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RESUMEN

RESUMEN

Uno de los materiales mas utilizados en la cirugia de tejido 6seo es la hidroxiapatita,
Caio(PO.)s(OH), debido a que presenta una composicion quimica similar a los tejidos
duros del cuerpo (huesos y dientes), asi como también, presenta propiedades
biol6gicas de gran interés para implantes 6éseos. Sin embargo, la hidroxiapatita muestra
una baja resistencia mecanica, tenacidad a la fractura y resistencia a la fatiga lo que
restringe su uso para regiones del cuerpo humano sin situaciones de carga o0 estrés.
Uno de los métodos para solucionar estas dificultades es la incorporacion de una fase
de refuerzo con buenas propiedades mecanicas y que no reduzca la buena
biocompatibilidad ya existente en el material. Los materiales ceramicos son ideales
para realizar este compdsito, la wollastonita CaSiO3 ha sido utilizada como biomaterial
debido a su buena bioactividad y propiedades mecéanicas. En el presente trabajo, se
sintetizaron materiales de hidroxipatita-wollastonita utilizando dos rutas sol-gel
diferentes. Ruta | utilizando acetato de calcio Ca(C2:H30.)., Y trietil fosfato PO(OC:Hs)s,
como agentes precursores de hidroxiapatita y wollastonita natural de alta pureza. Ruta
Il utilizando nitrato de calcio Ca(NO3)..4H,0 y fosfato de amonio (NHs)HPO4 como
agentes precursores de hidroxiapatita. Los polvos de los materiales sintetizados fueron
prensados a 220 MPa y sinterizados a 1200°C durante 5 horas con el objetivo de
producir materiales densos. Los materiales fueron caracterizados por andlisis térmico
diferencial (DTA), andlisis termogravimétrico (TGA), difraccion de rayos-X (XRD),
espectroscopia infrarroja de transformadas de Fourier (FTIR), espectroscopia de
dispersién de energia (EDS), microscopia electronica de barrido (SEM), y microscopia
electronica de transmision (TEM) y espectroscopia de absorcion atémica (EAA). Para
evaluar las propiedades biologicas de los materiales se realizaron pruebas de
bioactividad, mediante el contacto con una solucién de fluido fisiol6gico simulado
(SBF), que presenta una carga ionica similar a la del plasma sanguineo, a una
temperatura de 37°C bajo condiciones estéaticas. Los resultados mostraron la formacion
de una capa de apatita neoformada sobre la superficie de los materiales, después de

estar en contacto por un periodo de 1, 2 y 3 semanas con el fluido fisiol6gico simulado
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(SBF). Destacando el compdsito B wollastonita-hidroxiapatita carbonatada, obteniendo
una mayor velocidad de disolucion y consecuente precipitacion durante el proceso de
formacion de la nueva capa de apatita sobre la superficie del material, mostrando una

mayor bioactividad en comparacién con los otros materiales evaluados.

Todos los materiales sinterizados presentaron cierto grado de porosidad, indicando que
los materiales no son totalmente densos. Este grado de porosidad es importante para
asegurar la eficiente integracién de estos materiales con el tejido 6seo, dando lugar a

propiedades bioactivas mas eficientes.

Se determiné el porcentaje de hemolisis de los materiales de acuerdo al protocolo
(ASTM) E2524-08. Los materiales estuvieron en contacto directo con fluido sanguineo
de un adulto sano, no fumador colectado en tubos Vacutainer con heparina para
prevenir coagulacion. La determinacion se realiz6 a través de varias concentraciones
diferentes: 2, 4 y 6 mg/mL de cada material. Los resultados revelaron que la
hidroxiapatita carbonatada Tipo-B es hemolitica, sobrepasando los limites maximos de
la prueba (5% de hemolisis). Por otro lado, los materiales hidroxiapatita 350 y 750

obtuvieron los mejores resultados en el porcentaje de hemolisis, menos del 1%.
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ABSTRACT

One of the most used materials in bone tissue surgery is hydroxyapatite,
Caio(P0O.4)s(OH), because it has a chemical composition similar to the hard tissues of
the body (bones and teeth), as well as having biological properties of great interest for
bone implants. However, hydroxyapatite shows low mechanical resistance, fracture
toughness and fatigue resistance, which restricts its use for regions of the body without
stress or load situations. One of the methods to solve these difficulties is the
incorporation of a reinforcement phase with good mechanical properties and that does
not reduce the good biocompatibility already existing in the materials. Ceramic
materials are ideal for making this composite, wollastonite CaSiOs; has been used as a
biomaterial due to its good bioactivity and mechanical properties. In the present work,
hydroxyapatite-wollastonite materials were synthesized using two different sol-gel
routes. Route | using calcium acetate Ca(CzHz0.)2, and triethyl phosphate PO(OC:Hs)s,
as precursors of hydroxyapatite and high purity natural wollastonite. Route Il using
calcium nitrate Ca(NO3)2.4H,O and ammonium phosphate (NH4)HPO, as
hydroxyapatite precursor agents. Powders from the synthesized materials were pressed
at 220 MPa and sintered at 1200°C for 5 hours in order to produce dense materials.
The materials were characterized by differential thermal analysis (DTA),
termogravimetric analysis (TGA), X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR), energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS), scanning electron
microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM). To evaluate the
biological properties of the materials, bioactivity tests were performed, by contact with a
simulated body fluid solution (SBF), which has a ionic charge similar to that of blood
plasma, at a temperature of 37°C under static conditions. The results showed a
formation of a newly formed apatite layer on the surface of the materials, after being in
contact for a period of 1, 2 and 3 weeks with the simulated body fluid (SBF).
Highlighting the B-wollastonite-carbonated hydroxyapatite composite, obtaining a higher
dissolution speed and consequent precipitation during the process of formation of the

new apatite layer on the surface material, showing grater bioactivity compared to the
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other materials evaluated. All the sintered materials presented a certain degree of
porosity, indicating that the materials are not totally dense. This degree of porosity is
important to ensure the efficient integration of these materials with the bone tissue,

leading to more efficient bioactive properties.

The percentage of hemolysis of the materials was determinate according to protocol
(ASTM) E2524-08. The materials were in direct contact with blood fluid from a healthy
and non-smoking adult and collected in Vacutainer test tubes with heparin to prevent
coagulation. The determination was carried out through several different concentrations
2, 4 and 6 mg/mL of each material. The results revealed that Type-B carbonated
hydroxyapatite is hemolytic, exceeding the maximum limits of the test (5% hemolysis).
On the other hand, the hydroxyapatite materials 350 and 750 obtained the best results
in the percentage of hemolysis, less than 1%.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. Introduccidn

El hueso es el Unico tejido en el organismo que al ser dafiado es capaz de regenerarse
por medio de la creacién de un tejido exactamente igual al original. Habitualmente, la
dinamica de formacion del hueso es suficiente para reconstruir los defectos comunes;
sin embargo, en lesiones mayores es necesario recurrir al aporte de biomateriales
naturales o sintéticos, para lograr la reparacion. El principal avance se ha logrado en
los paises desarrollados, debido a la necesidad de proporcionar el tratamiento clinico a
un gran namero de pacientes. El incremento en las expectativas de vida y la obligacion
social de proveer una mejor calidad de vida es un factor crucial en estos progresos. Al
incrementarse las expectativas de vida, el nUmero de pacientes con problemas o
lesiones 6seas aumenta dramaticamente. La buUsqueda de posibles soluciones a los
problemas del tejido 6seo ejerce una fuerte demanda de materiales capaces de
sustituir o reparar los tejidos duros del organismo (huesos y dientes). El uso de
materiales ceramicos en aplicaciones médicas, ha dado lugar a un interesante campo
de estudio, en lo referente a la obtencion de biomateriales para la producciéon de

implantes [1].

Generalmente, los materiales artificiales implantados en defectos 0Oseos son
encapsulados por tejido fibroso, aislando a estos implantes del ambiente que rodea al
hueso lesionado. Sin embargo, Larry Hench y colaboradores (1972), mostraron que
una limitada clase de ceramicos, llamados biovidrios, tales como los encontrados en el
sistema Na,O-Ca0-SiO,-P.0s, podian enlazarse directamente al hueso vivo, evitando

la interaccién con el tejido fibroso [2].

Luis Alberto Nufiez Rodriguez
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 1
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A partir de esto, varios tipos de ceramicos, tales como hidroxiapatita, fosfatos f3-
tricalcicos y vitro-cerdmicos conteniendo hidroxiapatita y wollastonita, son usados
clinicamente como importantes sustitutos 6seos, ya que también han demostrado

uniones directas al hueso vivo [3].

A diferencia de otros fosfatos de calcio, la hidroxiapatita, Cai0(PO4)s(OH)-, es el fosfato
de calcio, mas parecido a la fase inorganica de los huesos y los dientes, este
biomaterial se descompone en menor grado bajo condiciones fisioldgicas, es
termodindmicamente muy estable, y es ampliamente utilizado como implante en
cirugias de tejido duro debido a su similitud con los tejidos duros del organismo y su
caracter bioactivo, lo cual permite a los implantes dar lugar a una unién directa con el

tejido vivo, formando uniones fuertes con el hueso circundante [4-5].

Los sinterizados densos de hidroxiapatita, tienen varias aplicaciones en cirugia clinica,
se utilizan en aplicaciones dentales y ortopédicas, como adyuvante en la colocacion de
implantes metélicos, para la reconstruccion del oido medio y en cirugia maxilofacial,
entre otros. Sin embargo, las propiedades mecéanicas de la hidroxiapatita sintética no
son lo suficientemente eficientes para ser usadas en situaciones de carga, como

dientes artificiales 0 huesos expuestos a grandes esfuerzos.

Una manera de resolver este problema es formar un compdésito con un material
adecuado que permita reforzar y superar estas limitaciones mecanicas. De esta
manera, se obtiene un material con propiedades optimizadas, sin perjuicio de su
biocompatibilidad [4]. La Wollastonita, CaSiOs, ha sido utilizada como fase de refuerzo
en la fabricacion de compdésitos con el incremento de las propiedades mecanicas.
También ha sido usada en aplicaciones médicas, en la fabricacion de huesos

artificiales y raices dentales, debido a su buena biocompatibilidad y bioactividad [5].

Estudios recientes han demostrado que la wollastonita, ademas de eficientizar las
propiedades mecanicas de los materiales, también influye directamente en la
propiedades bioactivas de los mismos, generando capas de “apatita neoformada” mas

gruesas y densas [6], con lo cual se logran contactos mas directas entre estos
I
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materiales de implante y los tejidos vivos del organismo, asi como eventualmente
uniones mas directas, producto de la osteoconduccién, dando lugar a la formacién de
tejido 6seo, mediante la actividad celular.

En este trabajo de investigacion se realizd la sintesis de hidroxiapatita mediante dos
técnicas sol-gel, y asi mismo, producir biocompdsitos de hidroxiapatita/wollastonita,
utilizando wollastonita natural de alta pureza, como fase de refuerzo, para incrementar
las propiedades mecanicas y bioactivas de la hidroxiapatita. Para finalmente, proponer
un biomaterial o serie de biomateriales compuestos alternativos, completamente
caracterizados desde el punto de vista estructural y biolégico, para su utilizacion en la
reparacion de los tejidos duros del organismo.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Realizar la sintesis, caracterizacion y evaluacion de las propiedades biolégicas, de
biocompdsitos sinterizados de hidroxiapatita-wollastonita, preparados mediante dos
técnicas sol-gel diferentes, y comparando su comportamiento con biomateriales

sinterizados de wollastonita natural (a y 8 wollastonita).

1.2.2. Objetivos especificos

e Realizar la sintesis de hidroxiapatita mediante una primera técnica sol-gel,
utilizando como agentes precursores, acetato de calcio Ca(C;H302), v trietil
fosfato PO(OC;Hs)s, y caracterizar estructuralmente el producto.

o Realizar la sintesis de hidroxiapatita mediante una segunda técnica sol-gel,
utilizando como agentes precursores, nitrato de calcio Ca(NOs)..4H,0 y fosfato

de amonio (NH.):HPOu, y caracterizar estructuralmente el producto.

e Realizar la sintesis de una serie de biocompdsitos de B wollastonita-
hidroxiapatita, mediante los productos de hidroxiapatita obtenidos con las dos
técnicas sol-gel, descritas anteriormente, con diferente porcentaje en peso de
wollastonita natural de alta pureza (B wollastonita), y caracterizar
estructuralmente los productos.

e Sinterizar los biocompositos de 3 wollastonita-hidroxiapatita.

e Transformar mediante tratamientos térmicos la fase B wollastonita en a-
wollastonita y caracterizarla estructuralmente.

e Sinterizar cada una de las fases de wollastonita.

e Evaluar las propiedades biolégicas de los biocompdsitos sinterizados de

hidroxiapatita y wollastonita in vitro: Bioactividad y Pruebas de Hemodlisis.

1
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. Generalidades

2.1.1. Tejido 6seo

Un hueso es el resultado de la organizacion y trabajo de varios tejidos: tejido 6seo,
cartilago, tejido conectivo denso, epitelio, tejido adiposo y tejido nervioso. Es por este
motivo, que cada hueso se considera un 6rgano. El tejido éseo es un tejido vivo
complejo y dinamico que experimenta una serie de cambios conocidos como
remodelacién (construccion de tejido 6seo nuevo) y destruccion (eliminacién del tejido

0seo viejo) los cuales ocurren de manera simultanea y de forma continua [7].

El 18% del peso corporal lo constituye el tejido éseo, el cual desempefia las siguientes

funciones principales:

Sostén

Proteccion

Asistencia en el movimiento
Homeostasis mineral

Produccién de células sanguineas

V V.V V VYV V

Almacenamiento de triglicéridos

La figura 1 muestra la estructura macroscopica del hueso considerando las partes de

un hueso largo, como el humero.
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Epifisis proximal

Metafisis

Diafisis

Metafisis

Epifisis distal

/ Cartilago articular
_ / Hueso esponjoso

— Hueso compacto
Endostio

Arteria nutricia

Cavidad medular

Periostio

—3 Cartilago articular

Figura 1. Estructura macroscoépica de hueso (corte parcial de humero) [7].
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En cuanto a su estructura microscopica el tejido 6seo contiene una abundante matriz
extracelular que rodea a células muy separadas unas de otras. Esta matriz extracelular
esta formada de un 15% de agua, 30% de fibras de colageno y 55% de sales minerales
cristalizadas. La sal mineral mas abundante es el fosfato de calcio Cas(POa4). que, al
combinarse con otra sal mineral como el hidréxido de calcio Ca(OH), forma cristales de
hidroxiapatita Caio(PO.)s(OH).. Conforme se va llevando a cabo este proceso se
combinan también con otras sales minerales como el carbonato de calcio (CaCOg) y
con iones como el magnesio, fllor, potasio y sulfato. A medida que estas sales se
depositan en las estructuras colagenas de la matriz extracelular, se cristalizan y el
tejido se endurece, a este proceso se le conoce como calcificacion. Las células que
dan inicio a este proceso son células formadoras de hueso denominadas osteoblastos

[7]

El tejido 6seo presenta cuatro tipos celulares: células ostedgenas, osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos (figura 2). A continuacion, se desglosan cada una de ellas:

Células Osteégenas

Son células madre no especializadas que derivan del mesénquima, tejido del cual
provienen todos los tejidos conectivos. Son las Unicas células 6seas que realizan
division celular; las células resultantes se transforman en osteoblastos. Las células
ostedgenas se encuentran a lo largo del endostio, la regiébn mas interna del periostio y

en los conductos intradseos que contiene vasos sanguineos [7].
Osteoblastos

Son células formadoras de hueso que sintetizan y secretan fibras colagenas y otros
componentes organicos necesarios para construir la matriz osteoide, también inician la

calcificacion [7].
Osteocitos

Son las células principales del hueso y mantienen su metabolismo diario a través del

intercambio de nutrientes y productos metabdlicos con la sangre [7].
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Osteoclastos

Son células grandes derivadas de la fusion de muchos monocitos (un tipo de glébulo
blanco). Esta célula libera poderosas enzimas lisosémicas y &cidos que digieren los
componentes minerales y proteicos de la matriz celular subyacente. Esta
descomposicién de la matriz osteoide, denominada resorcion, es parte del desarrollo
normal del crecimiento, mantenimiento y reparaciéon del hueso. El hueso no es
completamente solido debido a que tiene pequefios espacios entre sus células y los
componentes de la matriz osteoide. Algunos espacios constituyen conductos para los
vasos sanguineos que suministran nutrientes a las células 6seas. Segun el tamafio y la
distribucién de los espacios, las regiones de un hueso pueden clasificarse como
esponjosas o compactas [7].

Tejido 6seo compacto

Contiene muy pocos espacios y es el componente mas solido del tejido 6seo. Se
encuentra por debajo del periostio de todos los huesos y forma la mayor parte de las
diafisis de los huesos largos. El tejido 6seo compacto proporciona proteccion y soporte
y ofrece resistencia a la tensién causada por el peso y el movimiento. A través del
hueso compacto desde el periostio pasan los vasos sanguineos, los vasos linfaticos y
los nervios, utilizando los llamados conductos perforantes transversos (conductos de
Volkmann). Estos vasos y nervios se conectan con los de la cavidad medular, periostio
y conductos centrales (harvesianos). Alrededor de estos conductos centrales hay
laminillas concéntricas (anillos de matriz osteoide calcificada similares a las del tronco
de un arbol). Los componentes del hueso compacto se organizan en unidades
denominadas osteonas o0 sistemas harvesianos. Cada osteona consiste en un
conducto central con sus laminillas concéntricas, lagunas, osteocitos y canaliculos. Las
osteonas se alinean en el tejido 6seo compacto en la misma direcciéon a lo largo de

lineas de tension [7].
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Celulas Ostedgenas Osteoblastos Osteocitos

2
&D 1160x

all
€D s626x

Figura 2. Tipos de células del tejido 6seo [7].
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Tejido 6seo esponjoso

El tejido 6seo esponjoso no contiene osteonas, tiene laminas dispuestas en una red
irregular de columnas delgadas que se denominan trabéculas. Los espacios
macroscépicos entre las trabéculas hacen mas livianos a los huesos y pueden a veces
llenarse con medula 6sea roja. Dentro de cada trabécula hay lagunas que contiene
osteocitos. Debido a que los osteocitos se localizan en las superficies trabeculares,
reciben sus nutrientes directamente desde la sangre circundante que atraviesan las
cavidades medulares. La figura 3 muestra la histologia del hueso compacto y del hueso
esponjoso [7].
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Hueso compacto —__
Hueso ﬁ— Cavidad Medular
€sponjoso = 1
Laminillas Laminillas _
Periosto —— intersticiales: ‘Laminillas concentricas Osteocito

Caniculos

circunferenciales

Vasos
sanguineos

Trabéculas

Trabéculas <z

Laminillas
circunferenciales

Vena periostica
Arteria peridstica
Capa fibrosa externa
Capa ostedgena interna
Canal osteogenico
Conducto central

£5ponjoso Conducto perforante

compacto

Figura 3. Histologia del hueso compacto y del hueso esponjoso [7].
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2.2. Biomateriales

Los biomateriales son aquellos materiales sintéticos o naturales utilizados para
reemplazar partes de sistemas vivos o para funcionar con el tejido vivo. Los
biomateriales estan disefiados para evaluar, aumentar o reemplazar cualquier tejido,
organo o funcién del cuerpo. Un biomaterial es diferente de un material biolégico como
el hueso que es producido por el sistema bioldégico. Caderas artificiales, stents
vasculares o catéteres son todos hechos de diferentes biomateriales y comprenden
diferentes dispositivos médicos [8].

El éxito en los materiales implantados en el tejido vivo va depender del buen control de
las propiedades del material y de encontrar la aplicacion adecuada para cada individuo.
Los biomateriales se han utilizado en varias aplicaciones Gseas desde materiales
ortopédicos hasta dentales, pero en todos los casos la caracterizacion es clave para
garantizar que la funcién a la cual fue disefiado el biomaterial funcione de manera
correcta. Un factor a tomar en cuenta es la influencia del biomaterial en cuanto a sus
propiedades microestructurales y cual es su efecto en el desempefio del mismo en
situaciones de carga o esfuerzo, ademas de cémo altera el medio ambiente que rodea
al implante. Comprender las debilidades y fortalezas del biomaterial ayuda a entender
si el material es susceptible a la degradacion in vivo, o en el caso de volverse mas
fuerte y resistente poder utilizar esa condicion para mejorar las posibilidades de éxito

en la aplicacion del material implantado [9].

La figura 4 muestra como las propiedades mecanicas, estructurales y fisioldgicas de
los materiales interactian unas con otras haciendo necesario su estudio para poder

controlar el desarrollo del biomaterial.
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Architectural and microstructural properties

Mechanical properties

Stress, o (Mpa)

— : > Chemistry coatings Charge Topography

In vivo performance
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8
Strain, £ (m/m) r.

ulk properties

Physiological effects

Figura 4. Interrelacion de las propiedades de los biomateriales [9].
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2.3. Bioceramicos

Los materiales ceramicos son un recurso importante de los biomateriales para
aplicaciones en ingenieria biomédica. Los ceramicos destinados a estar en contacto
con tejidos vivos se denominan biocerdmicos. A través de los afios los biocerdmicos
han experimentado desarrollos importantes sobre todo en los ultimos 30 afios, esto
debido a las necesidades médicas de una poblacion mundial cada vez mayor y a un
incremento en la esperanza de vida. Este impulso a generado una gran cantidad de
trabajos de investigacion en busca de nuevos materiales para la fabricacion de
implantes. Estos materiales estdn siendo utilizados en aplicaciones clinicas
especificas, sobre todo en ortopedia y odontologia para reparar tejidos vivos dafiados
por enfermedades o traumas. El uso de biocéramicos representa una evolucién en el
desarrollo de la ciencia mundial. Entre ellos se encuentra la alimina, zirconio, fosfatos

de calcio, silicatos de calcio, ciertos vidrios y vidrios-ceramicos, entre otros [10].

Existen varios factores afectan la reactividad de las sustancias quimicas y determinan
de manera importante su cinética de reaccion. Tomando en cuenta la naturaleza
bioactiva o inerte de diferentes ceramicos para aplicaciones médicas, asi como
factores cinéticos como tamafio de particula y porosidad, se distinguen tres grupos de

bioceramicos: inertes, bioactivos y biodegradables.

Bioceramicos inertes

Son aquellos materiales que conservan su estructura una vez que han sido

implantados y no generan alguna respuesta inmunolégica en el huésped.

Bioceramicos bioactivos

Estos materiales interactian con el huésped formando enlaces con los tejidos vivos.

Bioceramicos biodegradables

Son materiales que se degradan en el huésped mientras ocurre una regeneracion de
tejido, los subproductos quimicos de estos materiales son absorbidos y liberados a

través de los procesos metabdlicos del cuerpo.
S —
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El objetivo final de la sintesis de bioceramicos para reemplazo de tejido éseo consiste
en implantar un material ceramico capaz de regenerar el hueso dafiado. Esto es
posible si el bioceramico es bioactivo. Por otra parte, si el bioceramico es inerte, el
hueso sera reemplazado por un material que el organismo puede tolerar, pero que no

puede sustituir por regeneracion ésea.

En el caso de algunos vidrios-ceramicos que presentan los mas altos niveles de
bioactividad, se encontré que eran capaces de formar enlaces tanto con tejidos
blandos como con tejidos duros, mientras que otros materiales bioactivos solo forman
enlaces con los tejidos duros. Para explicar estas diferencias en la reactividad se
definieron 2 clases de bioactividad: Clase A osteoinductivo y osteoconductivo, clase B
Unicamente osteoconductivo. Un bioceramico con bioactividad clase A es aquel
material que provoca respuesta extracelular e intracelular, mientras que el biocerdmico
con bioactividad clase B solo obtiene una respuesta extracelular. La osteoinducciéon
ocurre cuando el hueso prolifera sobre la superficie particulada de una masa debido a
la mejora en la actividad del osteoblasto. Tanto la mitosis mejorada como la
diferenciacién de células madre de osteoblastos estimuladas por la lenta reabsorcién
de las particulas bioactivas clase A parecen ser las responsables de la osteoinduccion.
La osteoconductividad se define como la unién y el caracteristico crecimiento 6seo a lo

largo de una superficie [11,12].
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2.4. Hidroxiapatita

Desde mediados de la década de 1970, varios grupos de investigacion han realizado
avances en el desarrollado de bioceramicos que incluyen el empleo de la hidroxiapatita
como un biomaterial para el aumento, reparacién y sustitucion 6sea [13-15]. Esto bajo
la justificacion de que el mineral que compone los huesos se ha descrito como
hidroxiapatita, cuya férmula corresponde a Caio(PO4)s(OH). con una relacién molar
Ca/P = 1.67. Presenta una estructura cristalina perteneciente al sistema hexagonal con
un grupo espacial P6s/m. Este grupo espacial se caracteriza por la existencia de seis
ejes-c perpendiculares a tres ejes-a equivalentes (ai, az,as) con angulos de 120° uno
del otro. La celda unitaria presenta las siguientes dimensiones: a = b = 9.432 A, ¢ =
6.881 A consistiendo de grupos Ca?*, PO,* y OH" muy juntos como se muestra en la
figura 5 [16].

Los diez atomos de calcio pertenecen a Ca(l) o Ca(ll) dependiendo de su entorno.
Cuatro atomos de calcio ocupan las posiciones Ca(l): dos en niveles z=0y dosaz =
0.5. Seis atomos de calcio ocupan las posiciones de Ca(ll): un grupo de tres atomos de
calcio que describen un triAngulo ubicado en z = 0.25, el otro grupo de tres en z = 0.75,
gue rodea los grupos OH" ubicados en las esquinas de la celda unitariaenz=0.25y z
= 0.75, respectivamente. Los seis fosfatos (PO,)* tetraédricos estan en una disposicién
helicoidal desde z = 0.25 hasta z = 0.75. La red de grupos PO.* proporciona el marco
esquelético el cual brinda estabilidad a la estructura de la hidroxiapatita [17].

La estructura de la hidroxiapatita permite la sustitucion de muchos iones sin cambiar
significativamente su simetria hexagonal. En algunos casos el estroncio (Sr?*), Bario
(Ba?*), Plomo (Pb%) pueden sustituir al calcio (Ca?"), sulfatos, vanadatos pueden
sustituir al fosfato (PO4)*; y el fluoruro (F), cloruro (CI) o Bromuro (Br) pueden sustituir
a los OH" [18-20]. Sin embargo, los carbonatos (CO3s%) presentan la mayor sustitucién
en la parte mineral del hueso con una proporcién que va de 2.3-8% en porcentaje en
peso, variando con la edad del individuo [21,22]. Los carbonatos cuando sustituyen a
los grupos hidroxilo (OH) se designan como Tipo A y cuando sustituyen a los grupos

fosfato (PO4)* se designan como Tipo B como se muestra en la figura 6.
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Sow o
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=

Figura 5. Arreglo atdmico de la hidroxiapatita, Caio(PO4)s(OH)2 en una celda unitaria hexagonal [16,25].
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Siendo esta Ultima sustitucion, la mas parecida a la estructura de la fase mineral de los
huesos, las cuales se denominan apatitas biolégicas. En muchos casos, las apatitas
biolégicas son deficientes en calcio (Ca/P = 1.5-1.65) presentando la sustitucién de los
grupos fosfato por grupos carbonato, este es el motivo por el cual se refieren a ellas

también como hidroxapatita carbonatada del Tipo B [23,24].

Aunque la cantidad de carbonatos es muy baja, juegan un papel esencial en las
reacciones biolégicas asociadas con el metabolismo 6seo. Asi mismo, la presencia de
carbonatos en la estructura de la hidroxiapatita muestra una gran influencia en su
naturaleza; aumenta su solubilidad en ambientes acidos, disminuye la cristalinidad y
retarda el crecimiento de cristales, mostrando excelentes resultados en los

tratamientos de reparacién de defectos 0seos.

2.5. Wollastonita

La wollastonita es un silicato de calcio con formula molecular CaSiOs, tiene una
composicion de 51.75% en peso de didxido de silicio (SiO2) y 48.25% en peso de 6xido
de calcio (CaO) [27]. Presenta dos fases cristalograficas, la fase B-wollastonita que
consiste en una estructura triclinica y la a-wollastonita la cual presenta una estructura
cristalina monoclinica, estas son las formas de baja y alta temperatura de la
wollastonita respectivamente [28-32]. Existen dos formas estrechamente relacionadas
del polimorfismo a baja temperatura, las cuales son: wollastonita (wollastonita-1T) que
posee una estructura cristalografica triclinica y la que posee una estructura
cristalografica monoclinica conocida como parawollastonita o wollastonita 2-M. Existen
otros polimorfismos raros de este mineral como la wollastonita-3T, wollastonita-4T,
wollastonita-5T y wollastonita-7T. En general, cuando se habla de wollastonita, se
refiere a la forma triclinica de la wollastonita o wollastonita-1T. La estructura cristalina
de la wollastonita consiste en cadenas de oxigeno-silice (SiO.) tetraédricas unidas para

formar infinitas cadenas triples unidimensionales de [SisOq]® (Figura 7a).
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Figura 6. Estructura cristalina de la hidroxiapatita, que muestra las posibles posiciones de los iones
carbonato [26].
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Estas, estan enlazadas entre si por iones de calcio (Ca?") coordinadamente con los
atomos de oxigeno, lo cual compensa la carga eléctrica, ubicAndose paralelamente al
eje cristalografico b (Figura 7b). Esto explica el por qué los cristales siempre se
extienden en la direccién de b [010]. (El crecimiento en la direccion b corresponde

longitudinalmente a la estructura que se presenta en la Figura 7c) [33].

La wollastonita tiene una estructura cristalina perteneciente al grupo triclinico, con un
grupo espacial P1, con parametros y angulos de red: a=7.94 A, b=7.32 A, c = 7.07 A,
alfa = 90°2’, beta = 95°22’, gama = 103°26’.

La wollastonita posee algunas propiedades Unicas, tales como alta blancura, baja
absorcion de humedad, baja expansion térmica, entre otras; lo cual hacen que este
material sea muy utilizado en diferentes industrias como la cerdmica, quimica,
metalurgia, polimeros y construccién [34]. En las Ultimas dos décadas ha sido
empleado en el campo de la ortopedia como implante éseo en reparacion de tejido
dafiado por sus excelentes propiedades bioactivas, biocompatibilidad y no toxicidad.
Presenta la capacidad de formacion de capas de apatita sobre su superficie al ser
sumergido en fluido fisiol6gico simulado (SBF), saliva artificial y en ambientes vivos.
Estas capas de apatita juegan un papel importante para lograr una estrecha union
entre los tejidos 6seos y los implantes [35-39]. La wollastonita presenta una morfologia
acicular como se observa en la figura 8, la cual les proporciona una mayor eficiencia

mecanica a los materiales compdsitos donde se aplica como material de refuerzo [40].

México es uno de los principales productores de wollastonita a nivel mundial siendo el
yacimiento del estado de Sonora (Hermosillo, Minera Roca Rodando S. de R.L. de
C.V.) el mas importante en cuanto a pureza del mineral y escala de produccion, los de
Zacatecas (Panfilo Natera) e Hidalgo (Villa Juarez) de pequefa y mediana produccién

respectivamente [41].
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osi*

€0

Figura 7. Estructura de la wollastonita, CaSiOs: a) Cadena de SiOa4, b) Estructura cristalina, c) Ejes

cristalogréaficos de una estructura triclinica [33].
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15kV -Point
20 pm <] 86.7um SH

Figura 8. Micrografia de microscopio electronico de barrido de la wollastonita, CaSiOs mostrando su forma

acicular caracteristica.
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2.6. Teécnica Sol-Gel

El proceso sol-gel es un método fisico-quimico de gran relevancia para la produccion
de nuevos materiales, desde polimeros organicos hasta coloides y o6xidos. Este
procedimiento tiene ciertas ventajas econdmicas tales como bajo consumo de energia,
bajo costo de operacién y un impacto ambiental muy reducido. Por otra parte, la
técnica sol-gel ofrece otras ventajas para la produccién de biomateriales con respecto
a los procesos tradicionales, entre las que se encuentran: una mayor homogeneidad en
el mezclado de los reactivos a nivel molecular, baja temperatura de proceso lo que
hace posible tener un control mas riguroso de los parametros de la técnica, altos
niveles de pureza, un mejor control de distribucion de tamafio de polvos, entre otros
[42,43]. El procedimiento consiste de 4 etapas principales, las cuales se describen a

continuacion:

1.- Preparacién del sol. Para poder obtener el sol se necesitan al menos 2

componentes, uno debe ser un fluido donde los otros componentes (UNno0 0 mas) se
encuentran en suspension formando un coloide (sistema coloidal fluido) que es un
sistema formado por 2 0 mas fases, normalmente una fluida y otra dispersa en forma
de particulas sélidas muy finas, entre los diametros de nanémetros y micrometros. Es
importante mantener el tamafio de particula en estos rangos ya que con esto el
equilibrio del sistema estara gobernado por el movimiento browniano, asegurando que
el sol se mantenga estable; por el contrario, si se tienen tamafios de particula mayores,
la fuerza de gravedad se vuelve predominante empujando a las particulas a formar
sedimentos. No se necesita tener una simetria en particular; ninguna limitacion existe
en cuanto a la estructura de la particula, por lo que pueden ser amorfos, cristalinos,
porosos o densos. Oxidos, hidroxidos y sales tanto organicas como inorganicas
(cloruro, nitrato, sulfato) se utilizan como precursores en sistemas acuosos. Los metal-
alcéxidos son parte de la gran familia de compuestos metal-organicos y son los
precursores mas ampliamente utilizados, debido a que reaccionan facilmente con el
agua y estan disponibles para muchos metales. Durante esta etapa se desarrollan
reacciones de “hidrdlisis” de los alcoxidos metalicos con el agua, formandose

hidroxidos metélicos. Asimismo, los hidroxidos metélicos se combinan para producir un
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oxido metdlico liberando ademas una molécula de agua o de alcohol, motivo por el

cual, esta segunda reaccion recibe el nombre de “condensacion” [44].

2.- Transicion sol a gel (gelificacion) Esta transformacion se debe a las reacciones de

hidrdlisis, condensacion y a la conversion progresiva de los sitios reactivos en puentes
de enlace que van formando un agregado gigante denominado gel. En el momento de
la formacion del gel hay muchos agregados en el sol que se unen entre si para formar
una red solida, responsable de la elasticidad, ocurriendo un cambio abrupto en la
viscosidad [45].

3.- Envejecimiento.Después de la gelificacion, el gel se envejece, ya sea a temperatura

ambiente o elevando la temperatura durante varias horas. Es importante destacar que
el proceso de envejecimiento fortalece al gel a medida que el sistema continGa
reaccionando, dando lugar a reacciones de “polimerizacion” donde aumenta la
densidad y la resistencia mecanica del sélido. Ocurren también otras reacciones tales
como sinéresis, maduracién y cambios de fase. Este proceso es muy importante, ya

gue sin la etapa de envejecimiento el gel se agrietara durante el secado.

4.- Secado y Tratamiento térmico. El objetivo de la etapa de secado es eliminar los

subproductos de la reaccion de condensacion. A medida que el agua y el alcohol se
evaporan, causan una contraccion acompafiada de endurecimiento del gel, asimismo
dejan una red de poros interconectados con didmetros en el rango de los nanémetros.
Al material seco producido en esta etapa se le define con el nombre de “xerogel”.
Durante el tratamiento térmico ocurren una serie de cambios fisicos y quimicos en los
materiales, los cuales pueden llevar a la transformacion de fases existentes y la
aparicion de nuevos compuestos. Estos cambios pueden ser analizados mediante las

técnicas como el analisis termogravimétrico y dilatometria entre otras [46-48].
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2.7. Fluido Fisiolégico Simulado (SBF)

En 1980 Larry Hench, demostré que una capa rica en SiO; y fosfato de calcio se forma
sobre la superficie de un biovidrio (Bioglass) cuando es implantado en un ambiente
fisiolégico, lo cual permite un enlace con el hueso huésped, y que esta formacion in
vitro de fosfato de calcio puede ser reproducida en una solucién bufer que consiste de
Tris hidroximetilaminometano y &cido clorhidrico (Tris solucion-bufer) a un pH de 7.4
[49].

Kokubo et al. (2006), usando micro difraccion de rayos-X identificaron esta capa de
fosfato de calcio como apatita cristalina [50]. En trabajos posteriores demostraron que
la formacién de apatita sobre un vidrio-ceramico puede ser reproducida en un fluido
fisiol6gico sin células y con la concentracion idnica igual a la del plasma sanguineo
humano, pero sin la Tris solucién-bufer [51,52]. Las técnicas de caracterizacion (XRD,
TEM, SEM, FT-IR) aplicadas a la superficie de apatita formada en el fluido fisiolégico
simulado (SBF) mostraron que es similar al tejido 6seo en su estructura y composicion.
A partir de estos trabajos de investigacion se propuso que la bioactividad in vivo de un
material puede predecirse mediante la capacidad para formar una capa de apatita

sobre su superficie, al ponerse en contacto con el fluido fisiol6gico simulado (SBF) [53].

Cabe destacar que la formulacién original de la solucién SBF utilizada por Tadashi
Kokubo y Larry Hench, no consideraba a los iones SO.s?* contenidos en el plasma
humano. Sin embargo, esta solucién fue corregida por el mismo Kokubo, conocida
como “corrected SBF (c-SBF) como se muestra en la tabla 1, la cual se reporta
convencionalmente como solucibn SBF en la mayoria de las investigaciones
relacionadas con esta técnica. Esta solucion corregida comparada con el plasma
sanguineo humano aun es rica en ion Cl y deficiente en ion HCO3. Oyane et al.
(2003), trataron de corregir estas diferencias formulando una solucién conocida como
“revised SBF (r-SBF)”, en la cual las concentraciones de CI" y HCO;s; fueron
disminuidas e incrementadas respectivamente, hasta alcanzar los niveles del plasma
sanguineo humano. Sin embargo; como el carbonato de calcio tiene fuerte tendencia a

precipitar, no solo se produjeron precipitados de apatita sino también de calcita [54].
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Takadama et al. (2004), propusieron una nueva modificacion en la solucién SBF,
conocida como “newly improved SBF (n-SBF)” en la cual solo disminuyeron la
concentracion del ion ClI hasta el nivel del plasma sanguineo, dejando la concentracion
del ion HCOs igual al de la c-SBF. Esta nueva formulacion fue comparada con la
formulacién corregida por Kokubo (c-SBF), con respecto a su estabilidad y
reproducibilidad para producir apatita sobre materiales sintéticos, con lo cual se
constatd que el comportamiento de ¢c-SBF no difiere del n-SBF en estos 2 aspectos
[55].

En 2003 se presenté ante el Comité Técnico ISOTC/150 de la Organizacion
Internacional para la Estandarizacion, la metodologia para la preparacion de esta
formulacién convencional para la solucion c-SBF, como una solucién indicada para la
medida “in vitro” de la habilidad de los materiales de implante para formar una capa de
apatita sobre su superficie, como una prediccion de la bioactividad de estos materiales
al momento de ser implantados dentro del organismo [3].

Tabla 1. Concentracion ionica del fluido fisiolégico simulado (SBF) propuesto por
Kokubo et al. (2006), comparada con el plasma sanguineo humano.

Concentracion de los iones (mM)

Na* K* Mg?*  Ca?* Cl- HCO; HPO, > SO,*
SBF 1420 5.0 15 25 147.8 4.20 1.0 0.5
Plasma 1420 5.0 15 25 103.0 27.0 1.0 0.5

Sanguineo

pH ajustado a 7.4 por adicion de Tris-(Hidroximetil)-aminometano (CH>OH)s CNH; y
HCI 1M a 37°C.
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2.8. Analisis de la Bioactividad

La evaluacion de la bioactividad es uno de los analisis realizados a los bioceramicos
orientados a ser utilizados como materiales de implante. Consiste en poner a estos
materiales en contacto con fluidos fisiolégicos simulados, reproduciendo las
condiciones del cuerpo humano, con el fin de determinar su respuesta dentro del
huésped y definir la posibilidad de su aplicacibn como materiales de implante con
caracter bioactivo. En general, un material bioactivo representa un material que esta
disefiado para inducir una actividad biologica especifica. Mas especificamente un
material bioactivo representa un material que sigue un proceso de dos pasos tras su
implantacién dentro del cuerpo. El primer paso, el material sufre reacciones en su
superficie con el fluido fisiolégico simulado (SBF), durante el segundo paso forma una
capa de hidroxiapatita carbonatada, un material biolégicamente activo, el cual es
guimica y estructuralmente equivalente a la fase mineral del hueso (responsable de las
interacciones entre los tejidos duros y tejidos blandos), logrando eventualmente igualar
el comportamiento mecanico del implante con el tejido a reemplazar. Los bioceramicos

gue presentan este tipo de comportamiento se les denomina bioactivos [51,56,57].

Inmersidn de los materiales en la solucidon SBF. Una vez formulada la solucién SBF, se

procede a calcular el volumen apropiado de la misma, de acuerdo a las dimensiones

del espécimen a evaluar.

Para materiales densos, se miden las dimensiones del espécimen y se calcula su area
superficial. Seguidamente se calcula el volumen de solucién SBF que sera usado para

el andlisis de acuerdo con la ecuacion siguiente:

Vo =2 @)

donde Vs es el volumen de la solucion SBF en mL y Sq es el area del espécimen en

mm?.

Para materiales porosos, el volumen de solucion SBF utilizado para el andlisis, debe

ser mayor al calculado con la ecuacion (1).
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A continuacion, se describe el procedimiento a seguir:

1.- Una vez calculado el volumen adecuado de la solucién SBF, este se coloca en un
recipiente de plastico. Después de calentar la solucion a 37°C, el espécimen se

sumerge completamente en ella.

2.- Después de sumergir el espécimen en la solucibn SBF y mantenerlo a 37°C, el
analisis de bioactividad se puede realizar en diferentes intervalos de tiempo dentro de
las primeras cuatro semanas. Lo anterior se debe a que los materiales bioactivos,
generalmente producen una capa de hidroxiapatita carbonatada sobre sus superficies,

dentro de las primeras cuatro semanas de inmersion [3].

3.- Una vez transcurrido el tiempo de andlisis, el espécimen se saca de la solucion SBF

y se lava con agua deionizada. Seguidamente se seca a temperatura ambiente.

4.- Finalmente se analiza la nueva capa formada sobre la superficie de los materiales,

asi como también, la carga i6nica y el pH de la solucion SBF remanente [58].

2.9. Evaluacion de las Propiedades Hemoliticas

La hemolisis se refiere a la ruptura de los glébulos rojos. Esto provoca la liberacién de
la hemoglobina, generando menos células que transporten oxigeno a las diferentes
partes del cuerpo humano [59]. El analisis de este efecto es importante para los nuevos
materiales que se utilizaran en aplicaciones biomédicas. En la mayoria de los estudios
In Vitro, las determinaciones de las propiedades hemoliticas se basan en la evaluacion
del porcentaje de hemolisis mediante el analisis por espectrofotometria del plasma libre
de hemoglobina, derivado de la interaccion del material con los componentes de la
sangre (glébulos rojos) mediante incubacién y procesos de centrifugacion [60,61]. La
hemolisis es consecuencia de varios factores, tanto fisicos como quimicos, algunos
autores sugieren prestar especial atencion en la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) [62-64], el efecto del grupo silanol en la superficie del glébulo rojo

[65,66], el grado de hidrofilicidad e hidrofobicidad del material [67], las condiciones del
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medio en términos de pH [68,69], la cristalinidad [70,71], y especialmente el tamafio de

particula, circularidad y morfologia del biomaterial a evaluar [72-74].
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1. Sintesis de Hidroxiapatita Ruta |

Para producir hidroxiapatita carbonatada tipo-B, se utilizaron como agentes
precursores acetato de calcio Ca(C2H305). (Sigma-Aldrich, Tokio, Japén) y trietil fosfato
PO(OCzHs)s (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Con el fin de obtener 1.0 g de polvo de
hidroxiapatita, se disolvieron en 10 mL de agua deionizada 0.02 moles de acetato de
calcio en agitacién ultrasénica (40 kHz de frecuencia), seguidamente se agregaron
gota a gota 0.012 moles de trietil fosfato para obtener una relacion molar Ca/P igual a
1.67. La mezcla de precursores se agito por 12 h a una temperatura entre 25-30°C en
agitacibn magnética. Seguidamente se elevd la temperatura entre 40-45°C
manteniendo la agitacién durante 12 h. Una vez concluida la agitaciéon se elevé la
temperatura a 75°C manteniéndose durante 10 h, una vez que se observa la gelaciéon
en el sistema estos geles fueron secados a 120°C por 10 h. Los geles secos fueron
molidos en un mortero de &gata obteniéndose un polvo fino, posteriormente son
tratados térmicamente hasta 1000°C, en un horno de alta temperatura Thermolyne
46100 (Thermolyne, Bubuque, IA) en aire. La temperatura se elevd utilizando una
rampa de calentamiento programada a razén de 10°C/min hasta llegar a la temperatura
de 1000°C, manteniéndose durante 5 h. Posteriormente, los materiales se sacaron del
horno permitiendo un enfriamiento al medio ambiente. Después del tratamiento térmico
y con el objetivo de purificar y obtener Unicamente la fase de hidroxiapatita, los
materiales se dispersaron y agitaron durante 2 h en 150 mL de una solucién de HCI
0.01M. Las fases solido y liquida se separaron mediante filtracién a través de papel
Wathman No. 42. El material sélido fue lavado varias veces con agua deionizada y

secado a 120°C por 2 h. El compésito B-wollastonita 50-50 hidroxiapatita carbonatada
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tipo B (B-W50-50HC) se sintetiz6 siguiendo la ruta | afladiendo la cantidad adecuada

de B-wollastonita para obtener 50% en peso (1.0 g) de cada material [5].
3.2. Sintesis de Hidroxiapatita Ruta Il

Para producir hidroxiapatita estequiométrica (codificada como H350 y H750) se
utilizaron como agentes precursores nitrato de calcio Ca(NOs3)..4H.O(Sigma-Aldrich
USA) y fosfato de amonio (NH4).HPO. (Sigma, Japon). Las cantidades de los reactivos
se eligieron en orden de mantener una relacion molar Ca/P de 1.67 de hidroxiapatita
estequiométrica. Para obtener 1.0 g de polvo de hidroxiapatita pura, 0.1639 moles de
nitrato de calcio fueron disueltos en 10 mL de agua deionizada en agitacion ultrasénica
(40 kHz de frecuencia) durante 15 min, seguidamente se agregaron 0.0979 moles de
fosfato de amonio continuando con la agitacién ultrasénica durante 30 min.
Posteriormente la mezcla de precursores se agitd a temperatura ambiente en agitacion
magnética, el pH de la mezcla fue controlado entre 6 y 7 con amonio liquido por
aproximadamente 2 h, hasta observar la gelaciéon en el sistema. El gel fue secado a
120°C por 12 h. Seguidamente el gel seco fue molido en un mortero de agata hasta
obtener un polvo fino, posteriormente estos polvos se sometieron a un tratamiento
térmico a dos diferentes temperaturas 350°C (obteniéndose un material codificado
como H350) y 750°C (obteniéndose un material codificado como H750) en aire durante
3 h. La temperatura se elevo utilizando una rampa de calentamiento programada de
10°C/min, posteriormente los materiales fueron sacados del horno permitiendo un

enfriamiento al medio ambiente [43].

3.3. Wollastonita

Se utilizé wollastonita natural de alta pureza (CaSiOs, NYAD, Minera Roca Rodando S.
de R.L. de C.V. procedente del depdsito “Pilares”, Hermosillo, Sonora, México), con un
98.25% de pureza. En las tablas 2 y 3 se presenta el andlisis quimico y las

propiedades tipicas de la wollastonita utilizada para este estudio.
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Tabla 2. Composicién quimica de wollastonita NYAD® M200, producida por la Minera
Roca Rodando S. de R.L. de C.V. [75]

Composicién Quimica CaSiO;
Componentes Valores Tipicos %
Ca0O 46.25
SiO, 52.0
Fe,0s 0.25
Al,O; 0.40
MnO 0.025
MgO 0.50
TiO, 0.025
K,0 0.15
% de pérdida de peso (1000°C) 0.40
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Tabla 3. Propiedades tipicas de wollastonita NYAD® M200, producida por Minera Roca
Rodando S. de R.L. de C.V. [75]

Propiedades Tipicas

Valor

Apariencia
Morfologia
Peso Molecular (g/mol)

Gravedad Especifica (g/cm®)

Tamafio de Particula Promedio (um)

Area Superficial (m*/g) (BET)
indice de refraccion

pH (10%)

Solubilidad en agua (g/100cc.)
Densidad (lbs./cu.ft.)

Dureza (Mohs)

Coeficiente de Expansién (mm/mm/°C)

Punto de Fusion (°C) — Teorico

Punto de Fusion (°C) — ASTM D1857

Blanca
Acicular
116

2.9

9

1.3

1.63

9.9
0.0095
181

4.5
6.5x10-6
1540
1410
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3.4. Preparacion de los Materiales Sinterizados

Para el proceso de sinterizaciébn se molieron 2 g de los materiales en 5 ml de etanol
durante 30 min en un molino de bolas de carburo de tungsteno Fritsch Pulverisette 6
planetary mono mill (idar-oberstein, Germany), a una velocidad de 200 rpm. Los
materiales molidos se secaron a 120°C para eliminar el etanol y obtener un polvo fino.
Se obtuvieron tabletas cilindricas mediante presion uniaxial de 0.5 g de polvo
colocados en un troquel de 10 mm de diametro, comprimidos en una prensa Carver
press Hydrulic Unit 3912 (Carver Inc., Wabash, IN) a una presion de 220 MPa durante
5 min. Los experimentos de sinterizacion se desarrollaron en un horno de alta
temperatura Thermolyne 46100 (Thermolyne, Bubuque, 1A) a 1200°C. El proceso
térmico se desarroll6 a una velocidad de 2°C/min desde la temperatura ambiente hasta
la temperatura de sinterizaciébn, manteniéndose a esta temperatura durante 5 h,

seguido por un enfriamiento a una velocidad de 2°C/min [4].

3.5. Preparacion del Fluido Fisiolégico Simulado (SBF)

La solucion SBF se caracteriza por ser una solucidon supersaturada, por lo que
cualquier método de preparacion inapropiado puede generar una precipitacion en la
solucién. Por tal razon, en todo momento durante la preparacion se debe distinguir una
solucion transparente, libre de cualquier indicio de precipitacion. Si aparece cualquier
tipo de precipitado, la preparacion debe detenerse, eliminar la solucién y empezar de

nuevo.

Para preparar 1 L de solucion, primeramente, los reactivos se disolvieron en 700 mL de
agua deionizada, la cual se ajusta previamente a 37°C en una placa calefactora
provista de agitacion magnética. Antes de agregar el cloruro de calcio se afiade el 90%

de acido clorhidrico.

Después de agregar el sulfato de sodio, el volumen de la solucién se ajusté a 900 mL

con agua deionizada, manteniendo la temperatura a 37°C. Se Introdujo el electrodo de
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pH en la solucién, justo antes de agregar el tris-(hidroximetil) aminometano, el pH de la

solucion se encontré = 2.0 + 1.0.

Se afadié el tris-(hidroximetil)-aminometano poco a poco, esperando a que se
disolviera completamente y observando el aumento gradual de pH en la solucién, hasta
que ésta alcanzo un valor de pH = 7.3. Este reactivo no debe agregarse de forma
rapida, ya que un incremento radical del pH puede ocasionar una precipitacion de

fosfato de calcio en la solucion.

Seguidamente se ajustd la temperatura a 37°C y se agregd mas tris-(hidroximetil)-

aminometano hasta alcanzar un valor de pH = 7.45 en la solucion.

Posteriormente se afiadio en gotas la cantidad de HCI 1M necesaria para ajustar el pH
= 7.42, agregando de nuevo la cantidad necesaria de tris-(hidroximetil)-aminometano
para volver a alcanzar un pH = 7.45, para bajarlo de nuevo hasta pH = 7.42 con HCI
1M, repitiendo esta operacién hasta que todo el tris-(hidroximetil)-aminometano se

agrego a la mezcla, ajustando finalmente el pH = 7.42 con HCI 1M.

Finalmente, se retird de la solucion el electrodo de pH, se lavé con agua deionizada y
ésta se agreg6 a la solucion. La solucion se retiré del recipiente plastico y se colocé en
un recipiente volumétrico, la superficie del recipiente plastico se lavé en repetidas
ocasiones con agua deionizada, esta agua de lavado se afiadi6 a la solucién aforando

aproximadamente hasta la marcade 1 L.
La solucién SBF se formulé a partir de los reactivos y cantidades siguientes [12,14]:

Cloruro de sodio, (NaCl, 99%, Jalmek, NL, México), 7.996 g/L.

Bicarbonato de sodio, (NaHCOs3, 99.7%, Jalmek, NL, México), 0.350 g/L.

Cloruro de potasio, (KCI, 99%, Jalmek, NL, México), 0.224 g/L.

Fosfato de potasio dibasico (K:HPO..3H20, 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),

0.228 g/L.

» Cloruro de magnesio hexahidratado, (MgCl..6H,0, 99.3%, Jalmek, NL, México),
0.305 g/L.

» Cloruro de calcio, (CaCl,, 97.7%, Jalmek, NL, México), 0.278 g/L.

YV V V V
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» Sulfato de sodio, (Na;S0O4, 99%, Jalmek, NL, México), 0.071 g/L.

Acido clorhidrico, (HCI, Fermont, NL, México), 1M.

» Tris-(Hidroximetil)-aminometano, ((CH.OH)3CNH;, 99.8%, J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ), 6.057 g/L.

> Acido clorhidrico, (HCI, Fermont, NL, México), 1M.

A\

En la preparacion de la solucion SBF debe evitarse el uso de recipientes de vidrio, ya
que sobre su superficie puede inducirse la nucleacion de apatita. En su lugar se deben
utilizar recipientes de plastico con superficies suaves. Debido a esto, la solucién SBF
se prepar6 en un recipiente de plastico, disolviendo las cantidades apropiadas de cada
uno de los reactivos en agua deionizada, afiadiéndolos uno por uno, en el orden
indicado anteriormente, hasta que cada reactivo se disolvi6 completamente. Se
consumieron aproximadamente 40 mL de HCI 1M, para ajustar el pH a 7.4 en 1 L de
solucion [3].

3.6. Evaluacion de las Propiedades Bioactivas

El andlisis del comportamiento bioactivo de los materiales sinterizados (tabletas
cilindricas), consiste en evaluar la capa de apatita “neoformada” sobre la superficie de
los materiales después de sumergirse en 40 mL de la solucion SBF durante 1, 2 y 3
semanas a una temperatura controlada a 37°C. Después de cada periodo de
inmersion, los materiales se sacaron de la solucién, se lavaron con agua deionizada y

se secaron a temperatura ambiente.

3.7. Evaluacion de la Solubilidad

La solubilidad se evalud6 determinando los cambios de concentracion de los iones Ca,
Py Si, asi como los cambios de pH de la solucion SBF durante el periodo de inmersion
de cada muestra, para esto se utiliz6 un espectrometro de absorcion atémica (Perkin

Elmer Model AAnalyst 400) para el analisis de Ca, un espectrofotometro ultravioleta-
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visible (Thermo Scientific, Evolution 60S) para el andlisis de Siy P. Para la medicion de

pH se utilizé un potenciémetro (Cole-Parmer, Vermon Hills, IL).
3.8. Analisis de las Propiedades Hemoliticas de los Materiales

Las pruebas de hemolisis de los materiales se desarrollaron de acuerdo al protocolo de
la American Society for Testing and Materials (ASTM) standard E2524-08 [76]. Los
materiales en forma de polvo se colocaron en contacto directo con fluido sanguineo, la
sangre fue donada por un adulto sano (no fumador) y colocada en tubos Vacutainer
con heparina para prevenir coagulacion. Se utilizé un estandar de hemoglobina y de
cianmetahemoglobina (CMH) para elaborar una curva estandar de calibracion que
cubriera los rangos de 0.025 a 0.8 mg/mL. La sangre entera de los tubos Vacutainer se
sometié a un proceso de centrifugacion a 800 g a temperatura ambiente por 15 min
para obtener el plasma supernadante. Se preparé una muestra con hemoglobina total
en sangre (TBH) con la mezcla de 20 L de sangre entera y 5.0 mL del reactivo CMH.
Seguidamente se prepar6 una muestra con plasma libre de hemoglobina (PFH)
agregando 100 pL de plasma y 100 pL del reactivo CMH. Las muestras se colocaron
en un sistema de agitacidbn suave. Se determind la absorbancia a 540 nm para
determinar la concentracion de hemoglobina. La muestra con plasma libre de
hemoglobina (PFH) debe presentar una concentracibn menor a 1 mg/mL, en caso
contrario la muestra de sangre no es la adecuada para el procedimiento y se
necesitaria otra muestra de sangre entera. Los materiales, a diferentes
concentraciones (2, 4 y 6 mg/mL) fueron diluidos con DPBS y sangre entera,
seguidamente se colocaron en una incubadora con agitacién a una temperatura de
37°C durante 3 h. Una solucion de Triton X-100 al 10% y una solucién de PEG al 40%
se utilizaron como control positivo y negativo respectivamente. Seguidamente se
centrifugaron las muestras a 800 g durante 15 min y se colecto el supernadante. Se
analiz6 la absorbancia de las muestras a una A = 540 nm y se determind la
concentracion de hemoglobina a través de la curva estandar de calibracion. Los

resultados de las muestras se expresaron como porcentaje de hemolisis [76].
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3.9. Teécnicas de Caracterizacion

3.9.1. Analisis térmico

Para detectar las transformaciones que ocurren en los materiales con la modificacién
de su temperatura se utilizo el andlisis térmico gravimétrico (TGA), en combinacion con
el andlisis térmico diferencial (DTA). Ambos andlisis se desarrollaron en un equipo
analizador simultaneo DSC-TGA (TA Instruments SDT 2990, New Castle, DE). El
intervalo del calentamiento fue de temperatura ambiente hasta 1000°C, a una
velocidad de 10°C/min con un flujo de aire de 23 cm®min. Se utilizaron 3 mg de
muestra colocados sobre 10 mg de alimina.

3.9.2. Difraccion de rayos-X

Los patrones de difraccion de rayos-X se obtuvieron con un difractdbmetro de polvos
Phillips X' Pert (Phillips Electronics, N.V. Eindhoven, Netherlands), con radiacién CuKa
(40mA, 45 KV) y una velocidad de barrido de 2°/min variando el angulo de 2 theta
desde 10° hasta 80°.

3.9.3. Espectroscopiainfrarroja de transformada de Fourier

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron con un espectrémetro FT-IR (Thermo
Scientific iS50 Nicolet). Las muestras fueron analizadas en modo de transmision, en el
intervalo de 4000-400 cm™.

3.9.4. Espectroscopia de dispersion de energia

Los espectros de dispersion de energia se obtuvieron con un microscopio electrénico

de barrido Philips XL-30 ESEM, (Houston, TX, USA) equipado con un detector de
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rayos-X caracteristicos para el andlisis cualitativo y semicuantitativo de la composicion

guimica de las muestras.

3.9.5. Microscopia electronica de barrido

Para el analisis de la morfologia externa de los materiales se utiliz6 un microscopio
electrénico de barrido: Philips XL-30 ESEM, (Houston, TX, USA). Las micrograficas
presentadas se obtuvieron utilizando un recubrimiento Au-Pd a través de un

minimetalizador por sputtering Quorum modelo SC7620.

3.9.6. Microscopia electrénica de transmision

Las imagenes de alta resoluciébn se obtuvieron con un microscopio electronico de
transmision JEOL, JEM-2010F (Tokyo, Japan). Las muestras fueron preparadas por
dispersién de los polvos en agua deionizada formando suspensiones muy diluidas. Se

coloca una gota de esta suspension en una rejilla de cobre recubierta con carbon.

3.9.7. Espectroscopia de absorcion atbmica

La cuantificacién de los elementos de la solucién fisioldgica se bas6 en la metodologia
establecida por Van Loon y Barefoot (1989) y Gomez-Alvarez (2004). Por medio de la
técnica de Espectroscopia de Absorcion Atomica por flama, utilizando un equipo de
Absorcion Atémica Perkin-Elmer AAnalyst 400. Se prepararon curvas de calibracion
para cada elemento. Las muestras fueron analizadas por triplicado, y se incluyé un

blanco de reactivo que se analiz6 por triplicado [77,78].
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de los Materiales Antes del Proceso de

Sinterizaciéon

4.1.1. Analisis térmico

Para conocer el efecto de la temperatura sobre los materiales, se aplicaron técnicas de
analisis térmico gravimétrico y térmico diferencial (ATG/ATD), con el objeto de detectar
las diferentes etapas de transformacién en los geles secos producidos al final de la
etapa sol-gel, asi como detectar a que temperatura ocurre la transicion de las fases

polimérficas de la wollastonita, B-wollastonita a a-wollastonita.

La figura 9 muestra las curvas de analisis térmico gravimétrico (ATG) combinadas con
las curvas de andlisis térmico diferencial (ATD), para la muestra de wollastonita,
tratados térmicamente desde la temperatura ambiente hasta los 1400°C. El grafico de
ATG no muestra sefales de pérdida de peso importantes solo un pequefio cambio casi
imperceptible a la temperatura entre 1250°C a 1300°C. El grafico de ATD se mantiene
constante hasta la temperatura entre 1250°C a 1300°C donde ocurre un pequefio pico

endotérmico caracteristico del cambio de fase de B-wollastonita a a-wollastonita.

La figura 10 muestra el analisis térmico gravimétrico (TGA) combinado con el analisis
térmico diferencial (DTA), para el gel seco de nitrato de calcio y fosfato de amonio
desde la temperatura ambiente hasta 1000°C. El grafico ATG muestra sefiales de
pérdidas en peso de aproximadamente del 2% al inicio del andlisis, a partir de la
temperatura ambiente hasta 160°C, las cuales pueden ser atribuidas a pérdidas de

humedad en el sistema, asi como a la evoluciébn de remanentes de los agentes
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precursores en el xerogel. En el intervalo de temperatura de 160°C a 350°C ocurre la
primera transicion térmica importante, la cual corresponde a una perdida en peso entre
38% a 40%, la cual se encuentra relacionada con un pico endotérmico en la curva ATD
aproximadamente a 280°C. Esta transformacion pudiera estar relacionada con la
formacion de hidroxiapatita en las primeras etapas de cristalizacion. En el intervalo de
500°C a 700°C se muestra un proceso térmico adicional, aunque sin perdidas de peso
de consideracion, el cual esta relacionado con un pico exotérmico aproximadamente a
los 650°C, el cual puede deberse a la aparicion de hidroxiapatita en una fase mas

avanzada de cristalizacion.

La figura 11 muestra las curvas de analisis térmico gravimétrico (ATG) combinadas
con las curvas de analisis térmico diferencial (ATD) para el gel seco producido a partir
de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en agua, tratados térmicamente desde la
temperatura ambiente hasta 1000°C. En la curva ATG se puede apreciar que durante
el intervalo de temperatura de 370°C a 460°C ocurre la primera transicion térmica
importante, a la cual le corresponde una pérdida en peso entre 28% a 30%, la cual se
encuentra relacionada con un pico exotérmico en la curva de ATD, alrededor de 410°C.
Esta primera transformacion podria estar asociada con la formacién de hidroxiapatita y
carbonato de calcio en forma de calcita (CaCOs3) [33,79]. En el intervalo entre 600°C y
700°C se observa una segunda transicion térmica, correspondiente a una pérdida de
aproximadamente 20% en peso, relacionada con un pico endotérmico alrededor de
640°C, el cual puede deberse a la conversion de carbonato de calcio en 6xido de calcio
(CaO) [33].
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Figura 9. Gréficos de ATG-ATD para la muestra de Wollastonita, tratada térmicamente a partir de la

temperatura ambiente hasta 1400°C, a una velocidad de calentamiento de 10°C/min.
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Figura 10. Graficos de ATG-ATD para el xerogel seco obtenido a partir de nitrato de calcio y fosfato de
amonio inmersos en agua, tratado térmicamente desde la temperatura ambiente hasta 1000°C a una
velocidad de calentamiento de 10°C/min.
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Figura 11. Gréficos de ATG-ATD para el xerogel seco obtenido a partir de acetato de calcio y trietil fosfato
inmersos en agua, tratado térmicamente desde la temperatura ambiente hasta 1000°C, a una velocidad de

calentamiento de 10°C/min.
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4.1.2. Difraccion de rayos-X

La wollastonita natural proporcionada por minera Roca Rodando S. de R.L. de C.V.,
corresponde a la fase de B-wollastonita, como lo indica el analisis de difraccién de
rayos-X mostrado en la figura 12, segun la tarjeta JCPDS 840654. Durante las curvas
de ATG/ATD mostradas en la figura 9 no se observa algun cambio aparente en todo el
rango del tratamiento térmico para la wollastonita; sin embargo, se puede apreciar un
pequefio proceso térmico entre los intervalos de temperatura de 1250°C y 1300°C, el
cual ha sido reportado como el punto de transicion de la fase B-wollastonita a la fase a-
wollastonita [29]. Para corroborar lo anterior se tratdé térmicamente la wollastonita
proporcionada por minera Roca Rodando S. de R.L. de C.V. (fase B-wollastonita) hasta
1300°C durante 24 horas. La figura 13 muestra el patrén de difraccion de rayos-X para
la wollastonita tratada térmicamente hasta 1300°C, en la cual se observa como los
planos de difraccibn cambiaron drasticamente al contrastarlos con los planos de la
figura 12, lo cual indica que el material se transformé por completo a la fase a-

wollastonita como lo indica la tarjeta JCPDS 740874.

Las figuras 14 y 15 muestran los patrones de difraccion de rayos-X para los xerogeles
secos obtenidos a partir de nitrato de calcio y fosfato de amonio después del
tratamiento térmico a 350°C y 750°C, respectivamente. La figura 14 muestra como el
xerogel tratado a 350°C se transforma en hidroxiapatita en sus primeras etapas de
cristalizaciéon; por otro lado, el xerogel tratado a 750°C mostrado en la figura 15, se
convierte en hidroxiapatita completamente cristalizada. Los analisis mostraron la
presencia de hidroxiapatita (JCPDS 09-0432) como fase individual en ambos

materiales.

La figura 16 muestra el patron de difraccion de rayos-X para el xerogel obtenido a partir
de acetato de calcio vy trietil fosfato, tratado térmicamente hasta 1000°C. Durante la
sintesis de hidroxiapatita se forma carbonato de calcio en forma de calcita,
aproximadamente entre 400-420°C, el cual se descompone en Oxido de calcio a una
temperatura aproximada de entre 640-700°C, como se describe en la siguiente

reaccion:
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CaCO; »>Ca0 + CO; )

Para eliminar el 6xido de calcio presente y producir una hidroxiapatita de forma pura,
se desarrollé una etapa de purificacion que consistio en lavar el material con una
solucién diluida de HCI (0.01 M). Con esta etapa se promueve la conversion del 6xido

de calcio a cloruro de calcio mediante la siguiente reaccion:
CaO + 2HCI — CaCl; + H0 (3)

Aprovechando la alta solubilidad del CaCl, en agua, asi como la baja solubilidad de la
hidroxiapatita en este medio, se procedié a lavar los materiales con agua deionizada,
separando al final el residuo soélido purificado [33]. La figura 16 muestra que
efectivamente, el 6xido de calcio desaparece del material por la accién de los lavados,
dejando a la hidroxiapatita como la fase principal (JCPDS 09-0432). No obstante, si se
analiza el patron de difraccion presentado en la figura, se observa la presencia de un
pico de difraccion aproximadamente a un angulo 26 = 29.3°, asi como el traslape de
los planos (211) y (112) a un angulo 206 =~ 32° del patrén de difracciéon de la
hidroxiapatita. Lo anterior puede ser atribuido a la presencia de hidroxiapatita

carbonatada en el producto final [79].
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Beta-wollastonita
JCPDS 840654

20 hkl

23.15 200

2530 002

26.85 -102

2887 210

2997 120

3282 112

35.04 300

+ 39.07 -131
46.82 -331
53.32 -422

Intensidad (u.a)

2-Theta (°)

Figura 12. Patrones de difraccién de rayos-X de -wollastonita.
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Figura 13. Patrones de difraccion de rayos-X de a-wollastonita.
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Figura 14. Patrones de difraccion de rayos-X del xerogel seco obtenido a partir de nitrato de calcio y

fosfato de amonio inmersos en agua, tratado térmicamente hasta 350°C.
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750° Hidroxiapatita
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Figura 15. Patrdn de difraccién de rayos-X del xerogel seco obtenido a partir de nitrato de calcio y fosfato

de amonio inmersos en agua, tratado térmicamente hasta 750°C.
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Hidroxiapatita
JCPDS 090432
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Figura 16. Patrones de difraccion de rayos-X del xerogel seco obtenido a partir de acetato de calcio y
trietil fosfato inmersos en agua, tratado térmicamente hasta 1000°C, lavado con HCI 0.01M y agua

deionizada. (*) Hidroxiapatita, (c) Hidroxiapatita carbonatada.
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4.1.3. Espectroscopiainfrarroja de transformada de Fourier

La figura 17 muestra los espectros FT-IR correspondiente a los polvos de wollastonita
natural, con lo que se corrobora que no se encuentra ninguna clase de contaminacion
en los polvos y da certeza de la alta pureza de la wollastonita utilizada en la
elaboracion de los sinterizados, observandose las bandas caracteristicas entre las
bandas 1100 cm™ y 890 cm, causadas por vibraciones de flexion de los enlaces de

silicatos.

La Figura 18 y 19 muestran los espectros FT-IR del xerogel seco obtenido a partir de
nitrato de calcio y fosfato de amonio en agua, tratado térmicamente hasta 350°C y
750°C en el rango de 4000 cm™ hasta 400 cm™. Las bandas observadas alrededor de
3571 cm?® y 632 cm? surgen de los modos de estiramiento y liberacion,
respectivamente, de los iones OH". Las bandas a 1048 cm™ y 1090 cm? se han
asociado con el modo de estiramiento de los enlaces P-O, y la banda de 962 cm?
proviene del modo de vibraciones de estiramiento P-0 simétrico del grupo de PO.*. La
clara presencia de las bandas a 603 cm™ y 571 cm, a lo largo del 632 cm™ confirma la
presencia de hidroxiapatita como fase estequiométrica.
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Figura 17. Espectros FT-IR de wollastonita natural NYAD-M200 Minera Roca Rodando, S. de R.L. de
C.V.
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Figura 18. Espectros FT-IR del xerogel seco obtenido a partir de nitrato de calcio y fosfato de amonio

inmersos en agua, tratado térmicamente hasta 350°C.
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Figura 19. Espectros FT-IR del xerogel seco obtenido a partir de nitrato de calcio y fosfato de amonio

inmersos en agua, tratado térmicamente hasta 750°C.
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4.1.4. Microscopia electrénica de barrido

La figura 20 muestra las imagenes del microscopio electrénico de barrido a 2 diferentes
aumentos 2 um y 20 um, asi como los espectros EDS para la wollastonita antes del
proceso de sinterizacion. Se puede apreciar la forma acicular caracteristica de este
material, esta acicularidad es de gran relevancia ya que después de la carga de
prensado y de la sinterizacion estas agujas se distribuyen de tal forma que pueden dar
lugar a la formacién de poros en los materiales sinterizados los cuales son de gran
importancia para permitir la circulacion de fluidos fisiolégicos a través del material,
haciendo mas eficiente la bioactividad del mismo. El analisis de espectroscopia de
dispersion de energia (EDS) de la superficie del material muestra claramente los
constituyentes quimicos de la wollastonita Ca, Si y O, lo cual confirma la pureza del

material.

La figura 21 muestra las imagenes del microscopio electrénico de barrido a 2 diferentes
aumentos 2 umy 20 pm, asi como los espectros EDS para el compdésito B-wollastonita
50-50 hidroxiapatita carbonatada antes del proceso de sinterizacion, donde se muestra
a las particulas de wollastonita actuando como un sustrato recubierto por particulas de
hidroxiapatita. Asimismo, se puede observar una interaccion eficiente de ambos
materiales en el compuesto. El andlisis de espectroscopia de dispersion de energia
(EDS) detecté los elementos Ca, Si, P y O, los cuales corresponden a la wollastonita-

hidroxiapatita.

Las figuras 22 y 23 muestran las imagenes del microscopio electrénico de barrido a 2
diferentes aumentos 2 um y 20 um, asi como los espectros EDS para los xerogeles
secos obtenido a partir de nitrato de calcio y fosfato de amonio inmersos en agua,
tratado térmicamente a 350°C y 750°C, respectivamente. El material tratado a 750°C
muestra particulas con una morfologia bien definida, con granos redondeados y
bastante homogéneos producto de un material totalmente cristalizado. Por otro lado, el
material tratado a 350°C presenta particulas con una morfologia irregular producto de
un material en sus primeras etapas de cristalizacion. En ambos casos el analisis de
espectroscopia de dispersion de energia (EDS) detecto los elementos Ca, P y O

correspondientes a la hidroxiapatita.
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Figura 20. Microscopia electronica de barrido (SEM) y espectros EDS de Wollastonita natural NYAD-
M200 Minera Roca Rodando, S. de R.L. de C.V.
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Figura 21. Microscopia electrénica de barrido (SEM) y espectros EDS del compdsito B-wollastonita 50-50
hidroxiapatita carbonatada obtenida a partir de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en agua, tratados
térmicamente hasta 1000°C y lavados con HCI 0.01M y agua deionizada.
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Figura 22. Microscopia electronica de barrido (SEM) y espectros EDS del xerogel seco obtenido a partir de

nitrato de calcio y fosfato de amonio inmersos en agua, tratado térmicamente hasta 350°C.

Luis Alberto Nufiez Rodriguez

POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 59




CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Hidroxiapatita 750°C

P Ca

{ A ; : Ca
m ¢
AccV SpotMagn Det WD Exp F———1 2ym . L«J Lf\___._~

30.0kv 3.0 10000x SE 63 1 M4 _t ! 2 E ! 5 §

200
,s‘,s Energia de Rayos - X (KeV)

Figura 23. Microscopia electronica de barrido (SEM) y espectros EDS del xerogel seco obtenido a partir

de nitrato de calcio y fosfato de amonio inmersos en agua, tratado térmicamente hasta 750°C.

Luis Alberto Nufiez Rodriguez
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 60



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.5. Microscopia electronica de transmision

La figura 24 muestra la imagen del microscopio electrénico de transmision (TEM) para
la wollastonita, en la cual se puede observar una forma alargada similar a una fibra

tipica de este material.

La figura 25 muestra la imagen del microscopio electrénico de transmision (TEM) para
la hidroxiapatita carbonatada obtenida a partir de acetato de calcio y trietil fosfato
inmersos en agua, tratados térmicamente hasta 1000°C y lavados con HCI| 0.01M y
agua deionizada. Se pueden apreciar diversas particulas aglomeradas con morfologia
definida tipica de un material cristalino.

La figura 26 muestra las imagenes del microscopio electrénica de transmisién (TEM)
del composito B-wollastonita 50-50 hidroxiapatita carbonatada producida a partir de
acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, tratados térmicamente hasta
1000°C y lavados con HCI 0.01M y agua deionizada, Se puede observar observar
como los dos materiales estan perfectamente integrados en el compdésito, las fibras de
wollastonita rodeadas de granos de hidroxiapatita, asi mismo se aprecia claramente las

dos fases del compdsito.

Las figuras 27 y 28 muestran las imagenes del microscopio electrénico de transmision
para los xerogeles secos obtenidos a partir de nitrato de calcio y fosfato de amonio
inmersos en agua, tratados térmicamente a 350°C y 750°C, respectivamente. El
material tratado a 350°C muestra particulas aglomeradas con una morfologia irregular.
En cambio, el material tratado a 750°C muestra particulas bien definidas con una

morfologia redondeada.
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Figura 24. Microscopia electronica de transmision de Wollastonita natural NYAD-M200 Minera Roca
Rodando, S. de R.L. de C.V.
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Figura 25. Microscopia electrénica de transmision de hidroxiapatita carbonatada obtenida a partir de
acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en agua, tratados térmicamente hasta 1000°C y lavados con HCI
0.01M y agua deionizada.
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Figura 26. Microscopia electrénica de transmision (TEM) del compésito $-wollastonita 50-50 hidroxiapatita
carbonatada producida a partir de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en agua, tratados
térmicamente hasta 1000°C y lavados con HCI 0.01M y agua deionizada.

I —
Luis Alberto Nufiez Rodriguez
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 64



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 27. Microscopia electrénica de transmision (TEM) del xerogel seco obtenido a partir de nitrato de
calcio y fosfato de amonio inmersos en agua, tratado térmicamente hasta 350°C.
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Figura 28. Microscopia electrénica de transmision (TEM) del xerogel seco obtenido a partir de nitrato de
calcio y fosfato de amonio inmersos en agua, tratado térmicamente hasta 750°C.
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4.1.6. Distribucion del tamafio de particula

La distribucién del tamafio de particula obtenida por SEM (software particles metric) de
los materiales en polvo se muestra en la figura 29. Los resultados en los tamafios de
particula son los siguientes: B-Wollastonita (B-W) entre 1.4-2.9 pm (76.6%),
Hidroxiapatita carbonatada (HC) entre 504 nm - 1.0 um (70.5%), Hidroxiapatita 350
(H350) entre 545 nm - 1,9 um (84,6%) e Hidroxiapatita 750 (H750) entre 511 nm - 1,8
um (81,6%). Estos valores indican que el material de tamafio de particula mas pequefio
es la hidroxiapatita carbonatada. En cuanto a los valores de circularidad (C) o
redondez, los resultados fueron los siguientes: teniendo en cuenta el valor de 1 para un
circulo [80], B-W (0.52), HC (0.62), H350 (0.72) y H750 (0.73). Es importante conocer
estos parametros ya que diversos trabajos de investigacion los relacionan con
afectaciones en la membrana de los glébulos rojos provocando su degradacion y
liberacion de hemoglobina desde el interior (hemdlisis) [81,82].
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Figura 29. Distribucion de tamafio de particula de los materiales en forma de polvo, obtenidos a través del

andlisis por SEM (software particles metric).
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4.2. Evaluacion de las Propiedades Bioactivas de los Materiales

Sinterizados

La figura 30 muestra las imagenes obtenidas en el microscopio electronico de barrido
(A) y (B) y espectros EDS (C) y (D) de la superficie del material B-wollastonita,
sinterizado a 1200°C y 220 MPa después de 1 y 3 semanas de inmersién en la
solucion SBF. Se puede observar que los materiales sinterizados presentan una
estructura densa con la presencia de poros y cavidades que seran adecuados para la
formacion de apatita. Durante la primera semana de inmersién (fig. 30A), se observa la
presencia de una capa superficial formada por un nuevo material, caracterizada por la
aglomeracion de pequefas particulas esféricas. A la tercera semana de inmersion (fig.
30B) el material muestra un crecimiento importante, mostrando aglomeraciones
localizadas en esta nueva capa, misma que se denomina “apatita neoformada”, por su
semejanza con las apatitas biologicas formadas por los materiales bioactivos al estar
en contacto con fluidos fisiologicos. De acuerdo con los espectros EDS, después de
una semana en la solucién SBF (fig. 30C) los elementos identificados fueron Ca, Si, y
0, asi como una pequefia cantidad de P. Después de tres semanas de inmersion en la
solucion SBF los espectros EDS (fig. 30D) los elementos identificados fueron Ca, P, O
y C. La presencia de Si ha disminuido considerablemente, esto es debido a la

formacion de la nueva capa de apatita sobre la superficie del material.

La figura 31 muestra las imagenes obtenidas en el microscopio electrénico de barrido
(A) y (B) y espectros EDS (C) y (D) de la superficie del material a-wollastonita,
sinterizado a 1200°C y 220 MPa después de 1 y 3 semanas de inmersién en la
solucion SBF. A través de las semanas de inmersion en la solucién SBF se puede
apreciar una capa delgada de apatita neoformada sobre la superficie del material que
consiste en pequefias particulas acumuladas unas sobre otras las cuales van
cambiando su consistencia a lo largo de la superficie del material. Los espectros EDS
(fig. 31C y D) muestran la presencia de Ca, Siy O, asi como una pequefia cantidad de
P durante la primera semana, la cual va a ir aumentando durante la tercera semana

disminuyendo la presencia de Si.
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La figura 32 muestra las imagenes obtenidas en el microscopio electrénico de barrido
(A) y (B) y espectros EDS (C) y (D) del material compésito p-wollastonita 50-50
hidroxiapatita carbonatada, sinterizado a 1200°C y 220 MPa después de 1 y 3
semanas de inmersién en la solucién SBF. Durante la primera semana de inmersién
(fig. 32A) el material muestra una gran bioactividad formando sobre su superficie la
capa de apatita neoformada en una etapa temprana de contacto con el fluido fisiolégico
simulado (SBF). Durante la tercera semana de inmersién (fig. 32B) el material parece
estar completamente recubierto con esta capa de apatita semejante a las apatitas
biol6gicas. Los espectros EDS corroboran este comportamiento bioactivo identificando
la presencia de Ca, Si, C, O y P durante la primera semana (fig. 32C). La figura 32D
muestra los espectros EDS durante la tercera semana de inmersién en la solucién SBF
donde se pueden identificar Ca, O, C y una disminucién de Si y un aumento en la
cantidad de P.

La figura 33 muestra las imagenes obtenidas en el microscopio electrénico de barrido
(A)-(D) y espectros EDS (E) y (F) del material hidroxiapatita 350 sinterizado a 1200°C y
220 MPa, después de 1y 3 semanas de inmersion en la solucion SBF. Las imagenes
muestran la presencia de poros irregulares con diametros entre 3-8 um. Estos poros
son importantes para una eficiente bioactividad de los materiales; se observan
pequefias grietas en la superficie del material después de un periodo de inmersion de
la solucion SBF de tres semanas. Los elementos identificados a través de los
espectros EDS (fig. 33A 'y B) fueron Ca, P y O, los cuales corresponden a la

hidroxiapatita.

La figura 34 muestra las imagenes obtenidas en el microscopio electrénico de barrido
(A)-(D) y espectros EDS (E) y (F) del material hidroxiapatita 750 sinterizado a 1200°C y
220 MPa después de 1 y 3 semanas de inmersién en la solucién SBF. El material
presenta ciertos poros en su superficie entre los diametros de 1-5 um. Después de tres
semanas de inmersion en la solucién SBF, aparece una capa densa sobre la superficie
del material. La textura de esta capa consiste en particulas esféricas aglomeradas
sobrepuestas formando cumulos. La figura 34E y F muestra los espectros EDS de los

materiales después de un periodo de inmersion en la solucion SBF de 1y 3 semanas,
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en los cuales se detectaron los elementos Ca, P y O correspondientes a la
hidroxiapatita.

Las diferentes caracteristicas en el comportamiento para la formacién, asi como en la
textura de las capas de apatita neoformada en los sinterizados indican que los
materiales presentan diferente bioactividad y biodegradacion, lo cual esta directamente

relacionado con su microestructura, area superficial y las fases presentes.
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Figura 30. Imagenes de microscopio electrénico de barrido (A) y (B) y espectros EDS (C) y (D) del
material B-wollastonita sinterizado a 1200°C y 220 MPa, después de 1y 3 semanas de inmersion en la
solucion SBF.
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Figura 31. Imagenes de microscopio electronico de barrido (A) y (B) y espectros EDS (C) y (D) del
material a-wollastonita sinterizado a 1200°C y 220 MPa, después de 1y 3 semanas de inmersién en la

solucién SBF.
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Figura 32. Imagenes de microscopio electrénico de barrido (A) y (B) y espectros EDS (C) y (D) del
material composito B-wollastonita 50-50 hidroxiapatita carbonatada sinterizado a 1200°C y 220 MPa,
después de 1y 3 semanas de inmersion en la solucion SBF.
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Figura 33. Imagenes de microscopio electronico de barrido (A)-(D) y espectros EDS (E) y (F) del material

hidroxiapatita 350 sinterizado a 1200°C y 220 MPa, después de 1y 3 semanas de inmersion en la

solucion SBF.
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Figura 34. Imagenes de microscopio electrénico de barrido (A)-(D) y espectros EDS (E) y (F) del material
hidroxiapatita 750 sinterizado a 1200°C y 220 MPa, después de 1y 3 semanas de inmersion en la solucion

SBF.
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4.3. Evaluacion de la Solubilidad de los Materiales Sinterizados

La figura 35 muestra la variacion en la concentracion de Ca, Si y P, asi como los
cambios de pH en la solucion SBF, como resultado de la inmersién de los materiales
sinterizados en esta solucion, durante 1, 2 y 3 semanas; estos cambios estan

relacionados con la bioactividad de los materiales.

Para el caso del sinterizado B-wollastonita se observa un aumento en el Si y un
decremento en P durante el periodo de inmersion en SBF; con respecto a Ca se
observa un incremento en las primeras dos semanas hasta alcanzar la estabilidad
durante la tercera semana, logrando alcanzar las 460 ppm, mientras que el pH
aumenta alcanzando valores superiores a 8.6 para luego estabilizarse. Los valores
alcanzados por el sinterizado de a-wollastonita para Ca alcanzan las 360 ppm, asi
como un valor de pH de 8.2. Lo anterior refleja una mayor solubilidad en el sinterizado

B-wollastonita, con respecto al de a-wollastonita a las mismas condiciones.

En el caso de los materiales sinterizados de hidroxiapatita 350 y 750 se observa un
decremento en Ca, alcanzado valores de 60 ppm y 90 ppm, respectivamente; mientras
gue los valores de pH se incrementan en ambos materiales alcanzando la estabilidad
alrededor de 7.5. Para el caso de P se observa un decremento desde la primera

semana en ambos sinterizados.

El sinterizado compdésito B-wollastonita 50-50 hidroxiapatita carbonatada, muestra un
decremento en P, asi como un aumento en el Si para luego estabilizarse en 50 ppm.
Por lo que corresponde al Ca, éste aumenta significativamente desde la primera
semana de inmersion en la solucion SBF, hasta alcanzar la estabilidad en 948 ppm;
con respecto a los valores de pH, éste aumenta hasta casi alcanzar un valor de 9. El
composito  B-wollastonita 50-50 hidroxiapatita carbonatada presento la mayor

solubilidad con respecto a los otros materiales a las mismas condiciones.

La disolucién de iones Ca de los materiales en la solucion SBF permite un incremento
en el grado de supersaturacion local, causando un incremento en el pH de la solucién,
dando como resultado la precipitacién de apatita mediante el consumo de Ca?", PO.*,

y OH, lo cual se refleja en una disminucion en la concentracion de los iones P de la
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solucion SBF [83]. Aunque para la produccion de la capa de apatita neoformada se
consumen iones Ca, la disolucién de estos iones a partir de los materiales es mayor
gue su consumo. Subsecuentemente, la concentracion de iones Ca y Si continla
aumentando mientras que la concentracion de iones P contindia disminuyendo, lo cual

indica que este ion también es utilizado para la produccién de la capa de apatita.

En la wollastonita, la disolucion de los iones Ca es mas rapida que la de los iones Si.
Los iones Ca son liberados hacia la solucion, con la cual intercambia iones H*, para
formar una capa de silica hidratada sobre la superficie de las fibras de wollastonita,
dando lugar a la formaciéon de grupos Si-OH, los cuales han sido reconocidos como
catalizadores para la nucleacién y crecimiento de la capa de apatita neoformada [84-
86].

Por otro lado, la hidroxiapatita sinterizada al ser expuesta a la solucién SBF, exhibe
una carga superficial negativa, debida a la presencia de los iones fosfato e hidroxilo, la
cual permite la interaccion con los iones Ca de la solucién para formar una capa de
fosfato de calcio amorfo “rico” en calcio, con una carga superficial positiva. Esta
interactta con los iones fosfato de la solucion, dando lugar a la formacién de una capa
de fosfato de calcio “pobre” en calcio, la cual se estabiliza cristalizando en la capa de

apatita neoformada final [87,88].

Todos los materiales sinterizados, mostraron la habilidad para la formacion de una
nueva capa de apatita sobre sus superficies al ponerse en contacto con la solucion
SBF; sin embargo, las diferentes variaciones en la concentracién de los iones Ca, P y
Si, asi como el comportamiento del pH de la solucidn fisiolégica simulada, demuestra
gue durante las pruebas de inmersion, tiene lugar la disolucién superficial de los

materiales con un consumo simultaneo de P desde la solucién.

Los resultados indican que la solubilidad del compdésito B-wollastonita 50-50
hiroxiapatita carbonatada es superior a la de los otros materiales sinterizados,
alcanzandolas 948 ppm para Ca y un pH casi de 9; por otro lado, el menos soluble fue

el sinterizado hidroxiapatita 750, alcanzando las 90 ppm para Cay un pH de 7.5.
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Figura 35. Variacion de la concentraciéon de Ca, P y Siy valores de pH en la solucién SBF, cuando los

materiales sinterizados a 1200°C y 220 MPa, fueron sumergidos durante 1, 2 y 3 semanas en esta

solucién SBF.
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4.4. Evaluacion de las Propiedades Hemoliticas

La hemolisis ocurre cuando las células sanguineas se dafian o destruyen por contacto
con ciertas sustancias extrafias. La evaluacion de las propiedades hemoliticas de los
materiales se desarrollaron de acuerdo al protocolo de la American Society for Testing
and Materials (ASTM) standard E2524-08.

La figura 36 muestra los porcentajes de hemdlisis de los materiales a 3 diferentes
concentraciones 2, 4 y 6 mg/mL. Para la wollastonita el porcentaje mas alto (4.5%) de
hemolisis se observa con la concentracién mas alta de 6 mg/mL, el cual no excede el
limite maximo de la prueba de 5% de hemdlisis, resultando el material no hemolitico.
Sorprendentemente la morfologia en forma de agujas de la wollastonita no fue un
factor suficiente para causar una mayor ruptura en la membrana de los gldbulos rojos,
el tamafio de particula en micrémetros (um) del material podria haber contribuido a
obtener este resultado [74]. Trabajos de investigacion han demostrado que el grupo
silanol (Si-OH) desempefia un papel importante en el proceso de hemolisis [66], éste
se encuentra presente en la wollastonita al interactuar con fluidos fisiolégicos,
confiriéndole una carga superficial negativa, aunque la carga total en la superficie de
los glébulos rojos también es negativa, causado principalmente por las glicoforinas
(glicoforinas A) [89,90] que contienen &cido sialico (N-acetilneuroaminico) [91,92]. En
algunos lugares de la membrana la wollastonita tiende a vencer las fuerzas de
repulsion electrostéaticas a través de la carga positiva en los fosfolipidos (conteniendo
grupos tetraalkilamonio) presentes en la bicapa lipidica de los glébulos rojos [93],
logrando interactuar directamente con la superficie del material, el cual presenta una

morfologia acicular, obteniendo los resultados antes mencionados.

Los materiales de hidroxiapatita 350 y 750 presentaron una circularidad (C) y tamafios
de particula similares, aunque con una clara diferencia en su cristalinidad. La superficie
redondeada de los materiales no provocé algun dafio significativo en la membrana de
los glébulos rojos, debido a que los resultados de los porcentajes de hemodlisis fueron
menores al 1%. Estos resultados indican que los materiales no son hemoliticos.
Asimismo, se puede observar que el factor de la cristalinidad en los materiales no

desempefia un papel importante en la actividad hemolitica de la hidroxiapatita
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estequiométrica. Otra razon de estos resultados podria atribuirse al poco incremento
de los valores de pH durante la inmersion de los materiales en la solucion SBF [70,94],

alcanzando un maximo de 7.5 después de un periodo de 3 semanas.

El material hidroxiapatita carbonatada tipo-B presento el mayor porcentaje de
hemolisis, alcanzado valores entre los rangos de 14-16% a medida que se aumenta su
concentracion, estos resultados superan el limite maximo de la prueba por lo que el
material se considera hemolitico. Esto se debe a que el material presenta una baja
circularidad y un tamafo de particula mas pequefio en comparacion con los otros
materiales evaluados; este Ultimo factor aumenta su superficie de contacto y facilita su
transporte a través de los fluidos fisiol6gicos. La atraccion electrostéatica entre los sitios
de enlace cargados positivamente en la superficie de la hidroxiapatita carbonatada
tipo-B y los grupos cargados negativamente (acido sialico) en la membrana de los
glébulos rojos es otro factor que influyé para aumentar la interaccién entre el material y

los glébulos rojos, provocando una mayor actividad hemolitica.
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Figura 36. Graficas de los porcentajes de hemolisis de los materiales a 3 diferentes concentraciones 2, 4y

6 mg/mL.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

5.1.1. Sintesis de materiales
Se sintetizaron materiales de hidroxiapatita, utilizando dos rutas sol-gel diferentes.

e Se sintetizd hidroxiapatita carbonatada Tipo-B utilizando la ruta I, a partir de
acetato de calcio y trietil fosfato como agentes precursores, la cual es la mas
parecida a la fase bioldgica de los tejidos éseos.

e Se sintetiz6é hidroxiapatita estequimétrica utilizando la ruta Il, a partir de nitrato
de calcio y fosfato de amonio como agentes precursores, se demostré que el
material tratado a 350°C se encuentra en las primeras etapas de cristalizacién y
el material tratado a 750°C completamente cristalizado.

e Se sintetiz6 un compdsito B-wollastonita-hidroxiapatita carbonatada Tipo B,
utilizando la ruta | y wollastonita natural de alta pureza como fase de refuerzo.

e Se transformo la fase B-wollastonita a a-wollastonita a través de un tratamiento
térmico a la temperatura de 1300°C. Cada una de estas fases, fueron

analizadas como fases Unicas.
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5.1.2 Sinterizacion de los materiales

e Las condiciones de sinterizacion, permitieron mantener las fases de los
materiales sin transformaciones significativas, asi mismo se observd cierto
grado de porosidad, indicando que los materiales no son totalmente densos.
Este grado de porosidad es importante para asegurar la eficiente integracién
de estos materiales con el tejido 6seo, dando lugar a propiedades bioactivas

mas eficientes.

5.1.3 Evaluacion de la bioactividad y solubilidad de los materiales

e El andlisis de bioctividad de estos materiales, mediante su interaccién con un
fluido fisioloégico simulado (SBF), durante varios periodos de tiempo, revelo la
formacion de una capa de apatita neoformada sobre sus superficies, similar a
las apatitas bioldgicas que componen el tejido éseo.

e Mediante las técnicas SEM, EDS, espectroscopia de absorcién atomica y
colorimetria, se corrobord que la formacion de esta capa de apatita, se lleva a
cabo mediante un mecanismo de disolucidn-precipitacion.

e La velocidad de disolucion y la consecuente precipitacion, en el proceso de
formacion de apatita sobre la superficie de los materiales, resulté mas rapida
en la superficie del compdésito B-wollastonita-hidroxiapatita carbonatada en

relacion con la superficie de los otros materiales.

Es importante sefalar en los resultados de este trabajo de investigacion, que los
materiales presentaran diferentes comportamientos en sus propiedades fisicoquimicas
y bioldgicas, al incorporarse como un biomaterial en un organismo vivo, destacando
como ejemplo que el compdsito B-wollastonita-hidroxiapatita carbonatada es mas
soluble en relacién con los otros materiales, al estar en contacto con fluidos
fisioldégicos, asi mismo la nueva capa de apatita neoformada sobre su superficie
aparece desde la primera semana de inmersion en la solucibon SBF de manera

importante, destacando la bioactividad de este material composito.
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5.1.4 Evaluacion de las propiedades hemoliticas

e Se evaluaron las propiedades hemoliticas de los materiales de acuerdo al
protocolo de la American Society for Testing and Materials (ASTM) standard
E2524-08. Destacando tres diferentes valores de concentraciéon 2, 4 y 6 mg/mL.

o De los materiales evaluados Unicamente la hidroxiapatita carbonatada Tipo-B
resultd hemolitica, sobrepasando los limites maximos de la prueba. Por otro
lado, los materiales de hidroxiapatita 350 y 750 obtuvieron los mejores
resultados en el porcentaje de hemolisis, menos del 1%.

El proceso de hemolisis es la consecuencia de varias interacciones quimicas y fisicas
entre la superficie de los materiales y la membrana de los glébulos rojos. El tamafio de
particula, morfologia y la composicion fueron factores determinantes en la actividad

hemolitica.

Tomando en cuenta la interrelacion de las propiedades hemoliticas, solubilidad y
bioactividad, presentadas en estos materiales, se puede promover la posibilidad de
utilizarse no solo como materiales estructurales, sino también como inductores de

osteoconduccion, en tratamientos de lesiones de los tejidos duros del organismo.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Evaluar las propiedades mecanicas de estos materiales, tales como dureza,

mddulo de elasticidad y tenacidad a la fractura.

e Desarrollar un andlisis cuantitativo de la porosidad en los materiales, y

determinar su relacion con las propiedades mecanicas y bioactivas.

o Desarrollar un estudio de cultivo celular utilizando células del tejido 6seo.

e Desarrollar un estudio In Vivo de implantacion tisular.

o Disefiar formas preestablecidas de los materiales.
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