosfatos son los mas destacados, su
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razén fundamental es que el hueso esté constituido principalmente por fosfatos de calcio, entre los
que la hidroxiapatita ha recibido atencion especial. (Sdenz Ramirez, Biomateriales, 2004).

El desarrollo de nuevas tecnologias ha provisto materiales con propiedades fisicas, quimicas y
mecanicas que los hacen muy adecuados para implantes ortopédicos o dentales. (Jose Luis San
Roman Garcia). En la medicina moderna los biomateriales se emplean principalmente en la
regeneracion Osea, cirugia maxilofacial, cardiovascular y oftalmologia.

2.3 Biomateriales usados para reparacion y regeneracion osea.

Mas de cincuenta millones de personas en todo el mundo tienen implantado algin tipo de protesis
y es un hecho bien conocido en nuestra sociedad la utilidad y necesidad de todo tipo de implantes,
siendo raro que en nuestro entorno préximo no conozcamos algiin caso de familiar o amigo que los
necesite.

Los biomateriales estan destinados a su aplicacion en seres vivos, y para su fabricacion se requiere
la coordinacion de expertos de muy diversos campos. El campo de los biomateriales ha
experimentado un espectacular avance en los ultimos afios y una motivacién importante para ello
ha sido el hecho de que la esperanza de vida aumente de forma considerable. (Regi, 2012)

La primera generacion de biomateriales utilizados, se clasifico como materiales bioinertes. Con el
tiempo se dio a conocer que dichos materiales presentan grandes limitaciones, un ejemplo de ello
era que la interaccion material-tejido estaba muy comprometida, y nada controlada. Asi surgieron
los biomateriales bioactivos, cuyo objetivo es el de interaccionar de manera activa con el organismo
favoreciendo la integracion del biomaterial. La segunda generacion fueron los materiales
bioreabsorbibles que son disefiados para degradarse gradualmente y ser reemplazados por el tejido
huésped, se emplean en la sutura reabsorbible o en reconstrucciones dseas como material de relleno
en cirugia maxilofacial y ortopédica.

En los ultimos afos, se han desarrollado una tercera generacion de biomateriales, estos buscan
interactuar con el tejido de forma especifica, a nivel celular y molecular combinando las
propiedades de bioactividad y bioabsorbabilidad dentro del mismo material (Elena, y otros, 2016).
Los biomateriales mas importantes usados para la regeneracion 6sea de encuentran algunos
metales, ceramicos, polimeros sintéticos y naturales, vidrios biologicos, los cuales se aplican en
especialidades médicas.

Dentro de los tipos de biomateriales (Tabla 1) que existen tenemos:

e Biomateriales metéalicos: La principal limitacion de estos materiales es su pobre
comportamiento tribolégico, el cual se caracteriza por un alto coeficiente de friccion y
un desgaste por adhesion severo (Elena V. S., 2013).

¢ Biomateriales ceramicos: Compuestos quimicos complejos que contienen elementos
metalicos y no metalicos, debido a sus enlaces i6nicos o covalentes son generalmente
duros y fragiles, pero también resistentes al desgaste. El requisito fundamental es su no
toxicidad en el organismo (Montoliu, 1993).
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e Biovidrios: En 1971, Hench y col. Descubrieron que ciertas composiciones de vidrios
se enlazaban al hueso. A dichos vidrios se les denomind vidrios bioactivos y han sido
objeto de numerosos estudios, con vistas a su utilizacion clinica como implantes para
la sustitucion y reparacion de tejidos 6seos (Regi, Biomateriales para sustitucion y
reparacion de tejidos, 2012)

e Biomateriales poliméricos: En la actualidad, estos biomateriales pueden llegar a
reemplazar, reforzar o cumplir una funcion especifica en el cuerpo humano. (Osorio-
Delgado, 2017) Presentan enormes posibilidades, tanto en variedad de compuestos
como en fabricacion con propiedades muy diversas.

Tabla 1. Biomateriales para regeneracion 6sea. (Barba)

Materiales Aplicaciones
Metales Protesis, valvulas cardiacas, aplicaciones
dentales, clavos y tornillos.
Ceramicos y Biovidrios Defectos 0seos, relleno de cavidades, protesis
de cadera.
Polimeros Liberacion de farmacos, suturas quirtrgicas e

ingenieria de tejidos.

Para poder ser implantado cualquier biomaterial debe cumplir ciertos requisitos los cuales engloban
ciertos criterios: biocompatibilidad, bioestabilidad a corto y largo plazo, mantenimiento de sus
propiedades mecanicas, quimicas y fisicas en el entorno bioldogico durante el tiempo de
permanencia en el organismo.

Los requisitos que debe cumplir un biomaterial son: 1) Ser biocompatible, aceptado por el
organismo receptor y que no se dé un rechazo; 2) No debe ser toxico ni cancerigeno; 3)
Biodegradable en productos no toéxicos y quimicamente estable; 4) Que el peso, sus caracteristicas
superficiales, resistencia y propiedades mecanicas, y el tiempo de fatiga sean los apropiados; 5)
Tamano forma y disefio deben ser los adecuados. (Biblioteca digital, s.f.)

2.4 Regeneracion de Tejidos Oseos

El hueso es un 6rgano duro y resistente, su composicion se basa de tejidos y sustancias minerales.
Su funcion es proteger Oérganos y partes del cuerpo, dando soporte y conectando los musculos.
Est4 compuesto por una fase mineral de la cual el colageno es el principal componente de la fase
organica (Figura 1).
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Matriz 6sea
Orgénica: Inorganicas: Agua:
25% 60-70%  S-8%

l

Biominerales:
Ca, P, Mg, Sr

Figura 1. Porcentaje de los componentes del tejido 6seo (Vallet-Regi, 2011)

El hueso es el unico tejido del organismo capaz de regenerarse permitiendo la restitucion e
integracion tras el trauma (Davies, 2003). Cuando se produce una fractura, se coloca un implante
osteointegrado o se realiza un injerto para aumentar el sustrato 6seo antes de la insercion de
implantes, lo que se pretende es la regeneracion dsea, es decir, la formacion de hueso nuevo que,
tras un proceso de remodelado, sea idéntico al preexistente. (Isabel Fernandez-Tresguerres, 2006)
La regeneracion a diferencia de la reparacion, es donde el tejido que se forma es un tejido
cicatricial, con caracteristicas diferentes al original.

El hueso esta compuesto por tejidos, el tejido fundamental es el tejido 6seo. Esto no quiere decir
que no haya mas tejidos, ya que también hay nervios, grasa, vasos sanguineos, El tejido 6seo es un
tejido conjuntivo es duro porque sufre un proceso de mineralizacion.

El hueso esta compuesto por células y sustancia extracelular que se llama la matriz del hueso, esta
ultima a su vez se divide en una fraccidon organica y otra mineral.

El componente mineral del hueso representa el 65% del peso 6seo. (Manuel Megias, 2017) Este
esta formado por calcio, fosfato y carbonato en proporciones de (10:6:1) formado por pequefios
cristales de hidroxiapatita Caio (PO4)s (OH)2, y en menor proporcion contiene magnesio, sodio,
potasio, manganeso, y fluor (Tabla 2).

La regeneracion Osea origina una respuesta en la que estan involucrados los vasos sanguineos las
células y la matriz extracelular. La importancia de los vasos sanguineos es la osteogénesis
(Reikeras, 1992).
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Tabla 2. Composicion genérica de los Huesos (Bernabéu Martinez, 2006)

Fase inorganica % Peso Fase organica
Hidroxiapatita 60 Colageno
Carbonato 4 Agua
Citrato 0.9

Proteinas no colagenas
(osteocalcina, steonectina,
osteopontina,
trombospondina,
Proteinas orfogenéticas,
sialoproteinas, proteinas de

suero)
Sodio 0.7
Magnesio 0.5
Cl-, F-, K+ Sr2+, Pb2+, Polisacaridos, lipidos,
Zn2+, Cu2+, Fe2+ citoquinas

Células 6seas primarias:
osteoblastos, osteocitos,
osteoclastos

Los cristales de hidroxiapatita, formada sobre todo por fosfato tricalcico, pero también por
carbonato calcico e impurezas que aumentan la solubilidad y modifican otras propiedades fisicas,
se disponen alrededor de las fibras colagenas formando un importante armazon, dando lugar a
excepcionales propiedades mecanicas. Estos cristales mineralizados son los responsables de la
resistencia del hueso a las fuerzas de compresion. En esencia el tejido 6seo es muy similar a las
construcciones de edificios donde se forman barras de acero (colageno) y entre ellos cemento
(cristales de hidroxiapatita) (Vazquez, 2014).

2.5 Bioceramicas

La primera bioceramica se encuentra en nuestros huesos (M. Vallet-Regi, 2008). Es una apatita
biologica deficiente en calcio y carbonatada, su tamafio es nanométrico.

Las cerdmicas son usadas en los biomateriales y se obtienen a temperaturas y presiones altas,
algunas de sus caracteristicas son la alta resistencia a la compresion, baja conductividad térmica y
eléctrica.
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Existen varias formas y fases de las bioceramicas, que se usan principalmente para la reparacion
de diferentes partes del cuerpo. Sus principales aplicaciones estan relacionadas con la restauracion
del sistema esquelético, como lo son huesos, dientes, articulaciones y tejido.

Tipos de Bioceramicas
e Ceramicas Inertes:
Alumina: Buena biocompatibilidad y dureza.
Zirconia: Ceramica inestable, con la adicién de 6xidos se estabiliza parcialmente.
e (Ceramicas Bioabsorbibles:
Cementos de Fosfato calcico: Activan las funciones osteoblasticas y osteoclasticas transformando
el material en una estructura similar al hueso.

e Fosfato tricdlcico: presenta biocompatibilidad, reabsorcién y osteo-conduccion siendo
responsables de la remodelacion dsea. El mas empleado es el B-TCP (Olivo EA, 2015).

Uno de los aspectos importantes en las aplicaciones de las bioceramicas es la interaccion que pueda
existir en la interfase con el tejido vivo, tanto en términos de disolucion, de toxicidad como de las
funciones activas que promueven la formacion de nuevo tejido 6seo (Vallet-Regi, 2011).

2.5.1 Hidroxiapatita (HA)

La hidroxiapatita es de gran importancia en los tejidos mineralizados porque se ha demostrado que
es un material biocompatible, con algunas de las aplicaciones biomédicas en Odontologia,
Ortopedia y Cirugia Maxilofacial. Es el cristal principal de huesos y dientes ya que les aporta su
dureza caracteristica y, a su vez con la colagena, les transfiere cierta elasticidad.

En la naturaleza se le encuentra formando parte de rocas metamorficas.

En los tejidos vivos, la hidroxiapatita y sus precursores se encuentran en diferentes grupos animales
como los corales, estrellas de mar, etc. Como biomaterial se realizan investigaciones para
determinar sus formas 6ptimas de aplicacion.

La HA pura se puede obtener mediante reacciones en sistemas acuosos o por reacciones en estado
solido. Sin embargo, cuando es preparada a través de sistemas acuosos de precipitacion o métodos
de hidrélisis es importante manejar las cantidades adecuadas de precursores para lograr una HA
totalmente estequiométrica (relacion molar Ca/P= 1.67) debido a que, en ocasiones, se obtiene una
HA deficiente en calcio. El uso de métodos acuosos en condiciones alcalinas provoca que el
precipitado contenga carbonato, lo cual también afecta la relacidon molar Ca/P. (Chavez, 2012)

2.5.2 Estructura

La hidroxiapatita es un biocristal, formado por 4&tomos de calcio, fésforo, e hidrégeno, de acuerdo
con la formula Caio(PO4)s (HO)..

Pertenece a la familia de las apatitas y presenta una estructura hexagonal (figura 2) (Garcia-
Garduio & Reyes-Gasga, 2006).
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Fosféro

Higroxiio
Calcio ()
Calcio (Ify

QOxigeno

J

Figura 2. Arreglo atomico de la celda unitaria hexagonal de la hidroxiapatita (Garcia-Gardufio & Reyes-

Gasga, 2006)

Se puede obtener de forma sintética, tiene caracteristicas de biocompatibilidad, estabilidad
quimica, no toxicidad osteoconduccion y bioactividad; esto hace al material adecuado para para

usos médicos.
En la tabla 3, se muestra una comparacion en la composicion de la hidroxiapatita bioldgica y

sintética.

Tabla 3. Comparacion en la composicion del hueso y la hidroxiapatita sintética. (Saenz Ramirez)

( (ilil::epllt;) Hueso Hidroxiapatita sintética
Calcio 36.1 39.0
Fosforo 17.3 18.5
Di6xido de carbono 3.0 -
Magnesio 0.5 -
Sodio 0.2 -
Potasio 0.1 -
Cloro 0.3 -
Flaor 0.016 -
Azufre 0.01 -
Zinc 0.016 -
Silicio 0.003 -
Relacion atomica Ca/P 1.62 1.667
[ndice de Cristalinidad 70-75 80-100

LIITM de la UM.S.N.H.
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2.5.3 Métodos de Sintesis de Hidroxiapatita

El método de sintesis para la obtencion de hidroxiapatita para poder utilizarse como un sustituto
6seo debe ofrecer alta pureza, rendimiento y bajo costo, también contar con propiedades como la
biocompatibilidad, bioactividad, osteoconduccion y uniéon con el hueso.

Hay distintos métodos para la obtencion de hidroxiapatita que se describen brevemente a
continuacion.

Sinterizacién en estado solido: Se realiza mediante la compactacion de los reactivos soélidos,
después esta mezcla es sometida a altas temperaturas de calentamiento. Uno de los problemas del
método radica en las irregularidades del grano.

Sinterizacion sol-gel: Se realiza mediante una suspension coloidal de particulas s6lidas o camulos
en un liquido que es el sol, se realiza la hidrélisis y condensacion de este sol para formar el material
solido (la hidroxiapatita) lleno de solvente que es el gel. Se utilizan precursores como: nitrato de
calcio tetrahidratado Ca(NOs3): * 4 H>O, fosfato de amonio monobésico (NH4)H2POs y nitrato de
plata Ag(NO3).

Sinterizacion hidrotermal: Se realiza en una solucion acuosa a temperaturas relativamente bajas y
presiones altas, el proceso se lleva a cabo en una autoclave.

Sinterizacidén por precipitacion: La precipitacion de una fase sélida en una disolucion permite un
buen control de las caracteristicas, a través de los procesos de nucleacion y crecimiento,
presentando éste un buen control sobre la formacion de particulas s6lidas, duracion y cantidad del
producto que se obtiene (Paez, 2001).

2.5.4 Policaprolactona (PCL)

La policaprolactona es un polimero biodegradable con un bajo punto de fusion (alrededor de 60°
C). Es un material seguro, se metaboliza por hidrolisis reabsorbiéndose por completo sin dejar
ningun tipo de residuo en el organismo.

Usada para mejorar las propiedades de la hidroxiapatita y el biovidrio, la cual permite controlar la
velocidad de degradacion del composito.

La policaprolactona es extensamente utilizada en la fabricacion de andamios para aplicaciones en
ingenieria de tejidos debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, estabilidad estructural y
propiedades mecanicas (Patricio, 2013).

2.5.5 Biovidrio

Los biovidrios se caracterizan por ser sdlidos amorfos cuando poseen un desorden estructural muy
elevado. El desarrollo y utilizaciéon de biovidrios en ingenieria de tejidos, principalmente en
aplicaciones para regeneracion 6sea. (Hench, 1980)

19
LIITM de la UM.S.N.H.




Evaluacién de bioactividad y biodegradacion de andamios de compositos

El biovidrio le confiere mejores propiedades de bioactividad al composito, ademas de mejorar las
propiedades mecanicas.

Los materiales bioactivos son aquellos que estan en capacidad de establecer una fuerte unién con
el tejido 6seo; despiertan un gran interés con miras a su aplicacion en la industria biomédica en
implantacion para sustitucion y reparacion de tejidos 6seos. (Ng, Annergen, Soutar, Khor, &
Jarfors, 2005) (Donald I. W., Mallison, Metcalfe, Gerrad, & Fernie, 2011)
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CAPITULO III
3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.3 Sintesis de Hidroxiapatita (HA)

En la tabla 4 se enlistan los reactivos utilizados para la sintesis de Hidroxiapatita:

Tabla 4. Reactivos para sintesis de Hidroxiapatita.

REACTIVOS FORMULA
Nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO3)2.4H>0) 6 (CaN206.4H>0)
Fosfato dcido de amonio (NH4)2HPO4 6 (HoN>O4P)
Hidroxido de amonio (NH;OH)
Agua destilada H>O

"y

Figura 3. Pesaje de Reactivos en balanza

Se realizo la sintesis de HA mediante el método de precipitacion de la siguiente forma:

1. Se lavo todo el material de vidrio antes de utilizarse y se enjuagd con agua destilada.

2. Se prepar6 una soluciéon 1M de Hidroxido de amonio (NH4OH), en un matraz aforado y se
llevo al volumen del aforo.

3. Se prepar6 una solucion a partir de 14.10g de nitrato de calcio tetrahidratado
(Ca(NO3)2.4H20) en 50.4 ml de agua destilada (Figura 3). Se agit6 con la ayuda de la
parrilla de agitacion y un agitador magnético hasta la disolucion completa (Solucion 1).

4. Se elabor¢ otra solucion de 4.73g de fosfato acido de amonio (NH4)2HPO4) en 179.3 ml
de agua destilada (Solucion 2). Se agit6 con la ayuda de la parrilla de agitacion y un agitador
magnético hasta la disolucion completa (Figura 4).
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5. Sobre la parrilla de calentamiento y agitacion se puso a agitar la solucion 1 dentro de un
vaso de precipitado. Se mantuvo una temperatura constante de 60 = 2 °C y una agitacion a
400 rpm aproximadamente, durante toda la sintesis (Figura 4).

6. La solucion 2, se adiciono lentamente en la solucion 1 mediante una bureta por goteo muy
lentamente.

7. ElpH de la solucion 1 se ajusto entre 8.5 y 9 mediante la adicién del hidroxido de amonio
preparada previamente. El pH fue medido en todo momento ya que éste disminuia
constantemente debido a la soluciéon de fosfato y se estuvo agregando mas solucion de
hidroxido.

8. La sintesis termind cuando se termind de adicionar toda la solucion 2, se prosiguio con la
agitacion unos minutos mientras se estabilizo el pH y se termino la reaccion.

9. El precipitado obtenido se sostuvo 10 min. en el ultrasonido para disminuir el tamafio de
particula y después se filtro con la ayuda del papel filtro y un embudo, se lavd con agua
caliente dentro del mismo embudo y se meti6 al horno mufla a secar a 60 °C por 24 hrs.

10. El material obtenido después del secado se moli®6 en un mortero hasta obtener un polvo
muy fino, se tamizé el polvo a 200 micras y para finalizar se envasé en un recipiente de
plastico y se guardo.

Figura 4. Sintesis de hidroxiapatita por el método de precipitacion

3.1 Policaprolactona PCL
Se utilizaron pellets de policaprolactona (C¢H1002), marca Sigma-Aldrich.

3.2 Preparacion del Fluido Fisiologico Simulado (SBF) (Kokubo, 2006)
Para la preparacion del SBF los aditivos quimicos que se utilizaron se encuentran descritos en la
tabla 5 con sus cantidades correspondientes.
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ORDEN | REACTIVO FORMULA CANTIDAD
(Gramos)

1 Cloruro de sodio NaCl 8.035

2 Bicarbonato de sodio NaHCO:3 0.355

3 Cloruro de Potasio KCI 0.225

4 Fosfato 4cido de potasio trihidratado K>HPO,43H,0 0.231

5 Cloruro de magnesio hexahidratado MgCl,.6H,O 0.311

6 Acido Clorhidrico HCL 1M 39 ml

7 Cloruro de Calcio CaCl, 0.292

8 Sulfato de sodio anhidro NaxSOq4 0.072

9 Tris-(hidroximetil)-aminometano H>NC(CH20H); 6.118

10 Acido Clorhidrico HCL 1M 0-5ml

Se lavaron los materiales de vidrio y envases de polietileno con detergente neutro y la solucion 1M
de HCl y agua desionizada.

La solucion se preparo de la siguiente manera:

1.- En un recipiente de polietileno con capacidad de 1 It se adicionaron 700 ml de agua desionizada,
se calent6 a 36.5 °C + 0.1 el agua con un agitador magnético de manera constante (mediante una
parrilla de agitacion y calentamiento).

2.- Los reactivos se pesaron justo antes de agregarse para evitar la absorcion de agua.

3.- Se comenz6 a agregar uno a uno los reactivos hasta el reactivo nimero 8 en la cantidad y orden
que se muestra en la Tabla 5. Dejando disolver completamente cada uno antes de agregar el
siguiente.

4.- Se ajusto la temperatura de la solucion exactamente a 36.5 °C y se agregd mas agua desionizada
hasta completar 900 ml.

5.- Se comenzo6 a agregar lentamente el reactivo nimero 9 hasta un pH de 7.45.

6.- Posteriormente se ajustd el pH a 7.25 mediante la adicion de mas solucion de HCL 1M y
nuevamente el reactivo 9 para un pH de 7.45. Este procedimiento se repitid varias veces hasta que
se agregd todo el reactivo 9 y se ajust6 a un pH exacto de 7.40 a una temperatura exacta de 36.5
°C.

7.- La solucion se transfirié a un matraz aforado de un litro y se espero6 a que se enfriara.

8.- Se afor6 a 1 It y se dejo enfriar.

9.- Finalmente la solucion se transfirid6 a un recipiente de polietileno para almacenar a una
temperatura de entre 5y 10 °C.
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3.3 Preparacion del Fluido PBS (Phosphate buffered saline)

Se utilizaron las tabletas de PBS de la marca SIGMA vy se siguieron las instrucciones que estas
incluyen, disolviendo una tableta en 200 ml de agua desionizada, a teperatura ambiente y con
agitacion contante. La solucion qued6 con un pH de 7.4 a 25° C.

3.4 Sintesis de Biovidrio

Para la preparacion del biovidrio se requieren varias soluciones, acido nitrico, TEOS, trietilfosfito
y nitrato de calcio. A continuacidn, se muestran los pasos a seguir:

1. Se agregaron 0.4 ml de Acido Nitrico aforados a 60 ml en un recipiente de vidrio, y se
coloco en la parrilla de agitacion (Figura 5).

Figura 5. Sintesis de biovidrio.

2. Se midieron 28.57 ml de TEOS y se agregaron al recipiente, se dejo en agitacion fuerte
durante 60 min.

3. Pasados los 60 min se procedio a afiadir 1.878 = 1.9 ml de Trietilfosfito y se dejo en
agitacion durante 45 minutos.

4. Después se agregd poco a poco 12.28 gr de nitrato de calcio y se dejo en agitacion durante
1 hora.

5. Para finalizar la sintesis el biovidrio se mantuvo en reposo en su recipiente sellado a
temperatura ambiente durante 10 dias.

6. Pasados los 10 dias el recipiente se meti6 a la mufla a una temperatura de 70° C y se dejo
ahi durante 3 dias.
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Figura 6. Sinterizacion del biovidrio

Pasados los tres dias se aumento la temperatura a 120° C durante dos dias para remover los
solventes (Figura 6).

7. Después se saco el biovidrio de la mufla y se triturd en un mortero (Figura 7).

Figura 7. Biovidrio triturado

8. Siguiendo con la sintesis se pasé a un crisol y se metieron nuevamente a la mufla, esta vez
se subio la temperatura 5° por minuto hasta llegar a 700° y se dejo ahi durante 24 horas.

9. Se sac6 de la mufla, se tritur6 nuevamente y se tamizo a un tamafio de 200 micras, se pasé
a un recipiente de plastico etiquetado con su fecha y se guardo.

Meétodo sol-gel: La obtencion del biovidrio se realiz6 a partir de la suspension coloidal de silice
(denominada sol) y su posterior gelificacion, formando una red de fase liquida continua
(denominada gel) y posterior tratamiento térmico (Osorio, 2018).
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TEOS
(tetraetilortosili
cato), Fosfito Homogenizacion Calentamiento Tratamiento
de trietilo, (Formacion sol-gel) (70°C / secado) Térmico y
Nitrato de Calcinacion
. 120°C y 700°C
calcio. ( y )
Finalizacion
(Pulverizado)

Figura 8. Sintesis Biovidrio (sol-gel).

Para la sintesis del Biovidrio los precursores para sintetizar esos coloides consisten de un elemento
metalico o metaloide rodeado de varios ligandos reactivos. Los alcoxidos metalicos son los mas
populares, debido a que ellos reaccionan facilmente con agua. (Mehrotra, 1988). Entre ellos se
encuentra el tetraetilortosilicato (TEOS) y otros precursores como el nitrato de calcio y el fosfito
de trietilo utilizado como ligando reactivo. El gel se forma a partir de las reacciones de hidrolisis y
condensacion, después el gel formado tiene un calentamiento para el secado, posteriormente un
tratamiento térmico y calcinado para estabilizar el vidrio, finalmente su pulverizacion para su
utilizacion requerida.

3.6 Elaboracion de Andamios

1. Se realizaron dos composiciones de andamios para ser evaluados en las pruebas de
biodegradacion y bioactividad de los cuales la primera composicion fue: HA (10%), PCL
(40%), Bv (50%) en peso.

2. En la balanza se peso biovidrio e hidroxiapatita. Se mididé también con una pipeta 4 ml
de cloroformo y todo esto se colocd en un vaso de precipitado, se mantuvo agitando en
una parrilla de agitacion durante 30 minutos.

3. Posteriormente se sostuvo en agitacion en un bafio ultrasoénico durante 10 minutos para
disminuir el tamafo de particula.

4. Se paso nuevamente a la parrilla de agitacion y se agrego6 la policaprolactona lentamente,
y se dejo en agitacion una hora para formar una mezcla homogénea de los componentes.

5. Cumplida la hora de agitacion se procedi6 a pesar cloruro de sodio (30gr) previamente
tamizado para obtener un tamafio promedio y se agregaron a la disolucion.
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6. Continuando se mantuvo en agitacion en un bafo ultrasénico durante 10 minutos y se

agreg6 mas cloroformo.

7. Previamente a la sintesis del compdsito se limpiaron completamente los moldes con
acetona, en el cual, cada orificio tubular mide aproximadamente 0.5 cm de didmetro y

1.2 cm de largo (figura 9).

8. Ya con la mezcla de compdsito lista se procedio a agregarla en los moldes tratando de
llenar completamente cada orificio y volteando los moldes para asegurar que estuvieran

completamente cubiertos por el composito (figura 10).

Figura 9. Tamafio del orificio del molde

Figura 10. Moldes con compdsito

9. Después de tener el composito en los moldes se dejan durante un dia en una superficie

limpia para la evaporacion del solvente.

10. Al tercer dia los moldes se meten al horno a 36 + 0.5 °C durante 3 dias donde se retirara

el residuo de solvente y solidificaran.

LIITM de la UM.S.N.H.
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11. Cumplidos los tres dias en el horno se procedi6 a sacarlos cuidadosamente para poder
retirar cada andamio que contenia el molde.

12. Los andamios se colocaron en un vaso de precipitado y se agrego6 agua desionizada, para
retirar el cloruro de sodio de los andamios, este paso se repitié varias veces (Figura 11).

Figura 11. Andamios

13. Ya enjuagados los andamios se metieron al horno durante tres dias a una temperatura de
36 £ 0.5 °C.

La segunda composicion fabricada de andamios fue: HA (50%), PCL (40%), Bv (10%).
Se repiti6 el mismo proceso anterior para la elaboracion de los andamios cambiando Gnicamente
de cantidad de hidroxiapatita y biovidrio.

3.6.1 Prueba de Biodegradacion (F1635-16, 2016)
De los andamios previamente realizados se escogieron un total de 24 andamios con composicion
HA (10%), PCL (40%) Bv (50%) y otros 24 con la composicion HA (50%), PCL (40%), Bv (10%).

Se analiz6 cada muestra compuesta de 3 andamios colocados en diferentes recipientes de
polietileno para un total de 8 semanas (Figura 12). Este andlisis se llevo a cabo para la evaluacion
y comportamiento del proceso de degradacion en los andamios.

Figura 12. Ejemplo de muestra de la cuarta semana de biodegradacion

28
LIITM de la UM.S.N.H.




Evaluacién de bioactividad y biodegradacion de andamios de compositos

1. Se calent6 el fluido (PBS) en un vaso de precipitado con agitacion a 36° C.

2. Se colocaron tres andamios en un recipiente de polietileno y se agregd aproximadamente
20 ml del fluido, se cerr6 y se metid al horno a una temperatura de 36 + 0.5 °C.

3. Cada dia de la semana se midio el pH del fluido, si este aumentaba o disminuia mas de 7.4
el fluido era nuevamente cambiado siguiendo el proceso anterior, esto para mantener un pH
continuo de 7.4.

4. Cumplida la semana se sacéd la muestra de la primera semana de biodegradacion, se dejo
enfriar el fluido y se retir6 del recipiente, se les agrego 20 ml de agua desionizada a los
andamios y se dejo reposar durante 1 hora, esto para enjuagarlos del fluido.

5. Después se les retird el agua y se llevé al horno a 36 + 0.5 °C para su secado, se pesaron los
andamios dia con dia para ver la variacion en el peso, se observd que después del 3 dia el
peso ya era constante asi que ya se podian sacar del horno y tomar su peso final.

6. Setomo el peso a los tres andamios antes y después de la prueba para después poder analizar
su disminucidon y/o incremento de peso de acuerdo a la prueba realizada, en este caso
pérdida de peso.

La pérdida de masa se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

wi-w2

Masa perdida (%) = T

x 100 (3.1)

Donde W1 es el peso del material seco antes de ser sumergido y W2 es el peso del material después
de la inmersion en PBS.

Este proceso se siguid realizando, midiendo el pH del fluido diariamente y cambiando si era
necesario, asi como sacando muestras cada semana hasta que se completo la octava semana de
biodegradacion.

3.6.2 Prueba de Bioactividad (Tadashi Kokubo, 2006)

Se escogieron un total de 24 andamios, 12 andamios con composicion HA (10%), PCL (40%) Bv
(50%) y otros 12 con la composicion HA (50%), PCL (40%), Bv (10%).

Se tomd nota del peso de 3 andamios por recipiente de polietileno, un total de 8 recipientes y se
etiquetaron desde la semana 1 hasta la semana 4 con la primera composicion y lo mismo con la
segunda.

1.- Se calent6 el fluido (SBF) a 36°C en un vaso de precipitado con agitacion.
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2.- Se colocaron los tres andamios en un recipiente de polietileno y se agreg6 aproximadamente 20
ml del fluido caliente, se cerraron y se metieron al horno a una temperatura de 36 + 0.5 °C.

3.- Cada dia de la semana se midi6 el pH del fluido, si este aumentaba o disminuia mas de 7.4 el
fluido era nuevamente cambiado siguiendo el proceso anterior, esto para mantener un pH continuo
de 7.4.

4.- Cumplida la semana se sac6 la muestra de la primera semana de bioactividad, se dejo enfriar el
fluido y se sacd, se les agrego 20 ml de agua desionizada a los andamios y se dejo reposar durante
1 hora, esto para enjuagarlos del fluido.

5.- Después se les retird el agua se volvid a cerrar el frasco y se llevd al horno a 36 + 0.5 °C para
su secado, se pesaron los andamios dia con dia para ver la variacion en el peso, se observo que
después del 3 dia el peso ya era constante asi que ya se podian sacar del horno y tomar su peso
final.

6.- Se le tomo el peso a los tres andamios para después poder analizar su disminucién y/o
incremento de peso de acuerdo a la prueba realizada, en este caso incremento de peso.

El aumento de masa se determiné mediante la siguiente ecuacion:

w2-wi
wi

Incremento de peso (%) = ( )X 100 (3.2)

Este proceso se sigui6 realizando, midiendo el pH del fluido diariamente y cambiando si era
necesario, asi como sacando muestras cada semana hasta que se completo la cuarta semana de
bioactividad.

3.7 Preparacion de las muestras para su Caracterizacion
Para la realizacion de las técnicas de caracterizacion se hizo una preparacion previa de los

andamios, estos fueron seccionados y separados por composicidon y tiempo de experimentacion
(figura 13).

Figura 13. Muestras para analisis SEM.
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3.8 Técnicas de Caracterizacion

Se realizaron las siguientes técnicas de caracterizacion que fueron utilizadas para analizar las
muestras (andamios) después de las pruebas de bioactividad y biodegradacion.

3.8.1 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

El microscopio electronico de barrido 1lamado por sus siglas en inglés (SEM, Scanning Electron
Microscopy) utiliza electrones en lugar de luz para formar una imagen.

La interaccion de un haz de electrones barre un area determinada de la superficie de la muestra y
genera una imagen.

El microscopio utilizado para este proyecto fue un Microscopio Electronico de Barrido JEOL JSM-
6400 (figura 14). Este equipo se encuentra equipado con:

e FElectrones secundarios, resolucion 2.5 nm

e FElectrones retrodispersados, resolucion 7.5 nm

e Espectroscopia EDS (Bruker)

e Espectroscopia WDS

Figura 14. Microscopio Electronico de Barrido JSM-6400

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras que se analizaron en el microscopio electronico de barrido deben estar secas y ser
conductoras para que el haz de electrones que incide la muestra pueda ser dispersado y dar
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informacion sobre la misma. Se escogieron las muestras que iban a ser estudiadas y fueron

seccionadas en trozos similares a una pastilla visto ya en la (figura 13).

Después, las muestras se recubrieron (su parte circular inferior) con un adhesivo de carbdn para

poder sujetarlas (figura 15).

Figura 15. Recubrimiento de muestras con carbon

Continuando con la preparacion se metieron las muestras a un desgasificador de placas Edwards
PD3 adecuado para desgasificar peliculas y placas fotograficas, antes de su uso en el microscopio
electronico. Esto ofrece la ventaja de tiempos reducidos de bombeo y tener menos contaminacion

en la columna del microscopio (figura 16).

Figura 16. PD3 Desgasificador de placas

Para hacer las muestras conductoras se colocaron en una metalizadora durante 20 minutos para
ser recubiertas con cobre, para ello se utilizo el quipo S150A Sputter Coater (figura 17).

LIITM de la UM.S.N.H.
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N
b

S¥OA SAUTTER COATER .

Figura 17. S150A Sputter coater

3.8.2 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

La Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) es una técnica de microanalisis quimico utilizada
en conjunto con la Microscopia Electronica de Barrido.

Se basa en detectar rayos X emitidos por la muestra durante el bombardeo a la misma por el haz
de electrones; caracterizando de esta manera la composicion de los elementos de la muestra.
(ThermoFisher, s.f.)

Este andlisis se llevo a cabo en las muestras para obtener informacion cuantitativa y cualitativa
sobre la composicion de la superficie de los andamios, que elementos contenia.

3.8.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Es una técnica que proporciona un espectro de flexion de las bandas de los grupos funcionales de
las sustancias organicas e inorganicas, por lo cual es posible realizar la identificacion de los
materiales. (Fisica UNAM, s.f)

33
LIITM de la UM.S.N.H.




Evaluacién de bioactividad y biodegradacion de andamios de compositos

CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciond en el capitulo anterior, las muestras fueron sometidas durante dos meses a un
proceso de biodegradacion y durante un mes a un proceso de bioactividad en los cuales cada
semana se obtuvo una muestra de biodegradacion y de bioactividad para posteriormente analizarla
por SEM.

4.1 FTIR Biovidrio

—BG'

0.6

04+

Transmitancia

0.2
V\

“OH groups

0.0+ Si-0-8i
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Figura 18. Espectrometria infrarroja del Biovidrio

La figura 18 muestra el espectro infrarrojo del biovidrio, en el mismo se pueden observar las bandas
fundamentales correspondientes a las vibraciones de los principales grupos funcionales que
conforman del biovidrio.

Presentan las bandas correspondientes en un nimero de onda de entre 550 y 600 cm’
aproximadamente, la vibracién asimétrica v4 *(P0O;”) (Guadarrama Bello, 2011). La banda
correspondiente al Si-O-Si se encuentra en 1300 cm™; el grupo OH presenta su banda
correspondiente en un niimero de onda aproximado de 3500 cm™'; En el espectro de infrarrojo la
caracteristica mas sobresaliente es una banda intensa y ancha en la region de 3200-3600 cm™, que

se debe al alargamiento O-H (Alonso, s.f.).
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4.2 FTIR Hidroxiapatita
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Figura 19. Espectrometria infrarroja de Hidroxiapatita

El espectro infrarrojo fue corrido desde 4000-500 cm™ (Figural9). El espectro presenta las bandas
caracteristicas para una hidroxiapatita tipica. A 3600 cm™, 3500 cm™, 490 cm™ corresponde a las
vibraciones del grupo OH, bandas de los grupos PO4> las encontramos alrededor de los 1090 cm’!
y 990 cm™! asi como también bandas a los 550 cm™!, y debido a que la muestra contiene grupos
COs* podemos encontrar bandas a los 1650 cm™ y 870 cm!.

En la muestra se encuentra agua y carbonatos, la presencia de estos puede deberse a la absorcion
fisica de la atmdsfera. (A. Echavarria, 1999)

4.3 Difraccion de Rayos x Hidroxiapatita (DRX)

* *HA

Intensidad (u.a.)

20 (grados)

Figura 20. Difractograma de HA

En la figura 20 se puede observar el pico principal de la hidroxiapatita, con la mayor intensidad a
2°=32.5 acompanado por dos de menor intensidad 2°=31 y 2°=34. Algunos picos secundarios de la
misma hidroxiapatita encontrados a 2°=26, 2°=29, 2°=12.

35
LIITM de la UM.S.N.H.




Evaluacién de bioactividad y biodegradacion de andamios de compositos

4.4 Microscopia Electronica de Barrido, (MEB)

En el microscopio se analizaron varias de las muestras obtenidas, durante las 8 semanas para las
muestras de biodegradacion y 4 semanas para las muestras de bioactividad. De este analisis se
puede concluir que en las muestras que se realizo el proceso de bioactividad la hidroxiapatita fue
creciendo progresivamente con el tiempo, en las muestras de biodegradacion también se pudo
observar como se fueron formando pequefios orificios interconectados entre ellos con el paso de
las semanas. También se pueden observar orificios en forma de cristales rectangulares de NaCl.

4.4.1 Muestras de biodegradacion (50-40-10)
En la figura 21 se muestra la pérdida de masa a través de los dias al mantenerse las muestras en el
fluido PBS desde 1 hasta 8 semanas.
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Figura 21. Gréfica de la pérdida de peso de las muestras de biodegradacién composicién HA (50%),
PCL (40%), Bv (10%).

En el proceso de degradacion de la muestra a 28 dias de andlisis, se present6 una pérdida de peso
de un 13.3%, observandose que la pérdida de peso fue constante a través de los dias. Las
micrografias nos muestran una interconexion de orificios en los que se puede corroborar que hubo
una pérdida o desintegracion de masa, ello se puede deber a diferentes factores, uno, el aumento
del pH lo que provoca una disolucién del biovidrio, pero ésta a su vez causa la formacion de la
hidroxiapatita, también se puede observar una superficie rugosa esto debido a la degradacion del
biomaterial (figura 22).
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Figura 22. Micrografia SEM. Muestra # 1 biodegradacion, composicién HA (50%), PCL (40%), Bv
(10%).

Durante el proceso de degradacion ocurre el rompimiento de los enlaces éster del polimero, en este
caso la policaprolactona PCL. Después ocurre la disolucion de algunos segmentos de las redes y
por lo tanto habrd un aumento del volumen libre de las mezclas, lo que conduce generando una
mayor area en la superficie para el acceso del fluido, lo que acelera la degradacion. (Valero, 2012)

La siguiente muestra marcada con el No. 2 de la misma composicién se mantuvo durante 56 dias
en el fluido de biodegradacion, ésta presentd una pérdida de peso de 17.5%. En las micrografias se
pueden observar los orificios que nos indican su degradacion, ya que el tiempo en el que estuvo la
muestra en el fluido fue mayor el aumento en la rugosidad es visiblemente notable (figura 23).
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Muestra 2 Muestra 2 X N,
SEl MAG: 12 x HV: 16.0 kV WD: 39.0 mm J —1 | SEl MAG: 50 x HV; 150KV WD

Figura 23. Micrografia SEM muestra 2 biodegradacion composicion HA (50%), PCL (40%), Bv (10%).

4.4.2 Muestras de bioactividad (50-40-10)
En la figura 24 se muestra la micrografia de la muestra No. 3 (semana 1) de la prueba de
bioactividad de la composicion HA (50%), PCL (40%), Bv (10%).

El proceso de bioactividad de esta muestra fue de 7 dias en fluido SBF en la que no presentd un
aumento de peso si no un decremento del -1.9%, se piensa que la pérdida de peso es debido al
biovidrio que fue un 10% del total de la mezcla, esta fue minima a diferencia de la otra composicion
que se presenta mas adelante. Esto se puede deber al biovidrio utilizado ya mencionado antes, ya
que se produce una reaccion entre los iones del 6xido de silicio del biovidrio y los grupos carbonilo
presentes en la estructura del polimero PCL, que provoca la degradacion del material.
(A.Larrafiaga, 2013)

Independiente mente de la pérdida de peso que se tuvo, se pueden observar zonas en las que
comienza a verse un pequefio crecimiento de la hidroxiapatita. En la imagen se pueden observar
conjuntos de particulas granulométricas. Las particulas presentan una superficie rugosa,
caracteristica importante para aumentar una adhesion celular (Nathalia Marin Pareja, 2008).
También se pueden observar poros de forma irregular y regiones cavernosas de hasta 60p y los
mas grandes de 200, se ha visto que cuando los fosfatos de calcio son porosos dan una quimica
de superficie que conduce a la formacion del hueso. (M. Lopez, 2003). Algunos autores han
reportado que los poros deben tener minimo 50um de tamafio (L. Sun, 2001) para permitir la
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penetracion de tejido fibrovascular, ademds para que la penetracion de tejido 6seo sea posible y los
poros deben estar interconectados.

A
Muestra 3 q Muestra 3 ¥
SEl MAG: 12 x HV: 15.0 kV WD: 39.0 mm ) 1 | SEI MAG: 50 x HV: 15.0 kV \W0D: 25.0.mm

LS50S B

Muéstra 3 < an . . £
SEI MAG: 100 x HV: 15.0 KV WD: 26.0 mm SIS | Ml SE! MAG: 1000 x HV: 15.0 KV WD: 26.0 mm

Figura 24. Micrografia SEM muestra 3 bioactividad composicion HA (50%), PCL (40%), Bv (10%).

En la figura 25 podemos observar la grafica de peso de bioactividad, esta nos muestra que en la
primera semana que fue la muestra No. 3 hubo una pérdida de peso del -1.9%, en la muestra
obtenida a en la segunda semana también se pudo calcular una pérdida de peso del -3.4%, para la
tercera semana comenz6 a incrementar el peso con un 0.7% respecto a la segunda semana, pero la

muestra No.4 de la ultima semana de bioactividad ya se obtuvo un pequefio incremento de peso del
1.4%.
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Figura 25. Gréfica del incremento de peso de las muestras de bioactividad composicién HA (50%), PCL
(40%), Bv (10%).

En la micrografia de la figura 26 del dia 28 de la prueba de bioactividad podemos observar que a
pesar de la pérdida de peso que se tuvo, el crecimiento de la hidroxiapatita continu6é notablemente
por la superficie de la muestra.

Muestra 4 - Muestra 4 >
SEl MAG: 12 x HV: 15.0 kV WD: 39.0 mm I SEI' MAG: 50 x HV: 150 kW

4

Muestra 4 -~

2N R Muestra 4
SEI MAGZA00 CHV' 15.0 D:'25: i T SEI MAG: 1000 x' HV: 150 kV_ WD: 25.0 mif

Figura 26. Micrografia SEM muestra 4 bioactividad de la composicion HA (50%), PCL (40%), Bv (10%).
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4.4.3 Muestras de biodegradacion (10-40-50)
Continuando con la siguiente composicion HA (10%), PCL (40%), Bv (50%) se intercambiaron
los valores de la hidroxiapatita y el biovidrio, las micrografias obtenidas fueron las siguientes:

La muestra No. 5 de la (semana 4) de biodegradacion de la composicidon antes mencionada, su
proceso de degradacion fue de 28 dias (figura 27).

Muestra §
SEl MAG: 12 x HV: 15.0 kV WD: 35.0 mm

Y AL

i Muestra §
fl SEI MAG: 1000 x_HV: 15.0 kV_WD: 25.0 mm

Figura 27. Micrografia SEM muestra 4 biodegradacidén composicion HA (10%), PCL (40%), Bv (50%).

En esta composicion pudimos observar que los andamios realizados eran mucho mas fragiles en
comparacion con la otra, se piensa que es debido al aumento considerable en el porcentaje de
biovidrio, y esto a su vez nos dio una pérdida de peso mayor (figura 28).
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Figura 28. Grafica de la pérdida de peso de las muestras de biodegradacion composicion HA (10%),
PCL (40%), Bv (50%).

La muestra antes mencionada tuvo una pérdida de peso del -30.2% del peso inicial, la pérdida fue
mayor a diferencia de la otra composicion que fue de -13.3, esto se atribuye al cambio en el
porcentaje de la composicion.

Para la muestra No. 6 de la (semana 8) de biodegradacion el proceso de degradacion fue de 56 dias
(Figura 29).

Muestra 6
SEl MAG: 12 x HV: 15,0 kV WD: 39.0 mm

Muestra @ ' N |Muestra &
SEI MAG: 100 x HV: 150 kV. WX 25.0 mm = A py L, SEI MAG: 1000 x HV: 15.0 kv WD: 25.0 mm

Figura 29. Micrografia SEM muestra 6 biodegradacion composicion HA (10%), PCL (40%), Bv (50%).
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Podemos observar en la micrografia diversos orificios que van desde 10um hasta 100pm de
tamafio haciendo referencia a la biodegradacion que se tuvo.

4.4.4 Muestras de bioactividad (10-40-50)

En la figura 30 se presenta la muestra No. 7 de la semana 1 inciso a) y b) y la muestra No. 8 de la
semana 4 inciso c¢) y d). Podemos analizar que en la micrografia a) y b) de una semana de
bioactividad comienza a tenerse un pequefio crecimiento de hidroxiapatita en la superficie del
andamio y en comparacion con la muestra del inciso c¢) y d) se puede observar el cambio debido al
crecimiento de las particulas de hidroxiapatita, ésta presenta una superficie rugosa siendo una
caracteristica importante para aumentar la adhesion celular. (Nathalia Marin Pareja, 2008)

Muestra 8 -

1| SEI MAG:10000 x -HV; 15,01

Figura 30. Micrografia SEM bioactividad de la composicion HA (10%), PCL (40%), Bv (50%).

En la figura 31 se muestra como se tuvo una pérdida de peso en la primera semana de -15.5%, la
segunda semana también tuvo una pérdida de peso, pero esta no crecid considerablemente
quedando en -16.8%, para la cuarta semana ya se tuvo un incremento de peso del 1.7% en
comparacion con la semana anterior, finalizando con la semana 4 en la que se tuvo también un
incremento de peso del 1% respecto a la semana 3.
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Figura 31. Grafica del incremento de peso de las muestras de bioactividad composicion HA (10%), PCL

(40%), Bv (50%).

4.5 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)
Los resultados de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) realizados sobre las diferentes
muestras revelan la presencia de Ca, P, O, principales componentes de la HA. (Figura 32-33) La
presencia de cobre (Cu) en la muestra es debido a la capa conductora que se aplico previamente a
la muestra para su analisis. También se encuentran los componentes del biovidrio que son Si, Ca,
P, O. Y a su vez el Carbono (C), debido a que es un compuesto de polimero organico.

cps/eV.

Figura 32. Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) muestra 3, semana 1 bioactividad composicién
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HA (50%), PCL (40%), Bv (10%).
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Figura 33. Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) muestra 8, semana 3 bioactividad composicion

HA (10%), PCL (40%), Bv (50%).

La presencia de cloro en la espectroscopia de la figura 29 se debe a residuos de cloruro de sodio
incorporado para crear la porosidad y que no se disolvieron al lavar la muestra.

LIITM de la UM.S.N.H.
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CONCLUSION

La hidroxiapatita y el biovidrio fueron exitosamente sintetizados mediante la técnica de
precipitacion y sol-gel, respectivamente. Los andamios fabricados tuvieron buenas caracteristicas
de porosidad, bioactividad y biodegradacion adecuadas para la regeneracion de tejidos 6seos.

Se observd que los andamios realizados y estudiados cumplen su funcién de formar la
hidroxiapatita y a su vez degradarse con el tiempo, resultando que las dos composiciones presentan
buenos resultados. Sin embargo, la composicion que contenia un mayor porcentaje en peso de
hidroxiapatita y menor de biovidrio HA (50%), PCL (40%), Bv (10%), tuvo menor disoluciéon en
los fluidos, siendo asi su degradacion mas lenta, dandole tiempo a la hidroxiapatita para poder
crecer en el andamio. ya que hubo menos disolucion en los andamios, siendo asi su degradacion
mas lenta dédndole tiempo a la hidroxiapatita para poder crecer en andamio. Referente a la
policaprolactona se observaron mejores propiedades mecanicas al tacto arriba del 40% en peso.
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