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RESUMEN

La hidroxiapatita, Ca1o(PO4)s(OH),, es un fosfato de calcio ampliamente utilizado en cirugia
del tejido 6seo, debido a la similitud de este compuesto, con el componente principal de
la fase inorgdnica de los tejidos duros y su naturaleza bioactiva, lo cual permite una unién
quimica directa entre el hueso y este biomaterial. Los materiales densos de hidroxiapatita
sinterizada tienen gran aplicaciéon en casos de sustitucidon y/o reparacion de defectos
dseos en cirugia dental y ortopédica. Sin embargo, la hidroxiapatita es quebradiza y
relativamente débil comparada con los implantes tradicionales tales como metales,
aleaciones y cerdmicos de alta resistencia. Las propiedades mecanicas de la hidroxiapatita
no son suficientes para que ésta sea utilizada como implante en situaciones de carga,
como en el caso de huesos y dientes artificiales. Por lo tanto, la aplicacién de este material
se ha destinado principalmente a recubrir a otros materiales con propiedades mecdnicas
mas resistentes. Una solucidn para resolver este problema es combinarla con una fase de
refuerzo adecuada, para producir compdsitos que permitan obtener materiales con
propiedades mecdanicas 6ptimas sin detrimento de su biocompatibilidad, superando con
ello sus limitaciones mecanicas. Por lo tanto, el compdsito ideal debera ser bioldgica y
mecanicamente compatible con estos tejidos duros del organismo. La wollastonita
CaSiO;, ha sido utilizada como biomaterial en huesos artificiales y raices dentales debido a
su buena bioactividad y biocompatibilidad. También se ha utilizado como fase de refuerzo
para fabricar biocompdsitos con propiedades mecanicas mas eficientes. En este trabajo
se sintetizaron una serie de compésitos de hidroxiapatita-wollastonita mediante la técnica
sol-gel, utilizando acetato de calcio Ca(C,Hs30,),, y trietil fosfato PO(OC,Hs);, como
precursores de hidroxiapatita y wollastonita natural de alta pureza como fase de refuerzo.
Los compdsitos fueron caracterizados por analisis térmico diferencial (DTA), andlisis
termogravimétrico (TGA), difraccion de rayos-X (XRD), espectroscopia infrarroja de
transformadas de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman, espectroscopia de dispersiéon de
energia (EDS), microscopia electrénica de barrido (SEM), y de transmision (TEM). Los
resultados muestran que la hidroxiapatita se forma a una temperatura relativamente baja

alrededor de 420°C, acompafiada de carbonato de calcio, mientras que la wollastonita
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permanece sin reaccién a lo largo de todo el proceso. Para purificar los productos se
requirié de un tratamiento térmico a alta temperatura (1000°C) y lavados con acido
clorhidrico diluido (0.01M) y agua deionizada, dando como resultado compositos de
hidroxiapatita carbonatada tipo-B-wollastonita como productos finales. Los materiales
sintetizados se sinterizaron a 1200°C durante 5 h, evaludndose el efecto de la cantidad de
wollastonita sobre las propiedades mecanicas y bioactivas de los materiales. El efecto de
refuerzo de la wollastonita se evalué midiendo la dureza H, y el médulo eldstico reducido
E,, en los materiales, mediante técnicas de nanoindentacién en un microscopio de fuerza
atémica (AFM). Las propiedades bioactivas se analizaron poniendo en contacto estos
materiales con una solucién de fluido fisiolégico simulado (SBF), con la concentracién
idnica aproximada a la del plasma sanguineo humano, a 37°C bajo condiciones estéticas.
La bioactividad se evalué examinado la formacion de una capa de apatita neoformada
sobre la superficie de los materiales, después de permanecer en contacto durante 1,2y 3
semanas con el fluido fisioldgico simulado (SBF). Las caracteristicas morfoldgicas y la
composicion de estas capas formadas sobre los materiales se evaluaron mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia de dispersion de energia (EDS),
difraccion de rayos-X (XRD) y espectroscopia fotoelectrénica de rayos-X (XPS). Asimismo,
se analizd el pH y la carga idnica de la solucion SBF remanente, esta ultima evaluada
mediante espectroscopia de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES). Estos analisis
revelan un incremento en la dureza y el médulo de eldstico reducido de los materiales con
la adicion de wollastonita. Asimismo, la interaccion de estos materiales con el fluido
fisiolégico simulado produjo una capa de fosfato de calcio sobre sus superficies, mediante
un mecanismo de disolucién-precipitacién, la cual presentd una composicién similar a la
de las apatitas bioldgicas, resultando mds gruesa y densa en los materiales con mayor

proporciéon de wollastonita.
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SUMMARY

Hydroxyapatite Cajo(PO4)s(OH),, is a type of calcium phosphate-based material widely
used as implant in hard tissue surgery due to its chemical similarity with the mineralized
phase of human bone and its bioactive nature, which permits direct chemical bonding
between bone and this biomaterial. Dense sintered hydroxyapatite has many bone
replacement applications and is used for repair of bony defects in dental and orthopedic
applications. However, hydroxyapatite is brittle and relatively weak when compared with
common implants such as metals, alloys and high strength ceramics. The mechanical
properties of hydroxyapatite are not good enough to be used as an implant in load-
bearing situations, like artificial teeth or bones. Therefore the best use of hydroxyapatite
in load bearing implant applications is as coating of one of those implant surfaces. One
approach to solve this problem is to combine it with a fracture tough phase to produce a
composite, overcoming its mechanical limitations by reinforcing it with a suitable material,
in order to obtain materials with optimized properties, without detriment to its
biocompatibility. Thus, the ideal composite should be the one that is biologically and
mechanically compatible with hard tissues. Wollastonite, CaSiOs, has also been used as a
medical material for artificial bones and dental roots because of its good bioactivity and
biocompatibility. Also, it has been widely used as a filler to fabricate biocomposites with
improved mechanical properties. In this work, composites of hydroxyapatite-wollastonite
were synthesized by a sol-gel route, using calcium acetate Ca(C,Hsz0,),, and triethyl
phosphate PO(OC,Hs);, as precursors of hydroxyapatite and high purity natural
wollastonite as reinforcement element. These composites were characterized by
differential thermal analysis (DTA), thermogravimetric analysis (TGA), X-ray diffraction
(XRD), Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), Raman spectroscopy and energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDS), scanning and transmission electron microscopic
techniques (SEM and TEM). Formation of hydroxyapatite occurs at relatively low
temperature of about 420°C, accompanied with calcium carbonate, while the wollastonite
remains without reacting. The composites were purified by heat treatment to a higher

temperature (1000°C) and washing with hydrochloric acid (0.01M) and de-ionized water
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to produce B-type carbonated hydroxyapatite-wollastonite composites as final products.
The synthesized materials were sintering at 1200°C and the effect of the amount of
wollastonite in the composites on the mechanical and bioactive properties was evaluated.
The wollastonite reinforcement effect was assessed by measuring hardness H, and
reduced elastic modulus E,, on the materials by nanoindentation methods. Bioactive
properties were analyzed soaking these materials for various periods of time in a
Simulated Body Fluid (SBF) with ion concentrations nearly equal to that of human blood
plasma at of 37°C, under static conditions. The bioactivity was evaluated by examining the
formation of the bone-like apatite layer on the surfaces of the materials after soaking in
SBF during 1, 2 and 3 weeks. The morphological evaluation and composition of formed
layers on the surface of the materials were examined using scanning electron microscopy
(SEM) and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). Also, the pH values and ionic
concentration of SBF solution were analyzed, this latter using inductively coupled plasma
technique (ICP-OES). The analyses reveal an enhancement of hardness and reduced elastic
modulus with the addition of wollastonite. Also, the interaction of these materials with an
SBF, produce a calcium phosphate layer on their surfaces (bone-like apatite layer), by a
dissolution-precipitation mechanism, which were thicker and denser when the

wollastonite is in a higher proportion.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades
2.1.1. Caracteristicas Generales del Tejido Oseo

El hueso es un tejido conjuntivo especializado, cuya composicidn, organizacién y dindmica
le permiten aportar una funcién mecdnica de soporte y participar en la homeostasis
mineral. Esta formado por una matriz mineralizada que incluye distintos tipos de células,
lo que le confiere una gran dureza y resistencia. Las fuerzas que actlan sobre el tejido
o6seo modifican permanentemente su forma, de tal manera que la presidon condiciona su

reabsorcioén y la tensién da lugar a la neoformacién désea.

El tejido 6seo esta constituido en su mayor parte por matriz extracelular, sin embargo, es
uno de los sistemas mds dindmicos del organismo y experimenta fendmenos de

crecimiento, modelado, remodelado y reparacion.

Un conjunto de 206 huesos en el organismo conforman el esqueleto, el cual tiene un peso
de aproximadamente 9 kg. El esqueleto proporciona el marco estructural para el apoyo y
proteccion de los diferentes drganos del cuerpo. Ademas, los huesos proveen los puntos
de sujecién a la musculatura responsable del movimiento corporal y la locomocién,
conforman la reserva principal de minerales en el organismo y alojan la médula ésea que

produce y suministra las células hematopoyéticas.

Los huesos del esqueleto presentan diferentes formas y tamafios que se relacionan con su
funcién especifica. Respecto a su estructura global, el tejido éseo estd constituido por
diferentes fases sélidas y liquidas, que le otorgan la caracteristica de ser junto a la dentina

y el esmalte de los dientes, los Unicos tejidos duros del organismo [1-5].

Segun el grado de madurez, el tejido dseo se clasifica en fibrilar y laminar. El hueso fibrilar

estd considerado como un hueso inmaduro o primitivo y normalmente se encuentra en



los embriones y recién nacidos, en los callos formados en el periodo de remodelacidn
después de una fractura y en la regidn de la metafisis de los huesos en crecimiento. Este
tipo de huesos tiene fibras gruesas que no estan orientadas uniformemente. Tiene mas
células por unidad de volumen que el hueso laminar, su contenido mineral varia y las
células estan dispersas al azar. El hecho de que las fibras de colageno estén desorientadas
le confiere a este tipo de hueso isotropia con respecto a las caracteristicas mecdanicas del
tejido. El hueso laminar se comienza a formar un mes después del nacimiento, por lo que
este tipo de hueso es mds maduro que el fibrilar y de hecho se forma a partir del proceso
de remodelacién del hueso inmaduro. Al contrario del tipo anterior, en el hueso laminar,
las fibras de colageno estdn altamente organizadas y orientadas, lo cual le confiere
propiedades anisotrépicas, es decir, el comportamiento mecdnico de esta clase de hueso
varia dependiendo de la orientacién de las fuerzas aplicadas, teniendo la mayor

resistencia en direccion paralela al eje longitudinal de las fibras de coldageno [1,3-5].

2.1.1.1. Estructura Macroscépica del Tejido Oseo

Los huesos poseen una estructura macroscépica comun y estan constituidos por tejido
0seo esponjoso o trabecular, que representa alrededor del 20% del volumen total del
hueso, el cual se encuentra en continuidad con el tejido éseo cortical o compacto, que

corresponde aproximadamente al 80%.

Hueso Esponjoso

Esta conformado por un entramado tridimensional de tabiques o trabéculas dseas
ramificadas, que se orientan de manera paralela a las lineas de fuerza y limitan un sistema
laberintico de espacios intercomunicantes, ocupados por la médula dsea. El hueso
esponjoso se encuentra en el esqueleto axial, en las epifisis y metafisis de los huesos
largos y en los huesos planos y tiene la capacidad de resistir fuerzas de comprension y

tension.



Hueso Cortical

Esta constituido por una masa sdlida y continua cruzada por una red de finos conductos
longitudinales y transversales, conocidos como canales de Havers vy conductos de
Volkmann respectivamente, los cuales alojan vasos sanguineos y fibras nerviosas.
Predomina en el esqueleto apendicular, conformando la diafisis de los huesos que adopta
la forma de un cilindro hueco para contener la médula dsea. Sus caracteristicas

particulares lo hacen resistente a las fuerzas de flexidn, torsion y cizallamiento.

2.1.1.2. Estructura Microscépica del Tejido Oseo

Desde el punto de vista microscdpico, el hueso se divide en tres tipos: plexiforme,

haversiano y laminar.

Hueso Plexiforme

Corresponde a un hueso inmaduro que se encuentra en el tejido éseo esponjoso y cortical
de los individuos en crecimiento, por lo que durante la maduracién es sustituido
gradualmente por hueso laminar a partir de los 14-16 afios. Este tipo de hueso esta
ausente en el esqueleto adulto, aunque se puede formar cuando se acelera la produccion

de matriz 6sea, como ocurre en los callos de fractura y tumores dseos.

El hueso plexiforme carece de una relacidon estable entre el contenido mineral y el
colageno, de tal manera que su densidad mineral es muy variable, a diferencia de los
huesos haversiano y laminar, que se describen a continuacion, los cuales mantienen una

relacion fija entre estos elementos.

Hueso Haversiano

Se encuentra constituido por un conjunto de ldminas concéntricas, denominadas osteonas
o sistemas de Havers, con un didmetro de alrededor de 200 um y una longitud de 1-2 cm,

poseen un eje neurovascular central, denominado canal haversiano, que esta recubierto



por osteoblastos y células osteoprogenitoras. Las osteonas estdn conformadas por
alrededor de 4-20 laminas Oseas, entre las cuales se localizan los osteocitos. A nivel de la
unidn entre las osteonas vecinas se encuentra una delgada linea de cementacion, que esta

compuesta principalmente por sustancia fundamental calcificada.

La microestructura de tipo osteonal o haversiana esta presente en el hueso cortical
maduro y se forma como resultado de la invasién vascular del tejido dseo ya existente,
por lo que posee una menor resistencia mecanica y un sistema circulatorio menos

eficiente que el del hueso laminar.

Hueso Laminar

Las trabéculas del hueso esponjoso y los sistemas circunferenciales del hueso compacto
estdn compuestos por una serie de laminas dseas paralelas entre si. Las [dminas tienen un
espesor que oscila entre 3-7 um, y estdn formadas por fibras de coldgeno dispuestas
paralelamente unas con otras, aunque presentan una orientacién distinta respecto de las
fibras de laminas vecinas. En la interfase entre las ldminas dseas se encuentran las
cavidades osteocitarias con sus correspondientes células, cuya nutricién depende de los
canaliculos existentes en la matriz dsea, los que permiten el intercambio de moléculas e
iones entre los capilares sanguineos y los osteocitos. La Figura 1 muestra una

representacion de las partes que constituyen el hueso.

La Figura 2 muestra los siete niveles jerarquicos de la estructura ésea, comenzando por
cristales nanoscépicos de hidroxiapatita, los cuales se encuentran orientados y alineados
en el interior de fibras autoensambladas de colageno; las fibras de colageno se
encuentran arregladas en capas paralelas formando lamelas, las cuales estan orientadas
concéntricamente alrededor de vasos sanguineos formado osteonas; finalmente, las
osteonas se encuentran densamente empacadas formando hueso compacto o formando
una red trabecular de hueso microporoso, dando lugar a las fases de hueso cortical y

esponjoso respectivamente.
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Hueso Canal
compacto Haversiano
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esponjoso
Nervio
Vaso
sanguineo
Hueso
compacto
Canal
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Figura 1. Esquema de las partes que constituyen el hueso [1].

2.1.1.3. Composicion

Periosteo
Nervio

Canal
ostednico

Vaso
sanguineo

El hueso estd compuesto por una matriz ésea que representa alrededor de un 98% vy

células especificas que corresponden a un 2%. Aproximadamente un 10% de su volumen

se encuentra constituido por agua.

Matriz Osea

Es la responsable de las propiedades biomecanicas del tejido dseo, de tal manera que el

hueso esponjoso se encuentra mineralizado aproximadamente un 99.2% y el hueso

cortical en un 99.9%. La matriz 6sea esta conformada por una fraccién organica, cuyo

peso representa alrededor de un 25%, y una fraccion inorgénica que equivale a un 75%.
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Nivel 7: Hueso completo

Figura 2.  Siete niveles jerarquicos de la estructura dsea [3].

Fraccién Organica

Esta constituida por fibras de colageno tipo I, que representan entre un 85-90% de la
fraccidén organica, y que se encuentran rodeadas por sustancia fundamental interfibrilar.
Las moléculas de colageno son sintetizadas en el reticulo endoplasmico de los
osteoblastos, y luego son secretadas a la matriz extracelular donde se organizan y asocian
en fibras. Las fibras de colageno estan compuestas por fibrillas de estructura periddica de

500-700 A de grosor, que se encuentran intimamente mezcladas con la fase mineral y se
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disponen en paralelo en las laminillas 6seas, proporcionando al hueso su estructura

laminar.

Fraccidn Inorganica

Estd conformada principalmente por fosfato calcico de tipo amorfo, relativamente
parecido a la hidroxiapatita mineral, la cual se presenta como pequefios cristales con
forma de aguja, y estructura hexagonal de 2-7 nm de didmetro y de 5-10 nm de longitud.
Esta fraccién tiene una estructura sdélida continua, y los cristales de hidroxiapatita se
orientan con su eje paralelo al de las fibras de coldgeno tipo |, en las que se encuentran
nucleados. Ademas del fosfato cdlcico, existe una pequefia proporcién de iones carbonato

(CO5%) y sodio (Na*).

Las diferentes modificaciones de la hidroxiapatita, es decir, sustituciones de los grupos
fosfato o hidroxilo por grupos carbonato, o substituciones de los grupos hidroxilo por
fluoruros o cloruros, asi como substituciones de los iones Ca** por otros cationes como
Na*, K"y Mg2+, pueden alterar algunas propiedades fisicas de los cristales como su
solubilidad. La cristalizacién y la relacién Ca/P dependen del tipo de hueso, ya sea
esponjoso o cortical, asi como de la edad. Los valores medios porcentuales son de 35.5%

para el calcio y 18.5% para el fésforo con una relacién Ca/P igual a 1.61.

Las caracteristicas mecanicas de la fase mineral del tejido 6seo dependen de su porosidad,
gue para el hueso cortical es proporcionada por los canales de Havers y Volkmann vy las
cavidades de reabsorcion, y para el caso del hueso esponjoso, por los espacios
intertrabeculares. Las propiedades mecanicas del tejido dseo varian significativamente de
acuerdo a su contenido de agua, existiendo un grado de hidratacion critica, ya que entre

37 y 48 mg H,0/g de hueso, el agua puede liberarse de su ligadura a la estructura dsea.
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En resumen, las fibras de colageno proporcionan al tejido dseo flexibilidad y resistencia a
la tensién, mientras que las sales minerales le confieren dureza, rigidez y resistencia a la

compresion [1-5].

La Figura 3 muestra una representacion esquematica de los constituyentes del tejido dseo
desde escala nanoscdpica hasta escala macroscépica, mostrando su organizacién y los

niveles jerarquicos de su estructura.

eje-a
nanocristal
eje-c
estructura
cristalina
“huecos”
fibras icrofib
de microfibra
colageno bioapatita
“poros”
fibra
vistas microscopicas
Figura 3. Representacién esquematica de los componentes del hueso desde escala

nanoscopica hasta escala macroscépica [4].
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2.1.1.4. Propiedades Mecanicas

El hueso posee una resistencia a la tension similar a la del hierro, pero es tres veces mas
ligero y diez veces mas flexible. El esqueleto se adapta a su funcion especifica en el
organismo tanto respecto a su configuracién como a su estructura microscépica. La
naturaleza tiende a seguir, en general, la ley del minimo, de tal manera que las funciones

mecanicas de carga y de proteccién se consiguen con el minimo peso y maxima eficacia.

Las distintas cargas que actuan sobre los huesos del esqueleto se encuentran relacionadas
con las diversas actividades del individuo, tanto compresivas, como de traccion o de
cizalladura. El hueso esponjoso trabaja principalmente a compresion, en cambio, el hueso
cortical debe soportar fuerzas de compresién, traccion y cizalladura. En términos
generales, la fase mineral del hueso le confiere su resistencia a la compresiéon y

cizalladura, mientras que el coldgeno le proporciona su resistencia a la traccion [2,6].

Hueso Esponjoso

Las propiedades del hueso esponjoso dependen de su densidad aparente, por lo que los
valores del mddulo elastico y resistencia varian con ésta. Asi, la densidad del hueso
esponjoso oscila entre 0.1-1 g/cms, mientras que la del hueso cortical es de
aproximadamente 1.8 g/cm>. Las trabéculas del hueso esponjoso tienen una densidad
que fluctua entre 1.6-1.9 g/cms, muy similar a la del hueso cortical. La magnitud de las
propiedades del hueso esponjoso son muy variables, pero los valores medios de su

resistencia son de 5-10 MPa y su médulo de Young oscila entre 50-100 MPa.

Hueso Cortical

Las propiedades mecanicas del hueso cortical varian con la orientacion de las fuerzas.
Para las cargas longitudinales la resistencia a la traccidon oscila entre 78.8-151 MPa, la
resistencia a la compresion entre 131-224 MPa y el mddulo de Young entre 17-20 GPa.

Los valores de referencia para las fuerzas transversales corresponden a una resistencia a
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la traccidon entre 51-56 MPa, una resistencia a la compresién entre 106-133 MPa y un
modulo de Young entre 6-13 GPa. Los valores de resistencia a la cizalladura oscilan entre
53.1-70 MPa y el mdédulo de cizalladura es de 3.3 GPa. La Tabla | resume las principales

propiedades mecanicas del hueso cortical ensayado a traccion y a compresion [2,6,92-94].

Tablal. Propiedades mecdnicas del hueso cortical ensayado a traccion y compresion en
direccién longitudinal y transversal [2].

Longitudinal Transversal
Resistencia a la Traccién (MPa) 78.8—151 51-56
Resistencia a la Compresién (MPa) 131-224 106 - 133
Mddulo de Elasticidad (GPa) 17-20 6-13

2.1.2. Biomateriales

El mejor sustituto éseo es el hueso mismo, ya sea proveniente del propio paciente, como
en el caso del autoinjerto 6seo, o bien obtenido de un donante, como en caso del
aloinjerto 6seo. Sin embargo, cuando esto no es posible, debe utilizarse materiales de
implante denominados “biomateriales”, con el objetivo de tratar, aumentar o sustituir al

tejido dseo dafiado.

Un biomaterial es una sustancia disefiada para ser implantada o incorporada dentro de un
sistema vivo. Los biomateriales se implantan con el objeto de remplazar y/o restaurar
tejidos vivientes y sus funciones, lo que implica que estén expuestos de modo temporal o
permanente a fluidos corporales. Sin embargo, algunos biomateriales pueden estar
localizados fuera del propio cuerpo, incluyéndose en esta categoria a la mayor parte de los

materiales dentales [9-11].
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Los requisitos que debe cumplir un biomaterial son:

e Ser biocompatible, es decir, debe ser aceptado por el organismo, no provocar que
éste desarrolle sistemas de rechazo ante su presencia.

e No ser tdxico, ni carcindgeno.

e Ser quimicamente estable e inerte.

e Tener una resistencia mecanica adecuada.

e Tener densidad y peso adecuados.

e Tener un diseno de ingenieria adecuado, es decir, el tamaifio y la forma del
implante deben ser los apropiados.

e Ser relativamente barato, reproducible y facil de procesar, para hacer eficiente su

produccién en gran escala [10,11].

2.1.2.1. Clasificacion de los Biomateriales
Existen cuatro grupos de materiales sintéticos usados para implantacién en el tejido éseo:

e Biomateriales metalicos.
e Biomateriales poliméricos.
e Biomateriales ceramicos.

e Biomateriales compuestos o compdsitos.

Biomateriales Metalicos

El nimero de elementos metdlicos que se utilizan en la fabricacidn de implantes es muy
limitado, si tenemos en cuenta que mas de tres cuartas partes del sistema periddico lo
son. El primer requisito para su utilizacion es que sean tolerados por el organismo, por lo
gue es muy importante la dosis que puedan aportar a los tejidos vivos. Otro requisito
indispensable es que tengan una buena resistencia a la corrosién. La corrosién es un
problema general de los metales, mas aun si estdn inmersos en un medio como el
organismo humano, y a temperaturas del orden de 37°C. Sin embargo, algunos metales

escapan, por lo menos en principio a este problema, tal es el caso de los metales
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preciosos. Otros al formar una capa de 6xido en su superficie, la pasivan, protegiendo el
interior del metal evitando que la corrosién progrese, como en el caso del titanio

[18,95,96].

Biomateriales Poliméricos

Los polimeros ampliamente utilizados en implantes, deben su éxito a las enormes
posibilidades que presentan, tanto en variedad de compuestos, asi como en ofrecer la
posibilidad de fabricarlos de distintas maneras, con caracteristicas bien determinadas, y
con la facilidad de conformarlos en fibras, tejidos, peliculas y bloques. Pueden ser tanto
naturales como sintéticos y, en cualquier caso, se pueden encontrar formulaciones
bioestables, es decir, con cardcter permanente, particularmente utiles para sustituir
parcial o totalmente tejidos u drganos lesionados o destruidos, y biodegradables, esto es,
con caracter temporal, por lo tanto, con una funcién adecuada durante un tiempo
determinado. Entre estos materiales tienen particular importancia los cementos éseos
acrilicos, que han encontrado importantes campos de aplicacion, especialmente en

traumatologia [10-11].

Biomateriales Ceramicos

Los materiales bioceramicos poseen una buena biocompatibilidad y oseointegracion,
ademas, son los materiales mas parecidos al componente mineral del hueso, por lo que
sus expectativas de aplicacion son muy amplias. Sin embargo, su caracter rigido y
quebradizo limita su empleo a aquellas aplicaciones que no deban soportar grandes
cargas. Estructuralmente, los ceramicos se pueden clasificar en: sélidos cristalinos, sélidos
amorfos como los vidrios y sélidos amorfos con nucleos de cristalizacién como el caso de
los vitrocerdamicos. Ademas, atendiendo a su actividad quimica en el organismo, se

consideran tres tipos de biocerdmicos:
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e Bioinertes: Al,03, TiOy, SiO;, ZrO,.
e Bioactivos: Biovidrios, Hidroxiapatita, Vitroceramicos.

e Biorreabsorbibles: B-Caz(PQs),.

Biomateriales Ceramicos Bioinertes

Estos materiales deben tener una influencia casi nula sobre los tejidos vivos que los
rodean. Por ello deben cumplir ciertos requerimientos: El material debe ser insoluble en
el organismo, cualquier materia desprendida del implante no debe afectar a las células,
debe producirse una fuerte y rdpida absorcidn de moléculas del organismo en la superficie
del implante, para asi quedar completamente cubierto por el tejido vivo. El ceramico
bioinerte mas popular y de mayor uso es la alimina. Sin embargo el principal problema
para su empleo en implantes es el alto médulo de elasticidad que posee 380-420 GPa, lo
cual provoca un elevado desajuste elastico en la interfase con el hueso. Tal hecho genera
una distribucidn asimétrica de cargas y el implante, al tener el mayor mddulo de
elasticidad, soportard la mayor parte de los esfuerzos. Es decir, el hueso estard
"protegido" de los esfuerzos, lo cual es perjudicial, pues los huesos que no soportan
esfuerzos o que sdélo reciben esfuerzos de compresion, terminan experimentando un
cambio bioldgico que conduce a su debilitamiento y atrofia. Con ello, la probabilidad de
fractura del hueso, de la interfase o del implante, serda sumamente elevada. Para
solucionar este problema se han propuesto varios caminos. Quizas el mds prometedor
consiste en la utilizacion de materiales ceramicos polifasicos, pues asi es posible variar la
cantidad relativa de las fases presentes y otras caracteristicas macro y microestructurales

de manera adecuada, para adaptar sus propiedades a las del biosistema.

Biomateriales Ceramicos Bioactivos

Los materiales ceramicos bioactivos son aquellos que poseen la capacidad de desarrollar
una fuerte unién con el tejido éseo, razén por la que despiertan un gran interés con fines
de utilizacién clinica en implantes para la sustitucion y reparacion de este tejido. El

mecanismo de unidn deriva de una secuencia de reacciones entre el material y el medio
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fisiolégico, con formacién de una capa de material nuevo. Los estudios in vitro e in vivo
han puesto de manifiesto que el material bioactivo forma una capa de hidroxiapatita
carbonatada (CHA) en su superficie, al entrar en contacto con suero fisiolégico artificial,
saliva humana pardétida o al ser implantado, uniéndose directamente a través de dicha

capa al tejido dseo.

Biomateriales Ceramicos Biorreabsorbibles

Los cerdmicos biorreabsorbibles, son materiales que ademadas de bioactivos son
reabsorbibles. Lo cual les permite la posibilidad de permanecer el tiempo suficiente en el
organismo, interactuando con el sistema biolégico, mientras el defecto se corrige. Tal es
el caso del B-TCP, que se reabsorbe por la accidon de las células dseas, cumpliendo asi dos

funciones:

e Aportacién, in situ, de Cay P lentamente y de forma continua.
e Aparicion de porosidad progresiva, con tamaifo de poro adecuado para el
crecimiento del hueso neoformado, a medida que el B-TCP es degradado por el

medio fisiolégico [10-20].

Biomateriales Compuestos o Compdodsitos

Tanto los biomateriales ceramicos como los poliméricos pueden combinarse para producir
materiales compuestos o compdsitos, los cuales permiten la obtencion de implantes que
reunen las mejores caracteristicas biolégicas y mecdanicas de los materiales originales,
resultando en implantes &seos mas eficientes. Uno de los polimeros naturales mas
utilizados en asociacién con otros para obtener biomateriales compuestos es el colageno.
Asi, en distintas experiencias se ha combinado colageno con hidroxiapatita granulada.
Luego de su implantacién este compuesto se comporta como un biomaterial
osteoconductivo. Sin embargo, hasta ahora la utilizacién exclusiva de colageno no ha

demostrado capacidad para promover neoformacién dsea. También se han desarrollado
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biomateriales compuestos que asocian ceramicas con diferentes polimeros sintéticos y

materiales que combinan ceramicas de distintas caracteristicas [18,22,97].

La Tabla Il muestra algunos ejemplos de materiales de implante para tejido dseo, segln su

clasificacién, mostrando algunas ventajas y desventajas en su aplicacion.

2.1.3. Bioceramicos de Fosfatos de Calcio

Aunque hay una gran cantidad de bioceramicos, los compuestos basados en fosfatos de
calcio, los cuales engloban compuestos tales como hidroxiapatita (HA), fosfatos tricalcicos
(a-TCP y B-TCP), fosfato dicélcico dihidratado (DCPD), fosfato dicalcico anhidro (DCPA) y
fosfato tetracalcico (TTCP), son los mds cominmente utilizados, en especial HA, B-TCP y
los compuestos bifasicos constituidos por una mezcla en proporcion variable de HA 'y f3-
TCP. La razdén principal es que presentan casi la misma composicién quimica que el
esqueleto de los vertebrados, permitiendo el intercambio de algunos iones cuando se
encuentran en contacto con fluidos bioldgicos. Asimismo, presentan una excelente
biocompatibilidad, y una vez que son introducidos en el organismo, después de un cierto

tiempo, ejercen una unién quimica con el hueso, llegando a incorporarse al tejido éseo.

Los ceramicos basados en fosfatos de calcio representan una familia de materiales cada
uno presentando caracteristicas fisicoquimicas especificas, dando como resultado
propiedades bioldgicas variables, lo cual les confiere interés en mayor o menor medida,

para utilizarse como materiales de sustitucion dsea.
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Tabla Il.

Caracteristicas de algunos biomateriales segun su clasificacidn [12].

Material

Ventajas

Desventajas

Aplicaciones

METALICOS

Co-Cr-Mo
Ti-6Al-4V

Ti

Acero 316L
Nitinol (Ni-Ti)
AgPdAu

Alta resistencia
transversal yde
tension.

Carecen de compatibilidad
completa con el medio
fisioldgico. Desajuste de las
propiedades mecanicas con
el sistema musculo-
esqueleto.

Corrosién en Acero 316L.

Fijacion ortopédica:
tornillos, clavos,

alambres, placas, barras

intermedulares,
implantes dentales.

POLIMERICOS

Polietileno: (LDPE, HDPE,
UHMWPE)
Poli(etilentereftalato)
ePTFE (Gore Tex™)

Alta resistencia al desgaste
Elasticidad. Facil moldeoy
disefio de propiedades.

Baja resistencia transversal
y compresiva. Alto régimen
de deformacidn. Falta de
compatibilidad con medio

Ortopédicos.

Tendones artificiales.
Musculos artificiales.

Injertos vasculares.

Silicona fisioldgico. Reconstruccién de tejido
Polimetil metacrilato blando.
(PMMA)
Poliuretano
CERAMICOS
Alimina Compatibilidad con sistema Baja resistencia a tension, Ortopédico.
Zirconia musculo-esqueleto. corte e impacto. Revestimiento de

Fosfato Tricalcico
Hidroxiapatita
Carbén pirolitico
Silicatos de Calcio
Vidrios bioactivos

Similitud con propiedades
fisicas del hueso.
Resistencia a la corrosion.
Inertes a los tejidos.
Adherencia a los tejidos.
Alta resistencia a
compresion.

Alta resistencia al desgaste.

Dificil conformacién.
Falta de elasticidad.

Baja reproducibilidad de
Propiedades mecanicas.
Sensibilidad al mellado.
Falta de resistencia.

metales.
Valvulas cardiacas
Odontoldgico.

COMPOSITOS

Hidroxiapatita-Polietileno
Alumina-Zirconia
Polimero reforzado

con fibra de carbono
(CFRC)

Compatibilidad con sistema
musculo- esqueleto.
Adherencia a tejidos.

Sin corrosion-degradacion.
Alta resistencia.

Falta de resiliencia.
Dificil fabricacién.
Propiedades mecanicas e

interfaciales poco conocidas.

Ortopédico.
Valvulas cardiacas.

21



Los fosfatos de calcio de interés biolégico son los ortofosfatos, sales del acido
ortofosférico, las cuales se presentan en la Tabla Ill, en orden decreciente de su relacién

Ca/P [98,99].

Tabla lll.  Principales formulaciones de fosfatos de calcio, obtenidos por reacciones térmicas, asi
como por reacciones de precipitacion [99].

Nombre Abreviatura Férmula Ca/P
Fosfato tetracalcico TTCP Cay(P0Oy), 2.0
Hidroxiapatita HA Cay(P0O,)6(OH), 1.67
Hidroxiapatita deficiente en calcio CDHA Cag(HPO,)s(0OH), 1.5
Fosfato de calcio amorfo ACP CayoxHax(PO4)s(OH), 1.5
Fosfato tricélcico (o, B) TCP Ca3(PO,), 1.5
Fosfato octacalcico ocCP Cag(HPO,),(P04)4.5H,0 1.33
Fosfato dicalcico anhidro (Monetita) DCPA CaHPO, 1.0
Fosfato dicalcico dihidratado (Brushita) DCPD CaHPO,.2H,0 1.0
Fosfato monocalcico monohidratado MCPM Ca(H,P0,),.H,0 0.5

De acuerdo a los procesos de sintesis para los fosfatos de calcio, se pueden distinguir dos
categorias: los materiales obtenidos por precipitacion en solucién acuosa alrededor de la
temperatura ambiente (fosfatos de calcio de baja temperatura) y los materiales obtenidos
por la reacciones térmicas a temperaturas elevadas (fosfatos de calcio de alta

temperatura) [99].

Fosfatos de Calcio de Baja Temperatura

e Fosfato dicalcico anhidro (DCPA).

e Fosfato dicalcico dihidratado (DCPD).
e Fosfato octacalcico (OCP).

e Hidroxiapatita precipitada (PHA).

e Fosfato de calcio amorfo (ACP).
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Fosfatos de Calcio de Alta Temperatura

e Fosfato monocalcico (MCP).
e Fosfatos tricdlcicos ay B (a-TCP y B-TCP).
e Fosfatos de calcio bifasicos (BCP).

e Hidroxiapatita (HA).

El empleo clinico de estos biomateriales se remonta a 1920, cuando Albee realiza la
primera publicacion respecto del uso satisfactorio de un fosfato de calcio en la
restauracion désea. Sin embargo, la utilizacidon efectiva de los ceramicos de fosfato de
calcio recién comienza en la década de los ochenta. Dependiendo de la aplicacion, se
utilizan cerdmicos bioactivos o reabsorbibles, para lo cual se utilizan diferentes fases de

compuestos de fosfato de calcio [100].

2.1.3.1. Propiedades Fisicoquimicas

El estudio de los ceramicos de fosfatos de calcio ha estado centrado en los compuestos
del sistema ternario CaO-P,0s-H,0, fundamentalmente la hidroxiapatita y el fosfato

tricalcico.
El comportamiento de los implantes constituidos por estos materiales depende de una
variedad de factores, entre los que destacan la relacién Ca/P, la estructura cristalografica y

la porosidad.

Caracteristicas Quimicas

Composicion Quimica

El excelente comportamiento histolégico de los fosfatos de calcio no es una sorpresa, ya
que la hidroxiapatita es el componente mineral predominante de los huesos de los
vertebrados, asi como del esmalte dentario, constituyendo entre el 60-70% del esqueleto

humano calcificado y el 90% de la matriz dsea inorganica. La fraccién mineral de los
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huesos estd compuesta de fosfatos de calcio organizados en forma de hidroxiapatita
carbonatada del tipo B, una fase en la cual una parte de los iones PO, enla hidroxiapatita

son sustituidos por iones CO5”, caracterizada ademads por presentar una baja cristalinidad.

Algunos ceramicos fosfocalcicos sintéticos presentan estas caracteristicas, en el sentido de
gue los componentes principales son los iones calcio Ca’* e iones fosfato PO,>. La
principal diferencia con las apatitas bioldgicas, es la presencia en estas Ultimas de

multiples sustituciones idnicas (C032', Mg2+, Na®) o deficiencias atémicas en calcio.

Estas similitudes quimicas y estructurales explican la importancia de estos ceramicos

como materiales de sustitucion 6sea [18,22,100].

Solubilidad en Fluidos Bioldgicos

La propiedad mads importante de los fosfatos de calcio probablemente es su solubilidad en
el agua, ya que en funcion de esta puede predecirse el comportamiento in vivo de estos
materiales. Si la solubilidad de un fosfato de calcio, es menor que la parte mineral del
hueso, este se degradara sumamente despacio, por ejemplo la hidroxiapatita. Por otro
lado, si su solubilidad es mayor que la parte mineral del hueso, este se degradara
rapidamente. Por consiguiente, utilizando las isotermas de solubilidad de diferentes
fosfatos, como las presentadas en la Figura 4, puede predecirse el comportamiento de
degradacion in vivo de estos materiales, el cual sigue un orden de acuerdo con la siguiente

escalaapH7:

TTCP > MCPM > a-TCP > DCPD > DCP >0OCP > 3-TCP > PHA> HA

Sin embargo, la superficie de un fosfato de calcio altamente soluble puede ser reactiva y

puede cubrirse con un fosfato de calcio débilmente soluble, reduciendo asi su velocidad

de degradacion.
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Tanto in vitro como in vivo, los fosfatos de calcio son solubles en fluidos bioldgicos. Esta
solubilidad depende de su composicién quimica y sus propiedades fisicas. Los B-TCP son
mas solubles que la HA, esta ultima considerada como la menos soluble de los ceramicos
fosfocalcicos. Asimismo, la solubilidad de las mezclas bifasicas es controlada por la

relacion de HA/B-TCP.

Las fases estables de estos biocerdmicos dependen considerablemente de la temperatura
y de la presencia de agua, tanto en la etapa de su procesamiento como en el medio donde
luego se utilizaran. Asimismo, es importante entender la estrecha dependencia existente
entre la relacion Ca/P, pH y solubilidad. Asi tenemos que, mientras menor sea la relacién
Ca/P, mayor es la acidez y solubilidad de la muestra. Para relaciones Ca/P < 1, tanto
acidez como solubilidad presentan valores muy elevados. Por otro lado, estos parametros
disminuyen bastante para relaciones Ca/P préximos al valor de 1.67, el cual corresponde

al valor de la hidroxiapatita estequiométrica, Caio(PO4)s(OH),.

-0 e ————————————

Log,, ([Ca] mol L?)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

Figura4. Isotermas de solubilidad para diferentes compuestos de fosfato de calcio a 37°C. La

solubilidad esta expresada por la cantidad de iones calcio en solucién en funcién del
pH [24].
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Termodinamicamente, a la temperatura del cuerpo humano, sélo dos fosfatos de calcio
son estables en contacto con fluidos corporales, a pH < 4.2 la fase estable es
CaHPO,42H,0, (DCPD), mientras que a pH > 4.2 la fase estable es Ca19(PO4)s(OH),, (HA). Sin
embargo, por razones cinéticas pueden precipitar facilmente otras fases como fosfato
octacalcico, (OCP) a valores de pH entre 5-7, o hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA) a
valores de pH mayores. Algunas fases que se encuentran deshidratadas como los fosfatos
tricalcico (TCP) y tetracalcico (TTCP) se hidrolizan en presencia de los fluidos corporales a

37°C y de esta forma se convierten en hidroxiapatita.

La hidroxiapatita corresponde al ceramico de fosfato de calcio menos soluble y se
reabsorbe lentamente en aproximadamente un 1% de su volumen por afio desde su
implantacion. El fosfato tricdlcico no es un componente natural del tejido 6seo, y tiene la
caracteristica de ser un cerdmico mas soluble en los fluidos corporales que la
hidroxiapatita, por lo que su reabsorcién es entre 10 a 20 veces mas rdpida (dependiendo
del pH del medio). Sin embargo, el volumen de hueso neoformado que se encarga de
sustituirlo es menor que el de fosfato tricdlcico degradado. Su alta capacidad de
remodelacién debilita precozmente su resistencia mecanica, razén por la cual para su
utilizacidon clinica se le debe asociar con otros materiales menos reabsorbibles o que

posean potencial osteoinductivo.

Evaluar la solubilidad de estos materiales es importante, ya que permite la posibilidad de

gue estos materiales sean remplazados progresivamente por el hueso, mientras se

biodegradan [24, 101-110].

Caracteristicas Fisicas

Después de la sintesis quimica de fosfatos de calcio, estos generalmente se presentan en
forma de polvos. Antes de su aplicacién deben someterse a un proceso de conformado
especifico, el cual permita definir sus caracteristicas fisicas, para conocer: (1) estructura

cristalina y cristalinidad, (2) porosidad y (3) forma fisica.
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Este proceso denominado sinterizacidn, consiste en calcinar (T < 900°C) y luego calentar
(entre 1100°C y 1300°C) el polvo comprimido. Bajo el efecto de la presiéon vy la
temperatura, las juntas de grano de los cristales de polvo se unen, logrando con esto

mejores caracteristicas en las propiedades mecdnicas asi como una estructura densa.

Modificando las variables del proceso de sinterizado, tales como temperatura, tiempo de
sinterizacién, distribucién del tamafo de particula y ademas mezclandolos con aditivos
organicos, se puede controlar la porosidad. Por otro lado, este método a alta
temperatura, representa un inconveniente importante para este tipo de materiales, ya
gue condiciona su tamano y su forma, la cual deben definirse previamente a la
implantacion, por lo que pueden presentar problemas de adaptacion a los defectos éseos
generando una falta de fijacién. Esto causa a menudo problemas de adaptacion y fijacién

en la cavidad donde deben ser colocados.

Los problemas de adaptaciéon y fijacion de los cerdmicos de fosfatos de calcio
convencionales han llevado a la elaboracién de biomateriales cerdmicos capaces de
fraguar a temperatura ambiente, a partir de la reaccién de una fase sélida en polvo y una

fase liquida, consiguiéndose la formulacion de los cementos éseos de fosfatos de calcio.

Estructura Cristalina y Cristalinidad

En funciéon de las condiciones de preparacién, un mismo compuesto quimico puede
presentar diferente estructura cristalina y cristalinidad, modificando con ello su

solubilidad.

Por ejemplo, el fosfato tricdlcico (TCP) puede presentar dos estructuras cristalinas

diferentes: la forma a (a-TCP) y la forma B (B-TCP). Con gran solubilidad, la forma a se
degrada mucho mas rapido, en relacidn con la cinética de colonizacion de células éseas.

Por tal razén, sélo la forma B es utilizada en aplicaciones ortopédicas.
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La cristalinidad, propiedad que refleja el tamafio y la perfeccidén de los cristales, también
modifica la solubilidad de estos cerdmicos. Los cristales de tamafio pequeio presentan
defectos reticulares, lo cual hace que se disuelvan mas rapidamente en relacién con los

cristales voluminosos los cuales estan mejor estructurados cristalograficamente [105-110].

Porosidad

De acuerdo con las condiciones de preparacion existen dos tipos de porosidad dentro de

los ceramicos, la microporsidad y la macroporosidad.

La microporosidad corresponde a los espacios que existen entre los cristales de los
ceramicos, los cuales corresponden a un tamafo entre 1-10 um de diametro. Estos
espacios no pueden ser colonizados por células dseas, Unicamente se distribuyen dentro
de ellos los fluidos bioldgicos. La Figura 5 muestra un ejemplo de un material

microporoso.

89766 MSKU 1 5U

Figura5. Imagen de microscopio electrénico de barrido de un material microporoso [22].

La macroporosidad se traduce en la presencia de poros calibrados en el material, los
cuales resultan por la adiciéon de un agente generador de poros durante el proceso de

sinterizacién. Contrario a los microporos, presentan un didmetro que se extiende entre
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100-600 pum, lo cual permite la colonizacién por las células 6seas, a partir de lo cual se
produce el crecimiento éseo en los intersticios del implante. La Figura 6 muestra un

ejemplo de un material macroporoso.

La solubilidad, tendencia a la reabsorcidn y propiedades mecanicas de los ceramicos de
fosfatos de calcio dependen de la relacién Ca/P y de su microestructura, es decir, de la
porosidad del material. Una porosidad alta aumenta la solubilidad del material y con ello
la actividad biolégica. Sin embargo, una porosidad alta deteriora las propiedades
mecanicas. Las variaciones en la microporosidad tienen mayor influencia en la resistencia
a la traccion que a la compresién, por lo que los ceramicos de fosfatos calcicos son
bastantes fragiles, Tabla IV. El comportamiento mecdnico de las cerdmicas de fosfato de
calcio influye enormemente en sus aplicaciones como implantes. Tanto la resistencia a
tensién como a compresion y a la fatiga dependen del volumen total de porosidad del
material. Estos biomateriales no pueden emplearse en areas sometidas a fuerzas de
torsién, flexion y cizalladura, por lo que estos inconvenientes deben ser neutralizados
mediante osteosintesis, hasta que la neoformacién désea incremente su resistencia a

niveles similares a la del hueso contiguo.

89757 15Ky S@U

Figura 6. Imagen de microscopio electrénico de barrido de un material macroporoso [22].
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Lo ideal es encontrar la porosidad 6ptima en estos materiales, la cual permita preservar
una invasién celular y obtener con ello una buena colonizacidn ésea, mientras se
mantienen propiedades mecdanicas adecuadas, permitiendo con ello, el uso generalizado

de estos materiales en cirugia ortopédica [22,104, 105].

Por otro lado, la reabsorcion o biodegradacién de las ceramicas de fosfatos calcicos puede
ser originada por disolucién fisicoquimica, que depende del tipo de material y del pH del
medio, y por desintegracidn fisica en forma de pequefias particulas a causa de un ataque
guimico. Los factores que aumentan la tasa de biodegradacién de estos materiales son el
aumento del area superficial, la disminucion de la cristalinidad y homogeneidad de los
cristales, la disminucidn del tamano del grano y las sustituciones iénicas con COs?, Mg2+ o]
Sr**. Los factores que disminuyen la biodegradacion son la existencia de fluor en la
hidroxiapatita, la presencia de Mg?* en el fosfato tricélcico y la disminucién de la relacion
HA/B-TCP en los compuestos bifasicos. Todo lo anterior hace necesario tener en buen
control la microestructura, el estado de las fases y la composicion quimica de las
ceramicas de fosfatos de calcio para obtener la tasa de reabsorcién requerida [100, 104,

105,108-110].

TablaIV.  Propiedades mecanicas del hueso y ceramicos de fosfatos de calcio [22].

Material Resistencia a la Resistencia ala Madulo de
Compresion Tension Elasticidad
(MPa) (MPa) (GPa)
Hueso
Hueso Cortical 200 100 20
Hueso Esponjoso 60-90 5.0 1

Fosfatos de Calcio

Porosos 10-100 3.6 -
Densos 300-1300 100-280 50-150

30



Forma Fisica

Las presentaciones de estos materiales se adaptan a las necesidades propias de la cirugia
ortopédica, generalmente son en forma de bloques o granulos como los observados en la

Figura 7.

Actualmente, los cerdmicos de fosfatos de calcio se emplean como implantes porosos,
granulos o polvos para el relleno de cavidades dseas en areas sin soporte de carga, como
pequefios implantes densos en el oido medio, como recubrimiento sobre implantes
metalicos y como fase bioactiva en materiales compuestos. El mecanismo de enlace con
el hueso se establece directamente por el crecimiento de pequefios cristales de apatitas

bioldgicas sobre el implante.

Figura7. Diferentes presentaciones de los materiales de fosfato de calcio: (B) bloques y
(G) granulos [22].

Las caracteristicas fisicoquimicas de los cerdmicos fosfocalcicos son esenciales para su
actividad bioldgica. Condicionan su solubilidad y asi sus interacciones con el ambiente
que los rodea, en funcidn de las dos propiedades biolégicas mas importantes: la

biocompatibilidad y la bioactividad [22].
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2.1.3.2. Propiedades Bioldgicas

Biocompatibilidad

La biocompatibilidad puede definirse como la tolerancia bioldgica local de cualquier
biomaterial, caracterizada por la ausencia de una respuesta inflamatoria aguda o crénica
durante su implantacion e incorporacion, asi como por la carencia de efectos nocivos
sobre tejidos distantes. Biocompatibilidad se puede denominar mas correctamente como
una “aceptabilidad biolégica”, que corresponde a la interaccion de los biomateriales con

los tejidos susceptibles de estar en contacto con ellos.

Bioactividad

La bioactividad se define como la capacidad de un material para inducir, estimular,
provocar o modular una accidn biolégica definida en el tejido receptor. Asi, un material
bioactivo es aquel que posibilita una respuesta biolégica especifica en su interfase con los

tejidos, favoreciendo el enlace de ambos.

2.1.3.3. Interacciones e Intercambios con Células y Tejidos

Cualquiera que sea la fase de fosfato de calcio utilizada como implante, la secuencia de
biointegracion de estos materiales con el medio local es idéntica. Sin embargo, sus

cinéticas varian segun las caracteristicas fisicoquimicas de cada material.

El factor que determina la bioactividad de estos materiales “in vivo”, es su degradacion en
el medio, la cual se produce por dos vias: disolucién por contacto con fluidos bioldgicos
(biodegradacién) y disolucién mediada por células (biorreabsorcién). Asi se han preparado
sustitutos 6seos basados en mezclas entre hidroxiapatita y B-fosfato tricdlcico que
evolucionan, bajo condiciones fisiolégicas, a carbonatoapatita. Estas reacciones estan
basadas en equilibrios entre la fase mas estable, hidroxiapatita, y la mas reabsorbible,
B-fosfato tricdlcico, que dan lugar a una mezcla que sufre una progresiva disolucién en el

cuerpo humano, sirviendo como semilla de formacion de hueso nuevo y aportando iones
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Ca®*y PO,> al medio local. De esta manera, se busca conseguir un balance 6ptimo de las
fases mas estables de hidroxiapatita y de las mas solubles del fosfato tricalcico para que
este biomaterial compuesto presente una cinética de reabsorcién que se adapte al

proceso de remodelaciéon ésea.

Entre la células implicadas en la reabsorcidén de los materiales fosfocdlcicos, se encuentran
las células de tipo osteoblastico, las mismas que se encuentran implicadas en la
reabsorcién dsea y células gigantes multinucleadas que Unicamente degradan al material.
Bajo ciertas condiciones patoldgicas, los monolitos, los macréfagos y los fibroblastos
pueden también estar implicados en estos procesos de reabsorcién. La disolucién de
estos materiales empieza a desarrollarse simultdaneamente dentro de los macroporos y
microporos, desde las primeras horas después de su implantacién, dando lugar a dos
fendmenos sucesivos: inicialmente se detecta la precipitacion de apatitas bioldgicas y
posteriormente la osteoformacion, esta ultima detectable Unicamente después de varios

dias de la implantacion.

A nivel de los microporos ocurre la biodegradacidn de cristales del material, dando como
consecuencia un aumento en la concentracion local de iones calcio y fosfato, formandose
un nuevo equilibrio de saturacién. Esto trae como consecuencia la precipitacién de
nuevas fases fosfocalcicas, como resultado de la interaccion de estos iones con los
presentes en los fluidos circundantes. Estas precipitaciones involucran procesos de

nucleacidn y crecimiento.

Varios estudios han identificado estas nuevas fases formadas sobre las superficies de los
cristales como apatitas carbonatadas similares a las que se encuentran presentes en los
huesos. Este proceso de biodegradacion/precipitacion se desarrolla sin intervencion

celular dando como resultado una rapida mineralizacién dentro de los microporos.
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A nivel de los macroporos, la disolucién del biomaterial por biodegradacion se acompaiia
por una actividad celular de biorreabsorcién. Simultaneamente, las apatitas neoformadas
por precipitacion, son responsables de una modificaciéon en la actividad celular dsea,
dando como resultado (1) una reduccién en la formacién y actividad de los osteoclastos, y
especialmente (2) la proliferacion y diferenciacion de osteoclastos en la superficie de los
macroporos. Esta activacion celular es el origen de la colonizacién ésea del implante, sin
la interposicion de tejido fibroso, formando inicialmente sobre la superficie del implante
una matriz no mineralizada, seguido de una etapa secundaria de mineralizacién vy

finalmente la formacion de hueso lamelar.

2.1.3.4. Modificaciones Bioldgicas

Los fendmenos de biorreabsorcidon-biodegradacién inducen modificaciones fisicoquimicas

y mecanicas en los materiales.

Entre las modificaciones fisicoquimicas se encuentran:

e Un aumento de la porosidad, llegando incluso hasta una fragmentacién del
implante. A largo plazo se puede lograr la completa sustitucién del implante por
parte del hueso.

e Modificaciones ultraestructurales en particular la forma y tamafio de los cristales.

e Remanentes quimicos por efectos de la disolucion y la formacién de nuevas

especies fosfocalcicas.

A pesar de la capacidad de estos materiales de desintegrarse progresivamente, sus
caracteristicas mecdnicas se ven mejoradas luego de su implantacién, debido a: (1) la
precipitacion de apatitas bioldgicas dentro de los microporos, (2) el desarrollo de tejido
0seo neoformado dentro de los macroporos. En efecto, las nuevas propiedades
mecanicas observadas son las de un material compuesto formado por el implante

ceramico modificado y el hueso neoformado.
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2.1.3.5. Factores de Bioactividad

En forma general, la bioactividad en los materiales ceramicos fosfocalcicos, sigue la
misma secuencia de eventos biolégicos. Sin embargo, no todos presentan la misma

reactividad.

El principal factor de bioactividad es sin duda, la solubilidad del material, la cual esta
fuertemente ligada con sus propiedades fisicoquimicas. Sin embargo, la cinética de
biodegradacién/biorreabsorcién de estos materiales de implante no debe ser tan rapida
gue no permita la colonizacién de los macroporos por las células osteoblasticas,
repercutiendo con esto en la estabilidad del implante y en la producciéon del hueso

neoformado [22,108-111].

2.1.3.6. Aplicaciones

La solubilidad, tendencia a la reabsorcion y propiedades mecanicas de los ceramicos de
fosfatos de calcio dependen de la relacién Ca/P y de su microestructura o porosidad del
material. Las variaciones en la microporosidad tienen mayor influencia en la resistencia a
la tracciéon que a la compresién, por lo que los ceramicos de fosfatos calcicos son
bastantes fragiles. Por lo cual no pueden emplearse como sustitutivos éseos en areas

sometidas a fuerzas de torsién, flexién y cizalladura.

Actualmente, las ceramicas de fosfatos de calcio se emplean como implantes porosos,
granulos o polvos para el relleno de cavidades dseas en areas sin soporte de carga, como
pequefios implantes densos en el oido medio, como recubrimiento sobre implantes

metalicos y como fase bioactiva en materiales compuestos.

De los diferentes ceramicos fosfocalcicos utilizados en cirugia ortopédica mostrados en la
Tabla Ill, las combinaciones bifasicas de compuestos macroporosos han representado una
alternativa interesante, ya que desarrollan una cinética de degradacién compatible con

una cinética de la colonizacién dsea. Asi desde hace 20 afios, estos materiales se usan
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extensivamente como materiales de sustitucion ésea, con una eficacia clinica reconocida

[111-115].

2.2. Propiedades de la Hidroxiapatita
2.2.1. Propiedades Cristalograficas

La hidroxiapatita estequiométrica definida como Cajo(PO4)e(OH),, tiene porcentajes en
peso tedricos de: 39.68% de Ca y 18.45% de P, resultando en una relaciéon molar Ca/P =
1.67. Asimismo, tiene una estructura cristalografica bien definida, perteneciendo al
sistema hexagonal con un grupo espacial P63/m. Este grupo espacial se caracteriza por la
existencia de seis ejes-c perpendiculares a tres ejes-a equivalentes (a1, a,, a3) con angulos
de 120° uno del otro. La unidad mds pequefia, conocida como celda unitaria, contiene
una representacién completa de un cristal de hidroxiapatita, consistente de grupos Ca,

PO,y OH estrechamente empacados en el arreglo mostrado en la Figura 8.

Figura 8. Arreglo atdmico de la hidroxiapatita, Ca;4(PO4)s(OH), en una celda unitaria hexagonal
[100].
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Los iones OH localizados en las esquinas de la celda unitaria se encuentran rodeados por
dos grupos de atomos Ca(ll) arreglados en posicidn triangular en posiciones z = 0.25 y
0.75, por dos grupos tetraédricos PO, también en posiciones triangulares y por un arreglo
hexagonal de dtomos Ca(l) a la distancia extrema. Los pardmetros de red tienen valores

de 9.422 Ay 6.881 A +£0.003 A, para los ejes a y ¢ respectivamente [100,116].

Los diez atomos de calcio pertenecen a Ca(ll) o Ca(l). Cuatro atomos de calcio ocupan las
posiciones Ca(l): dos az=0y dos az=0.5. Seis atomos de calcio ocupan las posiciones
Ca(ll): un grupo de tres atomos de calcio en forma de tridngulo a z = 0.25 y otro grupo
similar a z =0.75, rodeando a los grupos OH localizados en las esquinas de la celda unitaria
az=0.25yz=0.75 respectivamente. Los seis fosfatos (PO,) tetraédricos se encuentran
en un arreglo helicoidal desde z = 0.25 hasta z = 0.75. La red de grupos PO4 provee el
armazon del esqueleto el cual proporciona a la estructura de la hidroxiapatita su

estabilidad (Figura 9).

La estructura de la hidroxiapatita permite la sustitucion de Ca, PO4y OH por otros iones,
tales como fluoruro (F’), cloruro (CI') y carbonatos (CO5%), dando como resultado cambios
en sus propiedades, morfologia, solubilidad, etc, pero sin tener cambios significativos en
su simetria hexagonal. Una de las sustituciones mas importantes la representan los
carbonatos (CO5%), los cuales pueden sustituir tanto a los grupos hidroxilo (OH) como a los
grupos fosfato (PO4), designando estas sustituciones como Tipo A y Tipo B
respectivamente, siendo esta ultima sustitucion, la composicién mas parecida a la
estructura de la fase mineral de los huesos y dientes, las cuales se denominan apatitas
bioldgicas. Las apatitas bioldgicas difieren de la hidroxiapatita pura en estequiometria,
composicion, cristalinidad, y algunas propiedades fisicas y mecanicas. Generalmente, las
apatitas bioldgicas son deficientes en calcio, (Ca/P = 1.5-1.65) presentando la sustitucion
de grupos fosfato por grupos carbonatos, por tal razén, también se refiere a ellas como

hidroxiapatitas carbonatadas del Tipo B [100,116].
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Figura9. Estructura de la celda unitaria hexagonal de la hidroxiapatita, Caio(PQO.)s(OH),
[99,100].

El analisis por difraccion de rayos X (XRD) para la hidroxiapatita, resulta en un patrén con
picos de difraccion bien definidos, con altas intensidades. En la Figura 8 se muestra los

planos cristalograficos mas importantes, (JCPDS 09-0432) [116].

La espectroscopia infrarroja (FT-IR), muestra las bandas de absorcidn caracteristicas para
O-H y P-O, representando respectivamente, las vibraciones de los grupos OH (3571 cm™,
631 cm™y 342 cm™) y PO,*, v1PO4 (962 cm™), v,PO, (472 cm™), v3PO4 (1090 cm™ y 1048
cm™) y v4PO, (601 cm™ y 574 cm™) en la hidroxiapatita, como se observa en la Figura 11.
Asimismo, La espectroscopia Raman para la hidroxiapatita en la Figura 12, muestra las
bandas de los iones fosfatos PO,> para los modos normales v{PO, (962cm'1), v,PQ4 (447
cm™y 431 cm™) v3 PO, (1075 cm™, 1052 cm™, 1047 cm™, 1040 cm™ y 1028.5 cm™) y v4PO,
(614 cm™, 607 cm™, 590 cm™ y 579 cm™), La banda de iones OH™ (3576 cm™) no se

muestra en esta figura [116-131].
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Figura 10. Patrén de difraccion de rayos-X para la hidroxiapatita, Ca;o(PO4)s(OH), en el rango de
26 =3°a70°[100, 116].
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Figura 11. Espectro FT-IR mostrando las bandas de absorcidon caracteristicas para O-Hy P-O en
la hidroxiapatita, Ca19(PO,)s(OH), [100].
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Figura 12. Espectro Raman para la hidroxiapatita, Ca19(PO.)s(OH), [117].

2.2.2. Propiedades Fisicas

Las diversas técnicas de sintesis de hidroxiapatita culminan con procesos de sinterizacion,
permitiendo la obtencién de presentaciones densas o macroporosas. Desde el punto de
vista biomecanico, la resistencia tensil de la hidroxiapatita densa varia entre 79 y 106 MPa
y la de su formulacidén porosa es de alrededor de 42 MPa. Entre algunas de sus
propiedades fisicas se encuentran: densidad = 3.01 g/cm?, punto de fusién = 1650°C, una
dureza en la escala Mohs de 5, y 600 en la escala Vickers. Se caracteriza por ser un
material rigido, fragil y dificil de adaptar a los defectos dseos, para su utilizacién en clinica

se dispone de presentaciones en forma de granulos y bloques [2, 19,132].

2.2.3. Propiedades Biologicas

La hidroxiapatita es el ceramico fosfocdlcico menos soluble y se reabsorbe muy
lentamente en aproximadamente un 1 % de su volumen por afo desde su implantacién.
La hidroxiapatita muestra un perfil biolégico muy atractivo. Este perfil incluye la ausencia

de toxicidad tanto local como sistémica, ausencia de procesos inflamatorios, pirogénicos y
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de cualquier otra respuesta adversa por parte del organismo, al aplicarla tanto en las
formas sdlidas como en las particuladas. Asi, por ejemplo, los cultivos celulares de
fibroblastos no se ven afectados de forma distinta por la introduccién de placas de titanio
con o sin recubrimiento de hidroxiapatita. Este perfil probablemente puede generalizarse
para todos los materiales de implante basados en fosfatos de calcio. Esta compatibilidad
bioldgica se debe a su naturaleza quimica, ya que los iones calcio e iones fosfato disueltos
a partir de estos materiales se integran al sistema regulador del organismo y son

manejados de manera normal.

La hidroxiapatita es un bioceramico de tipo tres, es bioactiva, su superficie es reactiva y se
enlaza directamente al hueso; es una de las mas utilizadas en los quiréfanos como
implante 6seo, como recubrimiento de metales bioinertes para mejorar su
biocompatibilidad y como liberador controlado de farmacos. Anteriormente sélo se usaba
hidroxiapatita no porosa para la sustitucion parcial de huesos, sin la posibilidad de
crecimiento de estructuras dentro del mismo. En los ultimos afios, el desarrollo y uso de
estas estructuras porosas dio un giro en el area de implantes 6seos para permitir asi la
remodelacién y reparacion fisiolégica del hueso Sus aplicaciones incluyen implantes
dentales, sistemas percutaneos, tratamientos periodentales, aumento de la cresta
alveolar, ortopedia, cirugia maxilofacial, otorrinolaringologia, cirugia plastica y cirugia
espinal. Una de las aplicaciones mds importantes es el recubrimiento de superficies
metalicas para la fijacion de protesis ortopédicas y dentales, la técnica mas empleada es la

proyeccién por plasma del polvo de hidroxiapatita [2, 27,28, 100].

2.3. Propiedades de la Wollastonita

La wollastonita es silicato de calcio que se encuentra en forma natural con férmula
molecular CaSiOs, tiene una composicién en peso tedrica de 48.3% de 6xido de calcio
(Ca0) y 51.7% de didxido de silicio (SiO,). La wollastonita es un mineral no metalico de
multiples aplicaciones industriales [83]. Principalmente se asocia a depdsitos tipo skarn,

como producto del metamorfismo de contacto y metasomatismo de rocas pluténicas con
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rocas carbonatadas. En dicho contacto se produce migracién de fluidos hidrotermales que
acompafian la aparicion de una mineralogia estable (calcosilicatada) a las condiciones del

metamorfismo termal.

La reaccion metamorfica entre silice y carbonato de calcio para formar wollastonita ocurre
aproximadamente 450-600°C y profundidades cercanas a la superficie. La reacciéon
guimica a través del contacto metamérfico de silica y caliza ocurre segln la reaccién

siguiente [133,134].

CaCOs3 + Si0,; — CaSiOs + CO, (1)

En la naturaleza pueden encontrarse otros iones que sustituyen al calcio como el hierro y

el manganeso formando ferrowollastonita y manganowollastonita respectivamente.

Respecto a su geologia econdmica, México es uno de los principales paises productores a
nivel mundial, conjuntamente con EUA, India, Finlandia y China. Practicamente, la
totalidad de la produccién nacional se destina a la exportacién. Los principales
yacimientos se encuentran en el estado de Sonora (Hermosillo, NYCO-Minerals), Zacatecas
(Panfilo Natera) e Hidalgo (Villa Juarez), siendo el depdsito de Hermosillo de gran escala y

los de Panfilo Natera y Villa Juarez, de pequefia y mediana produccion [134].

2.3.1. Propiedades Cristalograficas

La wollastonita es un mineral polimorfo, es decir, posee diferentes estructuras fisicas bajo
la misma composicidn quimica CaSiOs. Los dos polimorfismos mds conocidos son:
wollastonita formada a baja temperatura, (B-wollastonita) y pseudowollastonita formada
a alta temperatura, (a-wollastonita). Existen dos formas estrechamente relacionadas del
polimorfismo a baja temperatura, las cuales son: wollastonita en si, que posee una
estructura cristalografica triclinica (wollastonita-1T) y la que posee una estructura

cristalografica monoclinica conocida como parawollastonita o wollastonita-2M.
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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 [Si309]6'
(Figura 13a). Estas, estan enlazadas entre si por iones de calcio (Ca**) coordinadamente
con los atomos de oxigeno, lo cual compensa la carga eléctrica, ubicdndose
paralelamente al eje cristalografico b (Figura 13b). Esto explica el por qué los cristales
siempre se extienden en la direccion de b [010]. (El crecimiento en la direccién b

corresponde longitudinalmente a la estructura que se presenta en la Figura 13c) [133].

La wollastonita tiene una estructura cristalina perteneciente al grupo triclinico, Figura 13c,
con un grupo espacial P1, con pardmetros y angulos de red: a=7.94 A, b=7.32, c = 7.07 A,
a = 90°2, B = 95°22°, y = 103°26°. El analisis por difraccion de rayos X (XRD) para la
wollastonita, resulta en un patrén con picos de difraccidén bien definidos, como se observa

en la Figura 14 [84].

Las Figuras 15 y 16 muestran respectivamente los espectros infrarrojo y Raman para la

wollastonita.
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Figura 13.

(a) (b)

(c)

Estructura de la Wollastonita, CaSiOs: (a) Cadena de SiO,, (b) Estructura cristalina,
(c) Ejes cristalograficos de una estructura triclinica [133,135].
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Figura 14. Patron de difraccion de rayos X para la wollastonita, CaSIO; en el rango de 26 = 5° a

Figura 15.

90° [84].
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Espectro FT-IR mostrando las bandas de absorcidén caracteristicas para Si-O para la
wollastonita, CaSIO;[84].
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Figura 16. Espectro Raman para la wollastonita [84]

2.3.2. Propiedades Fisicas

Entre la principales propiedades fisicas de la wollastonita se encuentran: densidad = 2.8-

3.2 g/cm?, punto de fusién = 1540°C y dureza segun la escala Mohs entre 4.5-5.

La wollastonita es Unica entre los minerales no metalicos industriales por su combinacion
de color blanco, pH alcalino (8.0-9.0) y su forma cristalina acicular, (forma de agujas) le
permite ser utilizada como componente de refuerzo para otros materiales [83]. La Figura
17 muestra la morfologia acicular tipica de la wollastonita, la cual confiere mayor

eficiencia mecanica en los materiales compuestos donde se encuentra presente.

2.3.3. Propiedades Biologicas

Desde la década de los 90, la wollastonita ha sido considerada objeto de estudio como
material artificial para implante en huesos y piezas dentales, debido a que este material

exhibe buenas caracteristicas de biocompatibilidad y bioactividad, tanto en estudios “in
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vitro” como en estudios “in vivo”. Varios investigadores han reportado una rapida
formacidén de una capa de apatita sobre la superficie de la wollastonita, comparada con las
capas obtenidas sobre otros materiales ceramicos como biovidrios y vitrocerdmicos
cuando estan inmersos en fluidos fisioldgicos simulados (SBF) [71-82,85-91]. La Figura 18
muestra el patréon de difraccién de rayos X de la capa formada sobre la superficie de una
pelicula de wollastonita, cuando ésta se sumerge en un sistema de fluido fisiolégico
simulado. Este difractograma muestra un patrén semejante al presentado por las apatitas
bioldgicas, formadas por los bioceramicos bioactivos cuando interactian con los sistemas
bioldégicos [85-91]. Por otro lado, numerosos estudios toxicolégicos han demostrado que
la wollastonita es un material totalmente biocompatible, por lo cual se considera que no

presenta propiedades adversas para la salud [136].

La posibilidad de poder ser utilizado como material de refuerzo, conjugado con las
reconocidas propiedades bioactivas, ponen a la wollastonita a la vanguardia entre el resto
de los cerdmicos, como uno de los materiales mas adecuados para la formulaciéon de
biocompdsitos, los cuales puedan ser utilizados como materiales de implante en lesiones

del tejido dseo.

Figura 17. Micrografia de microscopio electrénico de barrido de la wollastonita, CaSiO;
mostrando su forma acicular caracteristica [84].
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Figura 18. Patron de difraccién de rayos X de la capa de apatita, formada sobre una pelicula de
wollastonita cuando se sumerge por 21 dias en un sistema de fluido fisioldgico

simulado (SBF) [85].
2.4. Técnicas de Preparacion de Hidroxiapatita

2.4.1. Generalidades

La hidroxiapatita puede ser de origen natural (bovina, coralina o ficégena) o sintética

(cerdmica o no cerdmica).

Hidroxiapatita de origen natural

El hueso bovino es una fuente de hidroxiapatita popularizada en los afios 50. Hoy dia se
dispone de procedimientos capaces de eliminar todos sus elementos proteicos y
celulares, convirtiéndolo en un material desprovisto de inmunogenecidad. Generalmente
se desproteiniza por un proceso de calcinacién. Su estructura macroscépica es muy
similar a la matriz mineral del hueso humano y su utilizacién se limita al relleno de

defectos dseos ya que su resistencia mecanica es baja.
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El coral es otra fuente de hidroxiapatita. Algunos tipos de coral escleroactiniforme de los
géneros genidpora y porites forman un armazén constituido por canales paralelos
intercomunicados por poros. Este exoesqueleto esta formado por carbonato calcico, que
se convierte en hidroxiapatita al generarse un intercambio quimico con fosfatos, en medio
acuoso y presencia de calor, (transformacion hidrotermal con intercambio idnico)

[30,137].

6(NH4)2HPO4+ 10C8C03 + 2H20 —> C810(PO4)5(OH)2 + 6(NH4)2CO3 + 4H2CO3 (2)

En este proceso, la estructura porosa se conserva, permitiendo que el tejido conectivo y el
hueso crezcan al interior del material. Este implante es una alternativa para manejar
defectos 6seos que requieren ser rellenados. Sin embargo, carecen de la resistencia del

hueso y se reabsorben muy rapido [138].

Otro tipo de hidroxiapatita natural microporosa y no reabsorbible, se deriva de las algas
(ficdgena). La arquitectura natural de algunas algas calcificadas (rhodophyceae y
cholophyceae) presentan una superficie muy parecida a la del hueso, teniendo afinidad
por las proteinas y los factores de crecimiento de la matriz 6sea. La integracion ésea vy la
proliferacion de hueso sobre la superficie de granulos de hidroxiapatita ficdgena se debe a

gue los patrones de mineralizacién de las algas y el hueso son muy parecidos.

Hidroxiapatita sintética

La hidroxiapatita sintética no cerdmica (PHA) exhibe una quimica compleja,
(Ca10.x(HPO4)x(PO4)sx(OH),) ya que la relacion molar Ca/P oscila en el rango de 1.5 a 1.67
y algunas veces hasta fuera de éste. Se obtiene habitualmente por precipitacidon quimica
en solucion acuosa al afiadir una solucion rica en fosfatos a otra con iones calcio en
condiciones controladas (pH > 7). Los cristales de PHA presentan una baja cristalinidad y
tamafios submicrométricos. Equivale a la porcion mineral del hueso humano desde el

punto de vista fisico, quimico y cristalografico. Es un material que se reabsorbe
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lentamente actuando como matriz ésea sobre la que se va depositando el hueso

neoformado.

La hidroxiapatita sintética de origen ceramico (HA) es la forma obtenida al calcinar
hidroxiapatita no cerdmica a 700-1300°C. Esta constituida por particulas esféricas con alta
cristalinidad, densidad y gran pureza. Es un material muy biocompatible, no reabsorbible,
que permite la aposiciéon directa del hueso. El medio utilizado y las temperaturas
aplicadas, condicionan la estructura cristalina, la porosidad y la solubilidad del producto

resultante.

2.4.2. Preparacion de Hidroxiapatita Ceramica Densa.

La preparacion de hidroxiapatita densa se lleva a cabo mediante las etapas siguiente: (1)
preparacién de los polvos de hidroxiapatita o utilizacion de productos disponibles
comercialmente; (2) compactacion de los polvos bajo altas presiones, en tamafios y

formas adecuadas; vy (3) sinterizacion.

La Hidroxiapatita pura puede obtenerse a partir de reacciones en sistemas hidrotermales
0 a partir de reacciones de estado-sdlido. Sin embargo, cuando se prepara a partir de
sistemas acuosos tal como en los métodos de precipitacion o hidrélisis, la hidroxiapatita
obtenida generalmente es deficiente en calcio, con valores de relacion molar Ca/P
menores a 1.67 correspondiente a la hidroxiapatita estequimétrica. Cuando la reacciéon de
precipitacion se lleva a cabo bajo condiciones de alta alcalinidad, el precipitado contendra
carbonato lo cual se reflejara en un valor de relacion molar Ca/P superior al valor

estequiométrico.

2.4.2.1 Métodos de Precipitacion

Los métodos mas comunes para la preparacién de hidroxiapatitas comerciales consisten
en agregar gota por gota acido fosforico, H3PO,4 a una suspensién agitada de hidroxido de

calcio, Ca(OH);, en agua (método de Rathje).
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10 Ca(OH)z +6 H3(PO4)2 4 Calo(PO4)6(OH)2 (3)

Este método se modifica por la adicion de hidréxido de amonio NH,OH, para mantener el
pH del sistema con alta alcalinidad y asegurar la formacidn de hidroxiapatita (HA), después

de la sinterizacién de la hidroxiapatita precipitada (PHA).

Otro método de precipitaciéon consiste en la reaccidn de nitrato de calcio Ca(NOs), y
fosfato de amonio (NH4),HPQOg4, con la adicién de hidroxido de amonio, NH;OH (método de

Hayek y Newesely).

10 Ca(N03)2 +6 (NH4)2HPO4 +2 NH;OH —> C310(PO4)5(OH)2 (4)

Este método presenta una fuerte dependencia con el pH y la concentraciéon de los
reactivos, para poder obtener eficientemente hidroxiapatita pura después del proceso de
sinterizacion del precipitado, por lo cual exige un estricto control de estos pardmetros. En
procesos de precipitacion se recomienda el uso de acetato de calcio Ca(CH3;COO), como
fuente de calcio en lugar de cloruro o nitrato de calcio, debido a que los iones acetato no
se incorporan en la hidroxiapatita, a diferencia de los iones nitrato y cloruro los cuales

pueden hacerlo.

2.4.2.2. Método de Hidrdlisis

La hidroxiapatita puede formarse también a partir de la hidrdlisis de fosfatos de calcio
acidos como el DCPD, OCP, DCPA en soluciones de hidréxido de amonio, sodio o potasio,
carbonato, fluoruro o cloruro, dependiendo de la composicién deseada para el producto

final.
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La hidroxiapatita producida en sistemas acuosos por los métodos de precipitacion e
hidrélisis, generalmente son deficientes en calcio, lo cual produce la formacién de

B-tricalcio fosfato con la HA durante el proceso de sinterizacion.

2.4.2.3. Compuestos de Fosfatos de Calcio Disponibles Comercialmente

Compuesto de fosfatos de calcio disponibles comercialmente (fosfato de calcio tribdsico,
hidroxiapatita cdlcica) son utilizados como polvo de hidroxiapatita con o sin la adicidon de
cantidades apropiadas de CaCOs;, CaO o Ca(OH),, para lograr sistemas menos deficientes
en calcio y minimizar la formacion de B-tricalcio fosfato durante el proceso de

sinterizacion.

2.4.2.4. Reacciones de Estado-Sélido

La hidroxiapatita puede formarse también mediante reacciones de estado sélido como lo

muestran las reacciones siguientes:

6 CaHPO, +4 Ca(OH), — Caio(PO4)e(OH); + 6 H,0 (5)
3 C83(PO4)2 + Ca(OH)z —> C810(PO4)5(OH)2 + H,0 (6)

La mezcla de fosfatos de calcio, se comprime y sinteriza por encima de 950°C. También
pueden prepararse por este método apatitas sustituidas (ejemplo; Sr por Ca; F o Cl por

OH), afiadiendo los compuestos apropiados en la mezcla.

2.4.2.5. Reacciones Hidrotermales

Las reacciones anteriores pueden desarrollarse también hidrotermalmente a 275°C, bajo
presién de vapor de 12000 psi. Asimismo, B-TCP, TTCP entre otros compuestos, pueden

ser facilmente convertidos a hidroxiapatita bajo estas condiciones.
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Carbonato de calcio en presencia de la cantidad apropiada de CaHPO4 o (NH4),HPOy,

puede transformarse en hidroxiapatita como sigue:

4 CaCO3z + 6 CaHPO, — C310(PO4)5(0H)2 + 6 H,0 +4 CO, (7)
10 CaC03 +6 (NH4)2HPO4 —> Calo(PO4)5(OH)2 +6 Hzo +4 COZ (8)

2.4.2.6. Método Sol-Gel

El proceso sol-gel es uno de los métodos mas importantes para la produccién de nuevos
materiales. Ademads de las ventajas comerciales tales como bajos costos de operacién,
bajo consumo de energia e impacto ambiental casi nulo, el uso de bajas temperaturas en
estas técnicas, hace posible tener estricto control de los pardmetros del proceso con
mayor flexibilidad, en relacién al uso de altas temperaturas en los procesos tradicionales.
Entre las ventajas de las técnicas sol-gel para la producciéon de biomateriales inorganicos
se encuentran: nuevas composiciones, mayor homogeneidad, altos niveles de pureza,
bajas temperaturas en el recubrimiento de substratos, mejor control de distribucién de
tamafios en polvos, control de la quimica de superficie, control de las redes de poros en
escalas nanométricas, entre otras. Para el caso de la sintesis de fosfatos de calcio el
método sol-gel permite un eficiente mezclado molecular de calcio y fésforo, mejorando la
homogeneidad quimica de los productos. Asimismo, la alta reactividad de los materiales
producidos via sol-gel permite la reduccion de temperaturas y evitan cualquier fenédmeno
de degradacidon durante las etapas de sinterizacién posteriores. Ademads se ha
demostrado que los materiales sintetizados por esta via tienen mejores caracteristicas y
respuestas bioactivas en relacién con los materiales formados por los métodos

tradicionales.

2.4.2.7. Compactacion y Sinterizacion

Los polvos de hidroxiapatita preparados por alguno de los métodos descritos
anteriormente, pueden tener una conformacion densa o macroporosa. La conformacion

densa de la HA es microporosa, esta porosidad es inducida de manera no intencional y
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depende de la temperatura y tiempo de sinterizacién. Para la hidroxiapatita densa el
tamafio de los poros adquiere valores menores a 1 um de diametro. Por otro lado, la
macroporosidad, puede ser inducida deliberadamente, mezclando los polvos con un
componente volatil (ejemplo; peréxido de hidréogeno o naftaleno) provocando la rapida
evaporacion de este componente antes de la sinterizacion. La macroporosidad también
puede ser una propiedadad del material utilizado para producir la hidroxiapatita, como es

el caso de los corales y el hueso.

Los polvos de hidroxiapatita son comprimidos o compactados dentro de moldes, con o sin
la presencia de agentes aglomerantes (ejemplos; almidén en agua, acido estedrico en
alcohol, o hidrocarburos de bajo peso molecular). Los comprimidos pueden sinterizarse
en aire (método convencional) a la temperatura deseada, generalmente entre 900-
1300°C, a velocidades de calentamiento de 100°C/hr, manteniéndolos a la mdaxima
temperatura por varias horas para posteriormente ser enfriado a la misma velocidad con

la que fue calentado.

También se utilizan técnicas de prensado en caliente, en las cuales la presién y el calor se
aplican simultdnea y continuamente. Este procedimiento permite que la densificacidon
tenga lugar a temperaturas mucho madas bajas que las requeridas en los procesos de
sinterizacién convencionales. Estas bajas temperaturas de densificacidon previenen la
formacioén de otras fases de fosfato de calcio (ejemplo; a-TCP, B-TCP, TTCP). Asimismo,
otra alternativa es el proceso de prensado isostatico en caliente, (HIP) donde los
materiales se comprimen mediante presion gaseosa a altas temperaturas, produciendo
materiales densos con resistencias a la compresidn altas comparadas con las obtenidas en
los métodos convencionales de prensado uniaxial. Las desventajas de la implementacién
de estas técnicas son el alto costo de los equipos y una geometria limitada en los

productos finales.
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2.5. Procesamiento Sol-Gel
El procesamiento sol-gel se puede dividir en cuatro grandes etapas fundamentales:

e Preparacion del sol.
e Gelificacion.
e Envejecimiento.

e Secado y tratamiento térmico.

2.5.1. Preparacion del Sol

Un sol es una suspension coloidal de particulas sélidas en un liquido, existen dos vias
basicas para obtener los soles: los sistemas acuosos y los sistemas organicos. En los
sistemas acuosos se utilizan como precursores 6xidos, hidroxidos y sales tanto orgdnicas
como inorgdnicas, estos compuestos se dispersan o se disuelven en agua. Los sistemas
orgdnicos se obtienen a partir de compuestos metal-organicos (principalmente alcéxidos)
disueltos en un solvente organico, que generalmente es un alcohol. Durante esta etapa se
desarrollan reacciones de “hidrodlisis” de los alcdéxidos metdlicos (M-OR) con el agua,
formandose hidréxidos metdlicos (M-OH). Asimismo, los hidroxidos metalicos se
combinan (M-OH + HO-M 6 M-OR + HO-M) para producir un éxido metdlico (M-0-M),
liberando ademas una molécula de agua o de alcohol, razén por la cual, esta segunda

reaccion recibe el nombre de “condensacion”.

2.5.2. Gelificacion

Las reacciones de hidrdlisis y condensaciéon del proceso anterior, conducen a la formacién
de agregados, que se enlazan hasta formar un Unico agregado gigante denominado gel.
En el momento de formacion del gel hay muchos agregados en el sol que se unen entre si
para formar una red sélida, responsable de la elasticidad, ocurriendo un cambio abrupto

de la viscosidad.
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2.5.3. Envejecimiento

Luego de la gelificacidn el sistema continlda reaccionando, dando lugar a reacciones como:
1) Polimerizacién, con la cual se aumenta la interconexion del esqueleto sdlido, en
consecuencia aumenta la densidad y la resistencia mecanica del sdélido, 2) Sinéresis, en la
cual ocurre la contraccion del esqueleto sélido del gel, acompafiada de la expulsion de la
fase liquida contenida en los poros, 3) Maduracion, el cual se debe a la disolucion y
precipitacion producida por la diferencia de solubilidad entre las particulas, y finalmente,
4) Cambios de fase, los cuales pueden ocurrir en todo el proceso de envejecimiento, por
ejemplo, puede ocurrir que la fase liquida se divida en dos fases, también puede ocurrir la

cristalizacién de sales utilizadas en sistemas multicomponentes.

2.5.4. Secado y Tratamiento Térmico

El secado de la fase liquida la cual constituye la mayor parte del volumen del gel himedo,
(70-90%), ocurre mediante evaporacion, la cual causa una contraccion acompanada de

endurecimiento del gel, estos geles secos también reciben el nombre de “xerogeles”.

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 técnicas como el

analisis termogravimétrico y dilatometria entre otras [139-142].

2.6. Evaluacion de la Biocompatibilidad en Biomateriales

Previo al empleo de cualquier biomaterial en el organismo es fundamental determinar su
biocompatibilidad. Este concepto hace referencia al grado de aceptacién de un material

por parte del organismo y se denomina mas precisamente aceptabilidad bioldgica.
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La bioaceptabilidad puede estudiarse evaluando los siguientes eventos:

e Lainteraccidn entre los biomateriales y tejidos receptores.
e Lareaccion resultante de la degradacidon del material.

e Los factores mecanicos involucrados.

El objetivo principal de los estudios de biocompatibilidad es analizar las posibles
respuestas adversas, tales como, inflamacién, pirogenicidad, toxicidad sistémica,
sensibilizacidon, mutagenicidad, carcinogenicidad y reaccidn a particulas extrafias. Ademas,
estos ensayos permiten determinar el comportamiento y actuacidn de los nuevos
materiales. El riesgo bioldgico de la utilizacién de los biomateriales depende de la
sustancia utilizada, de su actividad especifica, de la cantidad implantada y de la frecuencia
y/o del tiempo de exposicion. La informacién debe obtenerse bajo condiciones similares a
las que posteriormente estard sometido, durante alguna aplicacidn especifica, hecho en el
que cumplen un importante rol los diferentes modelos animales, que permiten investigar

la eficiencia de los nuevos biomateriales.

Los factores que influyen en la biocompatibilidad de un material son los siguientes:

Factores guimicos

La composicidon del material determina en gran medida su potencial toxicidad. Por
ejemplo, los polimeros pueden ser toxicos por si mismos o por la accidén de sus productos

de degradacién.

Factores eléctricos

Las corrientes de polarizacién anddica o catddica que presentan los metales condicionan
su corrosién. Por ejemplo, la polarizacion anddica provoca la disolucidn de iones metdlicos

en el organismo.
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Factores superficiales

La superficie de un material puede tener caracteristicas hidrofilicas o hidrofdbicas, lo que
condiciona la aptitud de las proteinas para la adsorcion y, secundariamente, su tolerancia.

En general, los materiales de superficie hidrofilica son mejor tolerados.

Factores mecanicos

Las interacciones en la interface entre el tejido y el biomaterial condicionan la respuesta
tisular. Es el caso de los implantes intradseos en que se puede producir la formacién de
tejido fibroso mediado por fuerzas de tracciéon o de cizallamiento, o de tejido éseo, por

interaccion de compresion.

Factores geométricos

La respuesta a un mismo material depende de la granulometria, geometria y cantidad del
mismo, de tal manera que la reaccidon es distinta si la formulacion es compacta o
particulada. En general, el implante en forma de particulas genera una respuesta

cuantitativamente mayor.

2.6.1. Evaluacion de la Respuesta Tisular
Los estudios relacionados con los biomateriales deben considerar la evaluacion de cuatro
fenédmenos:

e Procesos iniciales en la superficie del material.
e Corrosion y degradacion del biomaterial.
e Respuesta local.

e Respuesta sistémica.

La interaccién entre un biomaterial y el tejido receptor origina una respuesta local similar

a la provocada por un traumatismo o infeccién. La respuesta es variable, pero, en general,
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comienza con una reaccion inflamatoria aguda, continda con una respuesta inflamatoria

crénica y concluye con un proceso de reparacion.

La respuesta tisular frente a los biomateriales se analiza habitualmente por medio de la
histologia, por lo que los estudios experimentales comparativos deben estandarizar el

tamanfio, forma y superficie de los implantes a utilizar.

2.6.2. Estudio de la Biocompatibilidad

La tendencia actual en el estudio de la biocompatibilidad, es la realizacién de una serie de
pruebas bioldgicas. Las cinco pruebas fundamentales son cultivos celulares, implantacién

tisular, prueba de hemodlisis, irritacion cutaneo-mucosa y prueba de sensibilizacidn.

Cultivos Celulares

El comportamiento de las células en la interface entre el tejido y el material permite
definir la aceptabilidad biolégica y la biofuncionalidad de éste ultimo. Los cultivos

celulares determinan tres niveles de biocompatibilidad:

e No biocompatible: Cuando el sistema celular se desdiferencia.
e Biocompatible: Si las estructuras y funciones celulares especificas se mantienen en
calidad y cantidad.

e Bioactivo: Cuando el material estimula la diferenciacion celular.

Implantacion Tisular

La respuesta tisular frente a la implantacion de un biomaterial depende del modelo
animal, la geometria del implante, el lugar y tiempo de insercion. El estudio se puede
realizar a nivel intraperitoneal, intramuscular, especialmente en la regién paravertebral, o

en el tejido subcutaneo.
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Prueba de Hemdlisis

Permite la valoracién “in vitro” de las propiedades hemoliticas de los biomateriales en
estudio o extractos de éste, los que son puestos en contacto con sangre, ya sea en

condiciones estaticas o dinamicas, determinando el aumento de hemoglobina libre.

Prueba de Sensibilizacion

Estd disefiada para estudiar el potencial de una sustancia o extracto de material, para
producir una reaccion de tipo alérgico en contacto con la piel, en modelos animales,

valorando la reaccion cutdnea a las 24, 48 y 72 horas.

Prueba de Irritacién Cutdnea

Esta prueba sirve para estudiar la irritacion que produce un biomaterial al ponerse en

contacto con la piel, en modelos animales, valorando la aparicién de eritema o edema.

Comportamiento Mecanico

El comportamiento de un material sometido a una carga mecdanica depende de cuatro
propiedades basicas: elasticidad, plasticidad, fractura y viscosidad. Las propiedades que
describen el comportamiento mecdanico se definen a través de diversas ecuaciones. Sin
embargo, algunas relaciones simples entre tensién y deformacion proporcionan una

adecuada descripcién de las propiedades mecanicas de muchos materiales [2].

2.7. Evaluacion de Propiedades Mecdnicas Mediante Nanoindentacion
2.7.1. El microscopio de Fuerza Atémica

El microscopio de fuerza atémica (AFM), es un versatil instrumento utilizado para discernir
y visualizar una amplia variedad de procesos a pequefa escala. Usando el AFM no solo es
posible observar la imagen de la superficie con resolucidn atémica, si no también se puede

medir la fuerza de interaccion entre la sonda que barre la superficie y los atomos que
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forman la muestra al ser analizada. El principio de un AFM es simple, consta de una punta
muy afilada, atdmicamente hablando, (idealmente compuesta por un solo atomo),
montada al final de un brazo flexible (cantiliver), Figura 19. Esta es la encargada de
examinar la superficie de la muestra. La punta convencional es de nitruro de silicio con un
radio de curvatura de 30-50 nm. La muestra se coloca sobre un cilindro (piezoeléctrico), el
cual facilita su movimiento respecto a la punta cuando es examinada, existiendo en ese
instante movimiento del cantiliver en direccidén vertical respecto a la superficie de la
muestra. Este movimiento es controlado por medio de un haz laser que incide sobre el
vértice del cantiliver y que se refleja a un fotodetector cuadruple (superficie plana con
cuatro cuadrantes, comunmente llamado detector sensible a la posicion). La diferentes
sefiales que detecta el fotodetector del cuadrante superior e inferior le indican al AFM
cual es la deflexidn vertical del cantiliver y el resto de los cuadrantes le indican la deflexién
horizontal. La informacién obtenida por el AFM es la topografia de la superficie de la
muestra, cuya estructura se puede investigar desde una escala micrométrica hasta una
nanomeétrica teniendo con esto un amplio rango de aplicaciones. La Figura 20 muestra un

diagrama esquematico de las partes principales de un AFM.

Figura 19. Punta de un microscopio de fuerza atémica (AFM).

61



Figura 20. Diagrama esquematico de las partes principales de un AFM.

2.7.2. Nanoindentacion en Microscopio de Fuerza Atdmica

Los métodos convencionales de obtencidn del valor de dureza de un material se basan en
la medida 6ptica de la huella residual que queda sobre la muestra después de aplicar
sobre ella una carga normal. Dicha carga se aplica por medio de un indentador de
diamante con una geometria piramidal (Vickers o Knoop), segun se indica en la Figura 21.
El valor de dureza para dicho material se calcula dividiendo la carga aplicada por el area de

la huella residual. En los experimentos tradicionales de microindentacién, el drea de

Indentador l w T
Muestra l H d |
_
T T
Estado inicial Aplicacién de una Formacion de la
cargaW huella

Figura 21. Esquema del proceso de indentacion.


http://www.icmm.csic.es/fis/espa/nanoindentacion1.html

Las distintas técnicas existentes para medir la dureza en funcién de la carga aplicada se
dividen en: macroindentacién (P > 10 N), microindentacién (10 N > P > 10 mN) vy

nanoindentaciéon (P < 10 mN) [143].

Una medida de indentacién se convierte en nanoindentacion cuando el tamafio de la
huella residual es demasiado pequeifo para ser resuelta con precision mediante
microscopia Optica. Un dispositivo de nanoindentacion comunmente usado es un
trasductor con una punta de diamante montada sobre una de sus placas, el cual
reemplaza al cantiliver en un AFM. El transductor normalmente esta formado por tres
placas paralelas donde en una de ellas se coloca un pequeiio cilindro de Ti con una punta

de diamante en su extremo.

La prueba consiste en conducir la punta de diamante tipo Berkovick, (la cual consiste en
un tetraedro con un radio de curvatura entre 60-100 nm aproximadamente en su apice
Figura 22), hasta la superficie de la muestra, en este momento se aplica una carga sobre
ella hasta deformarla (deformacidon plastica y/o eldstica) mientras se mide el
desplazamiento del indentador. La carga maxima dividida entre el area de contacto
proyectada entre el indentador y la muestra resulta ser la dureza del material en unidades
de presiéon (P=N/m?). Otro resultado de estas mediciones es el médulo de eldstico que

corresponde a la resistencia contra la deformacidn plastica y elastica.

La punta de diamante se usa tanto para realizar las indentaciones como para capturar las

imagenes en modo AFM antes y después de las indentaciones.

2.7.2.1. Curvas Tipicas de Indentacion

La curva de indentacion es la relacidn entre la carga W'y el desplazamiento h (profundidad
de penetracién), la cual continuamente se monitorea mientras dura la indentacion. Segun
sea el valor de este desplazamiento se puede determinar el grado de elasticidad del

material a estudiar. Un material con un comportamiento preferentemente eldstico

63



recuperara gran parte del desplazamiento maximo, mientras que un material con un
comportamiento pldstico tendra una recuperacion muy pequeia (Figura 23). La Figura
23a representa el comportamiento fundamentalmente plastico, tipico de un metal, con
una recuperacion eldstica practicamente nula. Por otro lado, las Figura 23b y 23c
representan el comportamiento de un material con una gran recuperacion elastica mas

propio de los materiales cerdmicos como los estudiados en este trabajo.

LADO

NORMAL

b BASE TRIANGULAR

Figura 22. Diferentes vistas de una punta de diamante comercial tipo Berkovich utilizada en las
pruebas de nanoindentacion.
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Figura 23. Ejemplos de curvas tipicas de carga-desplazamiento para materiales con
comportamiento plastico (a) y eldstico (b y C) [143].

2.7.2.2. Deformacion Elastica-Plastica

Un sélido elastico se deforma elasticamente de acuerdo a la ley de Young, y el cuerpo
recupera su forma original después de haber reducido su carga aplicada a cero. Como
resultado, no hay una impresién en la superficie después de la indentacidon. En un sélido
perfectamente rigido no ocurre deformacién hasta el punto del rendimiento del material,
cuando la deformacién plastica tiene lugar. Cuando esto ocurre no hay restablecimiento
de la forma original durante la descarga y la impresién permanece. En un sélido elastico-
plastico, este se deforma eldsticamente de acuerdo a la ley de Young y después se
deforma plasticamente. La deformacidn elastica se recupera durante la descarga. La
representacion grafica de la deformacién de una superficie eldstica-plastica durante y

después de la indentacién se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Representaciéon esquematica de la deformacion de una superfice durante y después
de la indentacidn, mostrando las magnitudes empleadas en el andlisis de las
propiedades mecanicas [144,145].

En esta Figura se define la profundidad de contacto h, como la profundidad del
indentador estando en contacto con la muestra bajo carga. La profundidad medida
durante la indentacion h, incluye la depresidon de la muestra mas la profundidad de
contacto. La depresidn de la muestra durante la indentacion hs = h-h,, es causada por la
deformacion elastica y debe ser restada de los datos para obtener la profundidad real de
indentacién o dureza. En la carga mdaxima, la carga y la deformacién son Ppax Y Amax
respectivamente, siendo a, el radio de contacto del circulo para una punta cénica.
Cuando se retira el indentador, al final del proceso de descarga, se recupera el
desplazamiento del area de contacto y permanece la profundidad residual, impresién

indicadora de la dureza y definida por hy.

2.7.2.3. Teoria de Oliver y Pharr

A partir de los datos contenidos en la curva carga-desplazamiento, también se pueden
obtener otros valores relativos a las propiedades mecdanicas del material tales como la
dureza H, el mddulo elastico reducido E,, la rigidez del contacto S, el porcentaje de
recuperacion elastica %R, entre otras. En el presente trabajo estos calculos fueron

realizados usando el método desarrollado por Oliver y Pharr.
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La dureza es equivalente a la presién media bajo la punta del indentador, y se calcula
como la carga aplicada dividida por el drea de contacto entre el indentador y la muestra.
En los experimentos tradicionales de microindentacién, el drea de indentacion se
determina directamente por medios 6pticos una vez que se ha retirado la carga. Al ir
disminuyendo el tamafio de las indentaciones el método anterior se complica, y como
consecuencia se tiene que acudir a microscopios de alta resolucién ya que no somos
capaces de ver la marca dejada en la muestra por el nanoindentador. A este problema
hay que incluir los errores asociados a la propia éptica que nos permite visualizar la
indentacién. Para solucionar los problemas anteriores, en nanoindentacién se hace uso
de la capacidad del equipo para medir con precisién los desplazamientos de la punta. Por
lo tanto, se hace un calculo del drea en funcidn de la geometria del indentador y la

profundidad de contacto.

Lo anterior se basa en la posibilidad de describir la geometria del indentador con una
funcion de drea F(h), que relaciona el area de la seccién del indentador con la distancia de
penetracién desde el vértice de la punta. Suponiendo que el indentador no se deforma de
manera apreciable, el area de contacto en carga maxima se puede calcular a partir de una
relacién del tipo: Ac = F(h.), donde h. hace referencia a la profundidad pldstica o
profundidad de contacto. La forma concreta de la funcién de area F(h.), debe
determinarse experimentalmente. Para un indentador Berkovich perfecto, la relacién
entre h.y Ac es: Alh.) = 24.5 hZ. Sin embargo, hay que tener en cuenta las desviaciones
de una forma perfecta debido al desgaste de la punta y a otros factores. Esto lleva a una

funcién de area corregida de la siguiente forma:

Adh)=24.5h2+Ciht+Coh2+ Coh M+, + Cg h /%8 (9)

donde las constantes C; deben ser determinadas experimentalmente para la punta que se

esté empleando.
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Una vez que tenemos la funcion de area, el problema es cdmo determinar la profundidad
de contacto h,, a partir de las curvas de carga-desplazamiento. Inicialmente, esta
profundidad se obtenia a partir de una linea tangente en los primeros puntos de la curva
de descarga. Se presupone que el drea de contacto permanece constante al principio de
la descarga y que el comportamiento de la curva es lineal. El valor de h, se extrapola del

corte de la linea con el eje X.

Sin embargo, en la mayoria de los casos las curvas de descarga no se pueden describir
bien con una relacién lineal. En consecuencia hay que emplear relaciones no lineales
como las indicadas por Pharr y colaboradores [144,145]. Segun estos estudios, las curvas

de descarga estan mejor descritas por una ley de la forma:

P=Ah-h,J (10)

donde P es la carga aplicada, h el desplazamiento del indentador, hs el desplazamiento
final al terminar la descarga. A y m son pardmetros que se determinan mediante un
analisis de regresion por minimos cuadrados de los datos experimentales. Para varios
materiales estudiados, el valor de m oscila entre 1.25-1.6 lo que corrobora un

comportamiento no lineal.

La medida de nanoindentaciéon implica un registro continuo del desplazamiento h, del
indentador (profundidad) y de la carga aplicada P. Una grafica tipica de carga-
desplazamiento se muestra en la Figura 25, donde aparecen también los parametros

necesarios para determinar la dureza y el modulo eldstico (Pmax, hmax ¥ Smax)-

En esta figura se puede apreciar que tras la descarga, el indentador no se queda en el
punto de maximo desplazamiento, sino que el material ha recuperado parte del
desplazamiento maximo quedandose en lo que se llama desplazamiento residual hy.

Segun sea el valor de este desplazamiento residual se puede determinar el grado de
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elasticidad del material a estudiar. Un material con un comportamiento preferentemente
eldstico recuperara gran parte del desplazamiento maximo, mientras que un material con

un comportamiento plastico tendra una recuperacion muy pequefia.

max

a.
©
o0
S Descarga
qP
S|="gr
hc / hmax
'.

Desplazamiento, h

Figura 25. Curva tipica de carga-desplazamiento en una prueba de nanoindentacién [144].

A partir de este grafico se obtiene también la rigidez de contacto en la descarga (la cual
corresponde a la pendiente de la seccidn inicial de la curva de descarga), definida por la
expresion:

_dpP

g-
dh

(11)

La interseccién de la extrapolacidn de la pendiente con el eje horizontal, carga cero, se

denota por h..

Oliver y Pharr, propusieron una ecuacién para la determinacion de la profundidad de

contacto h., de la forma:
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h =h g max 12
85 (12)

Donde S es la rigidez, P« €5 la carga maxima, h¢ es la profundidad de contacto, hy.x s la
maxima profundidad y € es un factor geométrico. Asi, € puede tomar los valores de 0.72,
0.75, y 1 para geometrias en forma de cono, esfera y punzones planos respectivamente.

Para el apice de un indentador Berkovich se toma € = 0.75.

Una vez que tenemos el valor de h,, podemos calcular el area de contacto del indentador
con la ayuda de la funcidn de area (ecuacion 9), y finalmente podemos calcular la dureza

del material dividiendo la carga aplicada por el area calculada:

H = e (13)

A

Otro de los datos que se puede extraer de las curvas de carga-desplazamiento es el
modulo de elasticidad, el cual se calcula a partir de la curva de descarga, pues es donde se

presenta el comportamiento eldstico del material.

Teniendo en cuenta que el indentador no es perfectamente rigido, es decir, que también
se deforma elasticamente, se deben tener en cuenta las propiedades eldsticas del

indentador. Esto se hace a través del modulo de elasticidad reducido, definido como:

Lz (1_V52)+ (l_viz) (14)
E E E.

r S 1

donde E; y v son el mdédulo elastico y coeficiente de Poisson del material, y E; y v; son

madulo elastico y coeficiente de Poisson para el indentador.
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El mdédulo elastico reducido se puede calcular a partir de la rigidez S, y el area de contacto

A, como se indica en la ecuacién siguente:

S\
E = i (15)

2. A
A partir de las ecuaciones anteriores y con los valores del mddulo de elasticidad y del
coeficiente de Poisson del indentador, se puede extraer el mddulo de elasticidad del

material de estudio [143-145].

Por otro lado, si el indentador es diamante, se tiene que E;= 1141 GPay v;=0.07, debido
a que para la mayoria de los sélidos vs varia en el orden de 0.3 a 0.4 entonces una buena

aproximacion de la ecuacion (14) es:

[S—
[ —
I
<
2]
8]
N ~—

Y (16)
E, E
ya que la afectacion del cdlculo del mdédulo de elasticidad con esta aproximacion es

minima [146,148].

2.8. Evaluacion de la Bioactividad en Bioceramicos

La habilidad de un material de implante para lograr una unién directa con el tejido dseo,
es generalmente evaluada examinado su capacidad para formar una capa de
hidroxiapatita carbonatada, al ponerse en contacto con un fluido fisiolégico simulado
(SBF), el cual contiene una carga idnica con concentracién aproximadamente igual al
plasma sanguineo humano. Este andlisis resulta de gran utilidad para la prediccion del

comportamiento “in vivo” de la bioactividad del material [149-157].
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2.8.1. Diseiio de la Solucién de Fluido Fisiolégico Simulado (SBF)

En 1991 Tadashi Kokubo [153], propuso que la bioactividad “in vivo” de un material puede
predecirse mediante el analisis de su habilidad para formar una capa de hidroxiapatita
carbonatada sobre su superficie, al ponerse en contacto con una solucion SBF. Asimismo,
propuso la composicién y concentraciones de los diferentes iones en esta solucién, la cual

se presenta en la Tabla V, comparada con la composicidn del plasma sanguineo humano.

Es preciso mencionar, que la composiciéon de la solucion SBF mostrada en la Tabla V, es
una formulacion corregida por el mismo Kokubo, conocida como “corrected SBF (c-SBF)”
ya que la formulacién original (original SBF), no consideraba a los iones S04 contenidos
en el plasma humano. Sin embargo, esta solucién c-SBF se reporta convencionalmente

como solucién SBF en la mayoria de las investigaciones relacionadas con esta técnica.

Esta formulacion ha sido objeto de varias modificaciones, las cuales tratan de corregir las

diferencias existentes entre esta solucion y el plasma sanguineo.

Tabla V. Concentracién idnica del fluido fisiolégico simulado (SBF) propuesto por Kokubo,
comparada con el plasma sanguineo humano [153].

Concentracion de los iones (mM)

Na* K' wMg® ca® HCO; HPO,” SO,
SBF 1420 50 15 25 1478 420 1.0 0.5
Plasma Sanguineo 142.0 5.0 1.5 25 1030 270 1.0 0.5

pH ajustado a 7.4 por adicién de Tris-(Hidroximetil)-aminometano (CH,0H);CNH,) y HCl 1M a 37°C.

Como se observa en la Tabla V, esta solucidon corregida comparada con el plasma
sanguineo humano es aun rica en ion Cl" y deficiente en ion HCO3;. En 2003 Oyane y

colaboradores [154,155], trataron de corregir estas diferencias formulado una solucién
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SBF conocida como “revised SBF (r-SBF)”, en la cual las concentraciones de CI" y HCOs
fueron respectivamente disminuida e incrementada, 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. En 2004
Takadama y colaboradores [156], propusieron una nueva modificacién en la solucién SBF,
conocida como “newly improved SBF (n-SBF)” en la cual solo disminuyeron Ila
concentracion del ion CI hasta el nivel del plasma sanguineo, dejando la concentracién
del ion HCO;3 igual a la del c-SBF. Esta nueva formulacién fue comparada con la
formulacion convencional propuesta por Kokubo (c-SBF), con respecto a su estabilidad y
reproducibilidad para producir apatita sobre materiales sintéticos, con lo cual se constaté

que el comportamiento del c-SBF no difiere del n-SBF en estos dos aspectos.

En el 2003 se presentd ante el Comité Técnico ISOTC/150 de la Organizacién Internacional
para la Estandarizacién, la metodologia para la preparacion de esta formulaciéon
convencional para la solucién 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 prediccién de la bioactividad de estos materiales al momento de ser

implantados dentro del organismo [153].

2.8.2. Anadlisis de Bioactividad en Materiales de Implante

El ensayo de bioactividad es uno de los analisis que se realiza a los materiales de implante,
entre ellos los biocerdmicos, el cual consiste en poner a estos materiales en contacto con
fluidos fisiolégicos simulados, emulando las condiciones del cuerpo humano, con el fin de
determinar su comportamiento dentro del organismo y definir la posibilidad de su
aplicacion como materiales de implante con caracter bioactivo. La bioactividad consiste
en una modificacidn superficial de los materiales, generada por su reaccién con los fluidos
fisioldgicos, dando lugar la formacion de una capa neoformada de hidroxiapatita
carbonatada (CHA), un material bioldgicamente activo, el cual es quimica vy

estructuralmente equivalente a la fase mineral del hueso, permitiendo la unién interfacial
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del implante con el tejido conectivo, logrando eventualmente igualar el comportamiento
mecdanico del implante con el tejido a reemplazar. Los bioceramicos que presentan esta

caracteristica se les denomina bioactivos.

El procedimiento para evaluar la habilidad de los materiales de implante para formar
hidroxiapatita carbonatada sobre sus superficies, al ponerse en contacto con soluciones

fisioldgicas simuladas, se fundamenta en los aspectos siguientes:

2.8.2.1. Inmersion de los Materiales en la solucion SBF.

a) 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.

Materiales densos

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

para el analisis de acuerdo con la ecuacion siguiente:

Vo ="a (17)

donde V; es el volumen de la solucién SBF en mLy S, es el area del espécimen en

2
mm-.

Materiales porosos

Para materiales con alta porosidad, el volumen de solucién SBF utilizado para el

analisis, debe ser mayor al calculado con la ecuacion (17).
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b)

d)

e)

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

sumerge completamente en ella.

Después de sumergir el espécimen en la solucidn 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 [153].

Una vez transcurrido el tiempo de analisis, el espécimen se saca de la solucién SBF

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

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

asi como también, la carga idnica y el pH de la solucién SBF remanente.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. Sintesis y Caracterizacion de Compositos de Hidroxiapatita-Wollastonita
3.1.1. Procedimiento Experimental

Los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita se prepararon mediante la técnica sol-gel
utilizando acetato de calcio (Ca(C,H30,),, Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan), como fuente de
calcio, trietil fosfato (PO(OC,Hs)s, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), como fuente de fosfato, y
wollastonita natural de alta pureza (CaSiOs, NYAD® M325 Minera NYCO S.A. de Cc.v,,
Depdsito Pilares, Hermosillo, Sonora, México), con 98.25% de pureza, como fase de
refuerzo. La cantidad de los agentes precursores se fijé de tal forma que se obtuviera una
relacion molar Ca/P igual a 1.67, correspondiente a la relacién de calcio y fésforo en la
hidroxiapatita estequiométrica, las cantidades de wollastonita se fijaron de tal manera
que se obtuvieran porcentajes en peso de 0, 20, 50, 80 y 100% de este material en los
compdsitos. Las Tablas VI y VII muestran el analisis quimico y las propiedades tipicas de la

wollastonita usada en este trabajo [158].

La sintesis de los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita se desarrollé6 mediante las
etapas siguientes: i) Para producir aproximadamente 1.0 g de hidroxiapatita pura, se
disolvieron 0.02 moles de acetato de calcio en 5 mL de etanol mediante agitacion
ultrasdnica, seguidamente se agregaron gota a gota 0.012 moles de trietil fosfato para
obtener una relacién molar Ca/P igual a 1.67. ii) La mezcla de precursores fue colocada en
un equipo con agitacion magnética, en el cual se mantuvo agitandose por 12 h a
temperaturas entre 25-30°C. iii) La temperatura se elevd entre 40-45°C manteniendo la
agitacién durante 12 h. iv) Seguidamente se detuvo la agitacion y la temperatura se elevé
a 75°C manteniéndose durante 10 h, etapa en el cual se observé la gelacién en el sistema.

v) Los geles fueron secados a 120°C por 10 h.

Para producir los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita, primeramente se suspendid

la cantidad adecuada de wollastonita para obtener materiales con porcentajes en peso de
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20% (0.25 g), 50% (1 g) y 80% (4 g) en el volumen apropiado de etanol para mantener una
relacion solido-liquido constante de 1:2.25 (w/v) en todos los experimentos.
Posteriormente se continué con cada una de las etapas descritas anteriormente, hasta

obtener la mezcla de geles secos con la proporcién adecuada de wollastonita natural.

Los geles secos fueron molidos en un mortero de agata hasta obtener un polvo finoy
posteriormente tratados térmicamente hasta 1000°C, en un horno de alta temperatura
Thermolyne 46100 (Thermolyne, Bubuque, IA) en aire. La temperatura se elevd a razén
de 10°C/min hasta llegar a la temperatura de 1000°C, manteniéndose a esta condicién
durante 5 h. Seguidamente, los materiales se sacaron del horno permitiendo un

enfriamiento subito al medio ambiente.

Para purificar los materiales producidos después del tratamiento térmico y obtener
Unicamente las fases de hidroxiapatita y wollastonita, los polvos se dispersaron y agitaron
durante 2 h en 150 mL de una solucién de HCI 0.01M. Seguidamente, se separaron las
fases sélida y liquida mediante filtracién a través de papel wathman No. 42. El residuo

solido fue lavado repetidas veces con agua deionizada y secado a 120°C por 2 h.

Los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita fueron caracterizados por las técnicas de
difraccion de rayos-X (XRD, por sus siglas en inglés), espectroscopia infrarroja de
transformadas de Fourier (FT-IR), espectroscopia Raman, espectroscopia de dispersion de
energia (EDS), microscopia electrénica de barrido (SEM), y microscopia electrénica de

transmisién (TEM).

El diagrama de flujo del proceso integral de sintesis y caracterizacién de los compdsitos de

hidroxiapatita-wollastonita aparece en la Figura 25.
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Tabla VI.

Tabla VII.

Composicidon Quimica

CaSiO;

Componente Valor Tipico (%)
Ca0 46.25
SiO, 52.00
Fe,03 0.25
Al,05 0.40
MnO 0.025
MgO 0.50
TiO, 0.025
K,O 0.15
%wt. Pérdidas (1000°C) 0.40

Propiedades tipicas de la wollastonita NYAD® M325, producida por la Minera NYCO
S.A.de C.V. [158].

Propiedades Tipicas Valor
Apariencia Blanca
Morfologia Acicular
Peso Molecular 116
Gravedad Especifica 2.9
Tamafio de Particula Promedio (um) 9
Area Superficial (m?®/g) (BET) 1.3
indice de refraccién 1.63
pH (10%) 9.9
Solubilidad en agua (g/100cc.) 0.0095
Densidad (lbs./cu.ft.) 181
Dureza Mohs 4.5
Coeficiente de Expansion (mm/mm/°C) 6.5x10°
Punto de Fusidn (°C) — Tedrico 1540
Punto de Fusidn (°C) — ASTM D1857 1410

Composicidn quimica de la wollastonita NYAD® M325, producida por la Minera NYCO
S.A. de C.V. [158].
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Figura 26.
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Diagrama de flujo del proceso integral para la sintesis y caracterizacion de los
compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita.
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3.1.2. Técnicas de Caracterizacidn de los compdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita
3.1.2.1 Andlisis Térmico

Para detectar las transformaciones que ocurren en los materiales con la modificacién de
su temperatura se utilizdé el analisis térmico gravimétrico (TGA), en combinacion con el
anadlisis térmico diferencial (DTA). Ambos andlisis de desarrollaron en un equipo
analizador simultaneo DSC-TGA (TA Instruments SDT 2990, New Castle, DE). El intervalo
de 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 alumina.

3.1.2.2. Difraccion de Rayos-X

Los patrones de difraccion de rayos-X se obtuvieron con dos difractémetros: un
difractémetro de polvos Rigaku Miniflex (Tokio, Japan), con radiacién CuKa (40 mA, 40 KV)
y velocidad de barrido de 2°/min y un difractdmetro de polvos Phillips X'PERT (Phillips
Electronics, N.V. Eindhoven, Netherlands), con radiacién CuKa. (40 mA, 45 KV) y velocidad

de barrido de 1.2°/ min. En ambos casos, variando el angulo 20 desde 10 ° hasta 80°.

3.1.2.3. Espectroscopia Infrarroja de Transformadas de Fourier

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron con dos espectréometros: un espectrometro
FT-IR Vector 33 Brucker (Boston, MA), en el rango de 4000-400 cm™, y un espectrémetro
FT-IR Perkin-Elmer Modelo Spectrum GX (Perkin-Elmer, Shelton CT). Las muestras fueron
mezcladas con KBr y prensadas para formar pastillas las cuales fueron analizadas en modo

de transmision, en el intervalo de 4000-400 cm™,

3.1.2.4. Espectroscopia Raman

Los espectros Raman se obtuvieron con un espectrometro micro-Raman Dilor Labram
(Lille, France), con radiacion de excitacion de longitud de onda 632.8 nm y laser de He-Ne

de 20 mW, con una resolucién del orden de 1 cm™, en el intervalo de 4000-400 cm™.
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3.1.2.5. Espectroscopia de Dispersion de Energia

Los espectros de dispersidon de energia se obtuvieron con un microscopio electrénico de
barrido JEOL-5300, (Tokyo, Japan) equipado con un detector de rayos-X caracteristicos

para el analisis cualitativo y semicuantitativo de la composicién quimica de las muestras.

3.1.2.6. Microscopia Electronica de Barrido

Para el analisis de la morfologia externa de los materiales se utilizaron dos microscopios
electronicos de barrido: JEOL-5410LV (Tokyo, Japan) y JEOL-5300 (Tokyo, Japan), todas las
micrografias presentadas se obtuvieron sin ningln tipo de recubrimiento de los

materiales.

3.1.2.7. Microscopia electrénica de Transmision

Las imagenes de alta resolucion y los patrones de difraccion de electrones de area selecta
(SAED), se obtuvieron con un microscopio electrénico de transmisiéon 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 carbén.

3.2. Sinterizacion de los Compdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita
3.2.1. Procedimiento Experimental

Para las pruebas de sinterizacién, los compdsitos se molieron mezclados con 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
produjeron tabletas cilindricas mediante presién uniaxial de 0.5 g de polvo colocados en
un troquel de 10 cm de didmetro, comprimidos en una prensa Carver press Hydraulic Unit
3912 (Carver Inc.,, Wabash, IN) a una presiéon de 220 MPa durante 5 min. Los

experimentos de sinterizacién se desarrollaron en un horno de alta temperatura
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Thermolyne 46100 (Thermolyne, Bubuque, 1A) a 1200°C. El proceso térmico se desarrolld
a una velocidad de 2°C/min desde la temperatura ambiente hasta la temperatura de
sinterizacién, manteniéndose a esta temperatura durante 5 h, seguido por un
enfriamiento a una velocidad de 2°C/min. Las tabletas sinterizadas fueron pulidas
mecanicamente mediante peliculas de diamante de alta precisiéon, montadas en un disco
rotatorio plano (SBT Inc., San Clemente, CA). El tamafo de las particulas de diamante en
las peliculas utilizadas fue de 0.5-20 um. Los compésitos de hidroxiapatita-wollastonita
sinterizados contienen 0, 20, 50, 80 y 100% en peso de wollastonita, identificadas como

100H, 80H-20W, 50H-50W, 20H-80W y 100W respectivamente.

3.2.2. Técnicas de Caracterizacion de los Compdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita
Sinterizados

Los materiales sinterizados fueron caracterizados usando un difractémetro de rayos X,

X'PERT XRD (Phillips Electronics, N.V. Eindhoven, Netherlands) en el rango de 26 de 20°-

50°. La microestructura de los compdsitos sinterizados se analizé usando un microscopio

electrénico de barrido JEOL 5300 SEM (Tokyo, Japan). La composicion elemental de las

superficies de los compdsitos se analizé mediante espectroscopia de dispersion de energia

(EDS), y espectroscopia fotoelectronica de rayos-X (XPS).

Los espectros XPS de baja y alta resolucién se obtuvieron con un espectrémetro CAMECA-
MAC-3 (Riber LDM-32, France), en el cual la fuente de rayos-X usa la linea AlKa (1486.6
eV) para excitar la muestra. La escala de energia en el espectrémetro se calibré
previamente usando como referencia la energia de enlace (BE) de Cu 2p3/2 a 932.7 eV y
Ag 3d5/2 a 368.3 eV. La resolucion maxima obtenida bajo estas condiciones es de 0.8 eV,
medida a partir de la transiciéon C 1s en una lamina de grafito pirolitico. Ademas, los
cambios en energia de picos asociados con cargas electrénicas superficiales se

monitorearon siguiendo el valor de 284.5 eV para el pico C 1s en los espectros XPS.
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3.3. Evaluacion de las Propiedades Mecdanicas de los Compadsitos de Hidroxiapatita-
Wollastonita.

3.3.1. Procedimiento Experimental

Las propiedades mecdnicas de los compdsitos hidroxiapatita-wollastonita sinterizados
fueron medidas usando un nanoindentador TriboScope de Hysitron (Hysitron, Inc.,
Minneapolis MN). La dureza H, y el mdédulo de elasticidad reducido E,, fueron calculados
de la regién de descarga de la curva de indentacion mediante la teoria desarrollada por
Oliver-Pharr [144,145]. Para lograr una confiable y eficiente medicidn de las propiedades
mecanicas, todas las indentaciones se desarrollaran en ciertas zonas especificas del
material (con morfologia y topografia similar). Esto se logré haciendo barridos en un area
de 2 um x 2 um con la punta de diamante, la misma punta de diamante utilizada para las
indentaciones. Una vez visualizada un area uniforme y homogénea se realizé el proceso
de indentacion en cada compédsito. Después de elegir una regiéon en un compdsito dado,
se desarrollaron 5 indentaciones (para 5 cargas diferentes). Estas cargas fueron 700,
1000, 1500, 2000 y 2500 uN. Se analizaron cuatro regiones diferentes correspondiendo

un total de 20 indentaciones para cada compésito.

3.4. Evaluacién de las Propiedades Bioactivas de los Compdsitos de Hidroxiapatita-
Wollastonita.

3.4.1. Procedimiento Experimental
3.4.1.1 Preparacion del Fluido Fisiolégico Simulado (SBF)
La solucién SBF se formuld a partir de los reactivos y las cantidades siguientes:

Cloruro de sodio, (NaCl, 99%, Jalmek, NL, México), 7.996 gpl.
Bicarbonato de sodio, (NaHCOs3, 99.7%, Jalmek, NL, México), 0.350 gpl.
Cloruro de potasio, (KCl, 99%, Jalmek, NL, México), 0.224 gpl.

Ll A

Fosfato de potasio dibasico (K;HPO43H,0, 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MQ), 0.228

gpl.
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Cloruro de magnesio hexahidratado, (MgCl,’6H,0, 99.3%, Jalmek, NL, México),

0.305 gpl.

Cloruro de calcio, (CaCl,, 97.7%, Jalmek, NL, México), 0.278 gpl.

Sulfato de sodio, (Na,SO4, 99%, Jalmek, NL, México), 0.071 gpl.

Tris-(Hidroximetil)-aminometano, ((CH,OH)sCNH,, 99.8%, J.T. Baker, Phillipsburg,

NJ), 6.057 gpl.

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

En la preparacidn de la solucion SBF debe evitarse el uso de recipientes de vidrio,
ya que sobre su superficie puede inducirse la nucleacién de apatita. En su lugar

se deben utilizar recipientes de plastico con superficies suaves.

La solucion SBF se preparé en un recipiente de plastico, disolviendo las
cantidades apropiadas de cada uno de los reactivos en agua deionizada,
anadiéndolos uno por uno, en el orden indicado anteriormente, hasta que cada
reactivo se disolvié completamente. Se consumieron aproximadamente 40 mL

de HCl 1M, para ajustarel pHa a 7.4 en 1L de solucién.

Dado que la solucién SBF es una solucién supersaturada, cualquier método de
preparacién inapropiado puede generar una precipitacién en la solucién. Por tal
razén, en todo momento durante la preparacién se debe distinguir una solucidn
transparente, libre de cualquier indicio de precipitaciéon. Si aparece cualquier
tipo de precipitado, la preparacién debe detenerse, eliminar la solucién vy

empezar de nuevo.

Para preparar 1 L de solucién, 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 agitacidon magnética. Aproximadamente el 90% del acido

clorhidrico se afiade antes de agregar el cloruro de calcio.
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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 pH en la solucién, justo antes de agregar el tris-

(hidroximetil)-aminometano, el pH de la solucién se encontré ~ 2.0 + 1.0.

Se afadio el tris-(hidroximetil)-aminometano poco a poco, esperando a que se
disolviera completamente y observando el aumento gradual de pH en la
solucion, hasta que ésta alcanzé 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 solucién.

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 solucién.

Posteriormente se afiadid en gotas la cantidad de HCl 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 HCl 1M, repitiendo esta operacién hasta que todo el tris-
(hidroximetil)-aminometano se agregd a la mezcla, ajustando finalmente el pH ~

7.42 con HCl 1M.

Finalmente, se retir6 de la solucion el electrodo de pH, se lavd con agua
deionizada y ésta se agregd a la solucion. La solucién se retird del recipiente
plastico y se colocd en un recipiente volumétrico, la superficie del recipiente
plastico se lavd en repetidas ocasiones con agua deionizada, esta agua de lavado

se anadid a la solucidn aforando aproximadamente hasta la marcade 1 L.
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3.4.1.2

Considerando que la disminucion de la temperatura puede afectar el volumen de
la solucidn, el recipiente se tapd, la mezcla se colocé en un bafio a 20°C. Una vez
que se alcanzé esta temperatura, el recipiente se aforé exactamente a 1 L con

agua deionizada.

El fluido se preservd en un recipiente de plastico herméticamente sellado a una

temperatura de 5-10°C durante 30 dias.

Evaluacion de las Propiedades Bioactivas de los Materiales

La bioactividad de los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita se evalué analizando la

nueva capa de apatita formada sobre la superficie de los materiales después de

sumergirse en 40 mL de la solucién SBF durante 1. 2 v 3 semanas a 37°C, (Figura 27).

Figura 27.

Recipiente
—>
SBF
Compdsito
37°C

Estufa

Diagrama esquematico de un material inmerso en solucién SBF.
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3.4.1.3. Técnicas de Caracterizacion

El efecto de la interaccién de los materiales con el sistema fisioldgico simulado, se analizé
evaluando las caracteristicas de las capas formadas sobre de los materiales. La evaluacion
de la morfologia y composicidn de las capas se evalué mediante SEM/EDS, utilizando un
microscopio electrénico de barrido JEOL 5300 SEM (Tokyo, Japan) y espectroscopia
fotoelectronica de rayos-X CAMECA-MAC-3 (Riber LDM-32, France). Para Ia
determinacién de los cambios en la concentracién de los iones Ca, P y Si, asi como los
cambios de pH de la solucién SBF durante el periodo de inmersion de las muestras, se
utilizé un espectrdmetro de plasma acoplado inductivamente, Optima 2100 DV ICP-OES

(Perkin-Elmer, Shelton, CT) y un medidor de pH (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Sintesis y Caracterizacidon de los Compdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita
4.1.1. Andlisis Térmico en los Geles Secos

Para conocer el efecto de la temperatura en los geles secos producidos al final de la etapa
sol-gel, se desarrollaron técnicas de andlisis térmico (TGA/DTA), con el objeto de detectar
las diferentes etapas de transformacién que se presentan en estos materiales, hasta

alcanzar los productos finales deseados.

La Figura 28 muestra las curvas de analisis térmico gravimétrico (TGA) combinadas con las
curvas de analisis térmico diferencial (DTA), del gel producido a partir de acetato de calcio
y trietil fosfato inmersos en etanol, formulado para obtener hidroxiapatita pura, asi como
también las curvas TGA/DTA para la muestra de wollastonita natural, ambos tratados
térmicamente desde la temperatura ambiente hasta 1000°C. El grafico de TGA para este
gel presenta algunas sefiales de pérdidas en peso al inicio del tratamiento, las cuales
pueden ser atribuidas a pérdidas de humedad en el sistema, asi como a la evolucion de
compuestos organicos presentes en el gel, los cuales fueron afiadidos como precursores o
formados a partir de alguna reaccion con los componentes del medio. La primera
transicion térmica importante, ocurre en el intervalo de temperatura de 380°C-450°C, a la
cual le corresponde una pérdida en peso de aproximadamente 25%, ésta se encuentra
relacionada con un intenso pico exotérmico en la curva de DTA, alrededor de 420°C. Esta
primera transformacién podria estar asociada con la formacién de hidroxiapatita
acompaiada de carbonato de calcio en forma de calcita (CaCOs) [51,52]. Alrededor de
600- 700°C se observa una transicion térmica adicional, correspondiente a una pérdida en
peso de aproximadamente 20%, relacionada con un pico endotérmico alrededor de 650°C,
el cual puede deberse a la conversidon de carbonato de calcio a éxido de calcio (CaO) y
dioxido de carbono (CO;). Por otro lado, el comportamiento de la muestra de wollastonita
natural, demuestra que este material no presenta ninguna transicion térmica en el

intervalo de temperatura evaluado.
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Figura 28. Graficos de DTA/TGA para las muestras: (—) gel seco de acetato de calcio y trietil
fosfato inmersos en etanol y (----) wollastonita natural, tratados térmicamente desde
la temperatura ambiente hasta 1000°C, a una velocidad de calentamiento de
10°C/min.

La Figura 29 muestra los graficos de TGA de los geles producidos a partir de acetato de
calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, cada uno con diferente porcentaje en peso de
wollastonita natural, tratados térmicamente a partir de la temperatura ambiente hasta
1000°C. En los materiales con 0 y 20% wt de wollastonita, Figuras 29a y 29b
respectivamente, no se observan diferencias significativas, ambas curvas muestran los dos
procesos térmicos explicados anteriormente, con pérdidas en peso similares. Sin
embargo, cuando la cantidad de wollastonita se incrementa a 50 y 80% wt, los porcentajes
de pérdidas en peso disminuyen, Figuras 29c y 29d, debido a que el material activo se
encuentra en menor cantidad. Lo anterior demuestra que la wollastonita incorporada a
los materiales permanece sin reaccionar a lo largo de todo el proceso, como se presenta

en la Figura 29e.
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Figura 29. Graficos de TGA de los geles secos de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en
etanol con diferente porcentaje en peso de wollastonita natural: (a) 0% wt, (b) 20%
wt, (c) 50% wt, (d) 80% wt y (e) 100% wt, tratados térmicamente desde la
temperatura ambiente hasta 1000°C, a una velocidad de calentamiento de 10°C/min.

En los graficos de DTA presentados en la Figura 30, de los geles producidos a partir de
acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, con diferente porcentaje en peso de
wollastonita natural, se observa el mismo comportamiento respecto a los procesos
térmicos descritos anteriormente. Solo se distinguen pequefias diferencias en las
temperaturas donde ocurren la formacion de hidroxiapatita acompafada de carbonato de
calcio y la subsecuente transformacion de carbonato a éxido de calcio. Estas reacciones

se observan entre 400- 420°C y 650-700°C respectivamente.
Para corroborar cada una de las etapas descritas en los andlisis térmicos, se procedid a

desarrollar secuencialmente los tratamientos térmicos respectivos en los geles secos y

describir posteriormente su caracterizacion.
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Figura 30. Graficos de DTA de los geles secos de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en
etanol con diferente porcentaje en peso de wollastonita natural: (a) 0% wt, (b) 20%
wt, (c) 50% wt, (d) 80% wt y (e) 100% wt, tratados térmicamente desde la
temperatura ambiente hasta 1000°C, a una velocidad de calentamiento de 10°C/min.

4.1.2. Caracterizacion de los Geles Secos
Difraccion de rayos-X

El andlisis por difraccion de rayos-X para el gel secado a 120°C, producido a partir de
acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, formulado para obtener
hidroxiapatita pura, asi como para la muestra de wollastonita natural, se muestran en la
Figura 31. El patrdn de difraccion del gel seco en la Figura 31a, no muestra ningun indicio
de la presencia de hidroxiapatita hasta esta etapa del procesamiento, Unicamente se
aprecia el acetato de calcio remanente (JCPDS 19-0199), en una mezcla de compuestos

amorfos provenientes de las reacciones entre los agentes precursores.
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Por lo que respecta al andlisis por difraccion de rayos-X de la muestra de wollastonita
natural, en la Figura 31b se puede observar su patrdn tipico de difraccion (JCPDS 84-

0654), asegurando con esto la pureza del material.

Intensidad Relativa (u.a)

2-Theta (°)

Figura 31. Patrones de difraccién de rayos-X para: (a) gel seco producido a partir de acetato de
calcio vy trietil fosfato inmersos en etanol, y (b) wollastonita natural. (m) Acetato de
calcio, (+) Wollastonita.

Espectroscopia Infrarroja de Transformadas de Fourier

La Figura 32 corresponde a los espectros de infrarrojo correspondientes la wollastonita
natural, y al gel obtenido a partir de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol,
secado a 120°C. Este ultimo espectro reafirma la presencia de acetato de calcio en este
gel, mezclado con algin compuesto de fosfato de calcio amorfo carbonatado, derivado de
las reacciones entre los agentes precursores de la hidroxiapatita. De esta manera también
se corrobora, que hasta este nivel del procesamiento no existe ningun indicativo de la
presencia de hidroxiapatita en los geles secos con diferente porcentaje en peso de

wollastonita presentados en la Figura 33.
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Figura 32 Espectros FT-IR para: (a) gel seco producido a partir de acetato de calcio y trietil
fosfato inmersos en etanol, (b) wollastonita natural.

Espectroscopia Raman

En la Figura 34 se presentan los espectros Raman correspondientes a los geles obtenidos a
partir de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, con diferente porcentaje en
peso de wollastonita, secados a 120°C. El resultado de esta comparacidon corrobora
también por esta técnica, que hasta este nivel del procesamiento no existe ningun
indicativo de la presencia de hidroxiapatita en los geles secos, destacando de nuevo la
presencia de acetato de calcio, en una mezcla de wollastonita y compuestos derivados de

las reacciones entre los agentes precursores de la hidroxiapatita.

93



(d)

©
E
2
< b
RO
C
©
=
5
s [@
|_
g

25%

T I T I T I T I T I T I T I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de Onda (cm™)

Figura 33. Espectros FT-IR de los geles secos producidos a partir de acetato de calcio y trietil
fosfato, inmersos en etanol, con diferente porcentaje en peso de wollastonita:
(a) 0% wt, (b) 20% wt, (c) 50% wt y (d) 80% wt.
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Figura 34. Espectros Raman de los geles secos producidos a partir de acetato de calcio vy trietil
fosfato inmersos en etanol, con diferente porcentaje en peso de wollastonita: (a) 0%
wt, (b) 20% wt, (c) 50% wt, (d) 80% wt.
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4.1.3. Caracterizacion de los Materiales Tratados Térmicamente
Difraccion de rayos-X

En la Figura 35 se presentan los patrones de rayos-X para el gel obtenido a partir de
acetato de calcio vy trietil fosfato inmersos en etanol, tratado térmicamente hasta 500 y
1000°C. En estos patrones de difraccidn se comprueba que efectivamente a la
temperatura de 500°C se presentan los primeros indicios de la presencia de
hidroxiapatita, acompafada de carbonato de calcio (JCPDS 47-1743), Figura 35a, el cual
posteriormente se transforma a 6xido de calcio (JCPDS 37-1497), como se indicé en al
analisis térmico, Figura 35b. Asimismo, la Figura 36 presenta el patrén de rayos-X para el
gel seco obtenido a partir de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol con 20%
wt de wollastonita, tratado térmicamente hasta 1000°C. De igual manera, se aprecia la

presencia de hidroxiapatita y wollastonita acompafiadas de éxido de calcio.
El carbonato de calcio en forma de calcita, el cual se produce junto con hidroxiapatita
aproximadamente a 400-420°C, se descompone en éxido de calcio aproximadamente a

650-700°C, como se describe en la siguiente reaccién.

CaCO3— Ca0 + CO, (18)
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Figura 35

Figura 36
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Patrones de difraccién de rayos-X del gel seco producido a partir de acetato de calc
y trietil fosfato inmersos en etanol, tratado térmicamente hasta: (a) 500°C
(b) 1000°C. (c) Carbonato de calcio, (o) Oxido de calcio, (*) Hidroxiapatita.
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Patrones de difraccion de rayos-X del gel seco producido a partir de acetato de calcio
y trietil fosfato inmersos en etanol, con 20% wt de wollastonita, tratado

térmicamente hasta 1000°C. (*) Hidroxiapatita, (o) Oxido de calcio, (+) Wollastonita.
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4.1.4. Caracterizacion de los Materiales Después del Tratamiento de Lavado Acido
Difraccion de rayos-X

Para producir hidroxiapatita y compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita de forma pura,
se desarrollé una etapa de purificacion de los materiales para eliminar el éxido de calcio
presente. Este tratamiento consistié en lavar los materiales con una solucién diluida
de HCI (0.01M). Con lo anterior se promueve la conversién del 6xido de calcio a cloruro

de calcio mediante la reaccidn siguiente:

CaO + 2HCI — CaCl, + H,0 (19)

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 sélido purificado para proceder a su caracterizacion.

La Figura 37 muestra el patron de difraccion de rayos-X para el gel obtenido a partir de
acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, tratado térmicamente hasta 1000°C,
lavado con HCI| 0.01M y agua deionizada. Se observa que efectivamente, el dxido de calcio
desaparece del material por efecto de los lavados, dejando a la hidroxiapatita como la fase
principal (JCPDS 09-0432). Sin embargo, si se analiza cuidadosamente el patron de
difraccion en esta figura, se observa la presencia de un nuevo pico de difraccion,
aproximadamente a un dngulo 20 = 29.3°, asi como el traslape de los planos (211) y (112)
a un angulo 20 ~ 32° del patrén de difraccién de la hidroxiapatita. Lo anterior puede
atribuirse a la presencia de hidroxiapatita carbonatada (CHA) en el producto final [51,163-
165]. La Figura 38 resume los patrones de difraccion de los materiales obtenidos a través

de todas las etapas de procesamiento de la hidroxiapatita.
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Figura 37  Patrones de difraccién de rayos-X del gel seco producido a partir de acetato de calcio
y trietil fosfato inmersos en etanol, tratado térmicamente hasta 1000°C, lavado con
HCI 0.01M y agua deionizada. (*) Hidroxiapatita, (c) Hidroxiapatita carbonatada.
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Figura 38  Patrones de difraccion de rayos-X del gel seco producido a partir de acetato de calcio
y trietil fosfato inmersos en etanol: (a) gel secado a 120°C, (b) gel tratado
térmicamente hasta 1000°C y (c) gel tratado térmicamente hasta 1000°C, lavado con
HClI 0.01M vy agua deionizada. (*) Hidroxiapatita, (c) Hidroxiapatita carbonatada,
(o) Oxido de calcio (m) Acetato de calcio.
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El patrén de rayos-X de la Figura 39 muestra un comportamiento similar al comentado
anteriormente, pero ahora correspondiente al gel obtenido a partir de acetato de calcio y
trietil fosfato inmersos en etanol con 20% wt de wollastonita, tratado térmicamente hasta
1000°C, lavado con HCl 0.01M y agua deionizada. Con lo anterior se demuestra que la
hidroxiapatita se produce de igual manera en presencia o ausencia de wollastonita,
asimismo, queda de manifiesto que la wollastonita permanece sin reaccionar y sin
interactuar con la formacién de hidroxiapatita durante de todas las etapas del proceso.
La Figura 40 resume los patrones de difracciéon de los materiales obtenidos a través de
todas las etapas de procesamiento del compdsito con 80% wt de hidroxiapatita y 20% wt
de wollastonita. La Figura 41 muestra los patrones de difracciéon de rayos-X para Ia
muestra de wollastonita natural, asi como para cada uno de los compdsitos obtenidos a
partir de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, con diferente porcentaje en
peso de wollastonita, donde se aprecia en todos los casos la presencia de una mezcla de

fases de hidroxiapatita carbonatada y wollastonita.
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Figura39  Patrones de difraccion de rayos-X del gel seco producido a partir de acetato de calcio
y trietil fosfato inmersos en etanol, con 20% wt de wollastonita tratado térmicamente
hasta 1000°C, lavado con HClI 0.01M y agua deionizada. (*) Hidroxiapatita,
(c) Hidroxiapatita carbonatada, (+) Wollastonita.
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Figura 40 Patrones de difraccién de rayos-X del gel seco producido a partir de acetato de calcio
y trietil fosfato inmersos en etanol, con 20% wt de wollastonita: (a) gel tratado
térmicamente hasta 1000°C y (b) gel tratado térmicamente hasta 1000°C, lavado con
HClI 0.01M y agua deionizada. (*) Hidroxiapatita, (C) Hidroxiapatita carbonatada,
(o) Oxido de calcio, (+) Wollastonita.
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Figura4l Patrones de difraccidn de rayos-X: (a) wollastonita natural y geles secos producidos a
partir de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, con diferente
porcentaje en peso de wollastonita, tratados térmicamente hasta 1000°C, lavados con
HClI 0.01M y agua deionizada: (b) 80% wt, (c) 50% wt, (d) 80% wt, (e) 0% wt.
(*) Hidroxiapatita, (C) Hidroxiapatita carbonatada, (+) Wollastonita.
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Espectroscopia Infrarroja de Transformadas de Fourier

La Figura 42 muestra comparativamente los espectros FT-IR para el gel seco producido a
partir de acetato de calcio y trietil fosfato imersos en etanol sin tratamiento térmico (44a),
la muestra de wollastonita natural (44b), el gel seco tratado térmicamente hasta 1000°C,
lavado con HCI 0.01M y agua deionizada (44c), y el compdsito de hidroxiapatita con 20%
wt de wollastonita, tratado térmicamente hasta 1000°C, lavado con HCl 0.01M y agua
deionizada (44d). Los espectros de infrarrojo de esta figura pueden dividirse en cuatro
regiones, caracterizadas por los picos alrededor 3650-3500 cm?, 1500-1400 cm?,
1100-1000 cm™ y 650-600 cm™. Los picos observados alrededor de 3571 cm™y 632 cm™
corresponden respectivamente, a los modos vibracionales de estiramiento y libracion de
los iones OH". Las Bandas entre 1471 cm™y 1414 cm™ se deben a la absorcién infrarroja
de los carbonatos en el modo vibracional vs. El modo v, de los carbonatos resulta
también en un intenso pico de absorcién a 870 cm™. Las bandas alrededor de 1000 cm™
en la Figura 42b son diferentes a las bandas alrededor de 1100 cm™ en la Figura 42c. Las
primeras son atribuidas principalmente a la presencia de silicatos en la wollastonita,
mientras que las Ultimas son atribuidas a la absorcién infrarroja de los fosfatos. Los picos
a 1048 cm™ y 1090 cm™ estan asociados con el modo de estiramiento vs de los enlaces
P-0, y las bandas a 962 cm™ corresponden a las vibraciones en los enlaces P-O en el modo
de estiramiento simétrico v, del grupo PO,>. Las bandas a 603 cm™ y 571 cm™, son
causadas por las vibraciones de flexién v, triplemente degeneradas del grupo PO,>. La
clara presencia de los dos picos a 603 cm™ y 571 cm'l, junto con el pico encontrado
aproximadamente a 632 cm™ confirman la presencia de hidroxiapatita en los compdsitos
[51,159-162]. La presencia de carbonato sustituyendo a los fosfatos en la estructura de la
hidroxiapatita, se resalta por la presencia de picos definidos en numeros de onda
correspondientes a hidroxiapatita carbonatada del tipo “B” (1471, 1414 y 870 cm™ vy,
Via Y V2 de los iones COos> gue remplazan a los iones PO, en la estructura de la
hidroxiapatita) [163]. La Figura 43 muestra los espectros FT-IR para la muestra de
wollastonita natural, asi como para cada uno de los compdsitos obtenidos a partir de

acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, con diferente porcentaje en peso de
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wollastonita. En todos los casos se observa un comportamiento semejante en las bandas
de absorcién explicadas anteriormente, producto de la presencia de la mezcla de fases de

hidroxiapatita y wollastonita.
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Figura42  Espectros FT-IR para: (a) gel producido a partir de acetato de calcio y trietil fosfato

inmersos en etanol, secado a 120°C, (b) wollastonita natural, geles producidos a

partir de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol con diferente

porcentaje en peso de wollastonita, tratados térmicamente hasta 1000°C, lavados con
HCl 0.01M y agua deionizada: (c) 0% wt y (d) 20% wt.
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Figura 43  Espectros FT-IR para los geles producidos a partir de acetato de calcio y trietil fosfato
inmersos en etanol, con diferente porcentaje en peso de wollastonita, tratados
térmicamente hasta 1000°C, lavados con HCl 0.01M y agua deionizada: (a) 100% wt,
(b) 80% wt, (c) 50% wt, (d) 20% wt y (e) 0% wt
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Espectroscopia Raman

La Figura 44 muestra comparativamente los espectros Raman para la muestra de
wollastonita natural (44b), el gel seco producido a partir de acetato de calcio y trietil
fosfato inmersos en etanol sin tratamiento térmico (44a), el gel seco tratado
térmicamente hasta 1000°C, lavado con HCl 0.01M y agua deionizada (44c), y el
composito de hidroxiapatita con 20% wt de wollastonita, tratado térmicamente hasta
1000°C, lavado con HCl 0.01M y agua deionizada (44d). La Figura 44c muestra una banda
a 3573 cm ! correspondiente al modo de estiramiento de los iones OH™. Las bandas a
1074 cm™y 1052 cm™ corresponden al modo de vibracion fundamental vs del grupo
PO43, la intensa banda a 962 cm™ corresponde al modo de vibraciéon fundamental v; del
grupo PO,*, las bandas a 590 cm™ y 579 cm™ corresponden al modo de vibracién
fundamental v, del grupo PO, las bandas a 447 cm™ y 431 cm™ corresponden al modo

de vibracién fundamental v, en el grupo PO,> [164,165].

La intensa banda de vibracién v, del CO5%, para la hidroxiapatita carbonatada del tipo “B”
se presenta a 1070 cm™; esta banda se encuentra opacada por la intensa banda del grupo
PO, a 1074 cm™[51,123-125,162,163,166-169]. En la Figura 44d el espectro Raman para
el compdsito con 80% wt y 20% wt de wollastonita, muestra un comportamiento similar al
explicado anteriormente, mostrando la respuesta de la mezcla de fases de hidroxiapatita y

wollastonita.
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Figura44  Espectros Raman para: (a) gel producido a partir de acetato de calcio vy trietil fosfato
inmersos en etanol, secado a 120°C, (b) wollastonita natural, geles producidos a
partir de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en alcohol etilico con diferente
porcentaje en peso de wollastonita, tratados térmicamente hasta 1000°C, lavados con
HCl 0.01M y agua deionizada: (c) 0% wt, (d) 20% wt.

Microscopia Electrénica de Barrido

La Figura 45 muestra las imagenes de microscopio electronico de barrido de la
hidroxiapatita obtenida después de los lavados con HCI 0.01M y agua destilada. En esta
figura puede apreciarse que las particulas de hidroxiapatita son esféricas y de tamafio

submicrométrico, las cuales presentan una fuerte tendencia a aglomerarse.

La Figura 46 muestra las imagenes de microscopio electrénico de barrido del compdsito
obtenido con 80% wt de hidroxiapatita y 20% wt de wollastonita, después de los lavados
con HCIl 0.01M y agua deionizada, en esta figura las particulas de hidroxiapatita aparecen

aglomeradas a lo largo de toda la superficie de las fibras de wollastonita.

104



Figura45 Imdgenes de SEM del gel producido a partir de acetato de calcio y trietil fosfato
inmersos en etanol, tratado térmicamente hasta 1000°C, lavado con HCl 0.01M vy
agua deionizada.

Figura46 Imagenes de SEM del gel producido a partir de acetato de calcio y trietil fosfato
inmersos en etanol, con 20% wt de wollastonita, tratado térmicamente hasta 1000°C,
lavado con HCI 0.01M y agua deionizada.

105



La Figura 47 muestra las imdagenes de microscopio electronico de barrido de la
wollastonita natural, Figura 47c, y los compdsitos producidos con diferente porcentaje en
peso de wollastonita, 50% wt, Figura 47a y 80% wt, Figura 47b. En los materiales que
contienen hidroxiapatita, se observa que ésta se encuentra distribuida uniformemente
sobre las fibras de wollastonita, poniendo de manifiesto la directa y eficiente integracion

de ambas fases durante el proceso de sintesis de estos compdsitos.

La Figura 48 muestra el espectro EDS para la muestra hidroxiapatita obtenida después de
los lavados con HCI 0.01M y agua deionizada, en la cual se muestran los elementos que la
componen como el calcio (Ca), fésforo (P), oxigeno (O) y una pequefia fraccion de carbdn

(C) con una relacion molar Ca/P de aproximadamente 1.69.

La Figura 49 muestra los espectros EDS para los diferentes compdsitos de hidroxiapatita
wollastonita, donde se destaca ademas de los elementos mencionados en la figura
anterior, la presencia de silicio (Si) contenido en la fase de wollastonita, el cual disminuye

conforme disminuye el porcentaje de esta Ultima en los compdsitos.
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Figura47 Imagenes de SEM de los geles producidos a partir de acetato de calcio y trietil fosfato
inmersos en etanol, con diferente porcentaje en peso de wollastonita, tratados
térmicamente hasta 1000°C, lavados con HCl 0.01M y agua deionizada: (a) 50% wt, (b)
80% wt, (c) Wollastonita natural.
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Espectro EDS de la hidroxiapatita producida a partir de acetato de calcio vy trietil

fosfato inmersos en etanol, tratados térmicamente hasta 1000°C y lavados con HCI
0.01M y agua deionizada.
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Figura 49 Espectros EDS de los compésitos de hidroxiapatita-wollastonita producidos a partir

de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, con diferente porcentaje
en peso de wollastonita: (a) 20% wt, (b) 50% wt, (c) 80%, tratados térmicamente
hasta 1000°C, lavados con HCl 0.01M y agua deionizada, (d) wollastonita natural.

Microscopia Electrénica de Transmision

La Figura 50 muestra las imagenes de microscopio electrénico de transmision del gel

producido a partir de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, tratado

térmicamente hasta 1000°C, lavado con HCl 0.01M y agua deionizada. En esta figura

puede apreciarse la forma tipica de las particulas de hidroxiapatita, mostrando la

morfologia hexagonal que la caracteriza. La mayoria de las particulas se encuentran en un

intervalo de tamano entre 50-100 nm.
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Figura50 Imdgenes de TEM del gel producido a partir de acetato de calcio y trietil fosfato
inmersos en etanol, tratado térmicamente hasta 1000°C, lavado con HCl 0.01M vy
agua deionizada.

La Figura 51 muestra las imagenes de difraccion electronica de darea selecta (SAED)
obtenida en microscopio electrénico de transmisién, del gel producido a partir de acetato
de calcio y trietil fosfato inmersos en etanol, tratado térmicamente hasta 1000°C, lavado
con HCl 0.01M vy agua deionizada, en la cual se observa la forma tipica de difraccion
electronica de un material cristalino con celda hexagonal, sistema al cual pertenece la
hidroxiapatita [170-172]. Asimismo, se muestra la indexacién de los planos (211) y (004),

con sus respectivas distancias interplanares.
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Figura51 Imagenes SAED (a) y (b) de TEM del gel producido a partir de acetato de calcio y trietil
fosfato inmersos en etanol, tratado térmicamente hasta 1000°C, lavado con HCI
0.01M y agua deionizada. (c) llustracion esquematica de la estructura cristalina de la
hidroxiapatita. Los circulos sdélidos representan los atomos de OH, los circulos abiertos
representan los atomos de Ca [171].

La Figura 52 muestra las imagenes de microscopio electronico de transmision del
composito producido con 80% wt de hidroxiapatita y 20% wt de wollastonita después de
los lavados con HCI 0.01M y agua deionizada. En esta figura se observa a la hidroxiapatita
intercalada entre las fibras de wollastonita, con el mismo tamano y forma que la
hidroxiapatita sintetizada en ausencia de wollastonita, lo cual vuelve a poner de
manifiesto que la wollastonita no tiene ninguna interaccién en la sintesis de

hidroxiapatita.
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La Figura 53 muestra las imagenes de difraccidon electronica de area selecta (SAED),
obtenida en microscopio electrdnico de transmision, del compdsito producido con 80% wt
de hidroxiapatita y 20% wt de wollastonita después de los lavados con HCI 0.01M y agua
deionizada, en la cual se observa el patrén de difraccion electrénica de un material
policristalino, debido a la interaccidn de la red hexagonal de la hidroxiapatita y la triclinica

de la wollastonita.

La Figura 54 muestra las imagenes de microscopio electrénico de transmisién de los
compdsitos producidos con diferente porcentaje en peso de wollastonita (50 y 80% wt),
después de los lavados con HClI 0.01M y agua deionizada, Figuras 54a y 54b
respectivamente. En estas figuras puede apreciarse que en ambos materiales la
hidroxiapatita aparece de nuevo intercalada uniformemente entre las fibras de
wollastonita, a pesar de que esta aparece en menor proporcién. Asimismo, la formay
tamafio de la hidroxiapatita en estas imagenes son similares a la sintetizada en ausencia
de wollastonita, lo cual vuelve a poner de manifiesto que la wollastonita no tiene ninguna
interaccion en la sintesis de hidroxiapatita en todos los compdsitos. En la Figura 54c se

muestra la imagen de la wollastonita natural en ausencia de hidroxiapatita.

La Figura 55 muestra las imagenes de difraccidon electronica de area selecta (SAED),
obtenidas en microscopio electrdnico de transmision, de los compdsitos producidos con
diferente porcentaje en peso de wollastonita (50 y 80% wt), después de los lavados con
acido clorhidrico y agua deionizada, Figuras 55a y 55b respectivamente. En estas figuras
puede apreciarse que en ambos materiales aparecen de nuevo patrones de difraccién
electrénica correspondientes a materiales policristalinos, debido a la interaccion de la red
hexagonal de la hidroxiapatita y la triclinica de la wollastonita. Sin embargo, en la Figura
55c¢, correspondiente al patréon de difraccion de la wollastonita natural, puede apreciarse

la estructura de una red triclinica caracteristica de la wollastonita utilizada en este trabajo.

Asimismo, se muestra la indexacidn de los planos (220) y (111), con sus respectivas

distancias interplanares.
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Figura52 Imagenes de TEM del gel producido a partir de acetato de calcio y trietil fosfato
inmersos en etanol, con 20% wt de wollastonita, tratado térmicamente hasta 1000°C,
lavado con HCI 0.01M y agua deionizada.

Figura 53  Imdgenes SAED de TEM para el gel producido a partir de acetato de calcio y trietil
fosfato inmersos en etanol, con 20% wt de wollastonita tratado térmicamente hasta
1000°C y lavado con HCI 0.01M y agua deionizada.
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Figura 54

Figura 55

Imagenes de TEM de los geles producidos a partir de acetato de calcio y trietil fosfato
inmersos en etanol, con diferente porcentaje en peso de wollastonita, tratados
térmicamente hasta 1000°C, lavados con HCl 0.01M y agua deionizada: (a) 50% wt,

(b) 80% wt, (c) wollastonita natural.

d=4.43 A (111)

Imagenes SAED de TEM de los geles producidos a partir de acetato de calcio y trietil
fosfato inmersos en etanol, con diferente porcentaje en peso de wollastonita,
tratados térmicamente hasta 1000°C, lavados con HCl 0.01M y agua deionizada:

(a) 50% wt, (b) 80% wt, (c) wollastonita natural.
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Después de la caracterizacion de los materiales a través de las diferentes etapas de
sintesis y purificaciéon, se puede afirmar que los polvos de los compdsitos de
hidroxiapatita-wollastonita se han sintetizado mediante una ruta sol-gel adecuada, con
reactivos relativamente baratos y accesibles, en un procedimiento sencillo
complementado con tratamientos térmicos y lavados &acidos suaves para lograr su
purificaciéon. Los resultados demuestran que los geles secos obtenidos después del
proceso sol-gel, son una mezcla de acetato de calcio residual, una fase amorfa de algun
fosfato de calcio y wollastonita para aquellos materiales que la contienen. Durante el
tratamiento térmico de estos geles, la primera etapa (para temperaturas menores a
380°C), corresponde a la evolucién de compuestos organicos formados por la reaccién de
los agentes precursores para dar lugar al gel seco. La segunda etapa (alrededor de 420°C),
caracterizada por una fuerte reaccién exotérmica, indica la formacidn de hidroxiapatita en
las primeras etapas de cristalizacién, acompafiada de carbonato de calcio en forma de
calcita. Una tercera etapa (al alcanzar la temperatura de 650°C), correspondiente a una
reaccion endotérmica, la cual indica la transformacién de carbonato de calcio en éxido de
calcio, acompafiada por la evolucién de diéxido de carbono. Finalmente, aplicando un
tratamiento 4cido a la mezcla de hidroxiapatita wollastonita y éxido de calcio obtenidos
mediante tratamiento térmico a 1000°C, el éxido de calcio se convierte a cloruro de
calcio, y aprovechando la alta solubilidad de éste ultimo en agua comparado con la baja
solubilidad de la hidroxiapatita en este medio, el cloruro de calcio es eliminado de los
materiales obteniendo finalmente compdsitos de hidroxiapatita carbonatada tipo B-

wollastonita.

Asimismo, los resultados demuestran que la wollastonita natural permanece sin
reaccionar a los largo de todo el proceso de sintesis y purificacion de los compésitos, las
particulas de hidroxiapatita sintetizadas se aglomeran y distribuyen uniformemente sobre
la superficie de las fibras de la wollastonita. Ademas, las diferentes proporciones de
wollastonita involucradas en la sintesis de los compdsitos no afectan las etapas de sintesis

ni las caracteristicas finales, tales como estructura y morfologia de la hidroxiapatita
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producida. En todos los casos se encontré hidroxiapatita carbonatada tipo B con un grado
adecuado de cristalizacion, mostrando las primeras etapas de sinterizacion después del

tratamiento térmico a 1000°C.

Las apatitas bioldgicas presentes en los huesos, dientes y esmalte dental son
hidroxiapatitas carbonatadas. El tipo B es la sustitucién por carbonatos preferencial
encontrada en los tejidos calcificados de varias especies. La presencia de carbonatos en la
hidroxiapatita influencia su sinterabilidad, solubilidad y actividad biolégica en los
materiales de implante. Por tal razon, la presencia de hidroxiapatita carbonatada en los
compdsitos de este estudio, ofrece confiabilidad para lograr una sinterizacion adecuada y
una evaluacion eficiente de las propiedades mecanicas y bioactivas en estos materiales

[173].

4.2. Sinterizacion de los Compdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita

La Figura 56 muestra las curvas de analisis térmico gravimétrico (TGA) combinadas con las
curvas de andlisis térmico diferencial (DTA) para el gel producido a partir de acetato de
calcio vy trietil fosfato inmersos en alcohol etilico, formulado para obtener hidroxiapatita
pura, asi como también las curvas TGA/DTA para la muestra de wollastonita natural,
ambos calentados a partir de la temperatura ambiente hasta 1400°C. En esta figura se
observa que ambos materiales no presentan ninguna descomposiciéon o transformacion
apreciable en el intervalo de 1000-1400°C. Asimismo, este andlisis demuestra que no
habra ninguna interaccion entre ambos componentes por efecto del tratamiento térmico

al momento de su sinterizacion a 1200°C.

4.2.1. Caracterizacion de los Materiales Después del Proceso de Sinterizacion
Difraccion de rayos-X
La Figura 57a muestra comparativamente los patrones de difraccion de rayos-X de la

hidroxiapatita pulverizada, obtenida después del tratamiento térmico a 1000°C, lavada
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con HCl 0.01M y agua deionizada, y una tableta de hidroxiapatita sinterizada a 1200°C
durante 5 h (100H). En esta figura se observa que el patrén de difraccion de la tableta
sinterizada, presenta mayor resolucién y por tanto mejor cristalinidad que el patron de
difraccion de los polvos. Asimismo, no se observa la presencia de fases cristalinas nuevas
después del proceso de sinterizacidon; en buen acuerdo con otros estudios que han
reportado la estabilidad térmica de la hidroxiapatita a esta temperatura [174]. Sin
embargo, lo que ocurre en este patron de difraccion después del proceso de sinterizacion
es una disminucidn en la intensidad del pico a 26 = 29.3° y la separaciéon de los planos
(211) y (112) a 26 = 32° que se encontraban traslapados. Lo anterior indica que el
contenido de carbonato en la tableta de hidroxiapatita sinterizada es menor que en la
hidroxiapatita pulverizada, debido a la formacion de CaO, el cual aparece en forma de

trazas en el patron de difraccidn de hidroxiapatita sinterizada [175,176].
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Figura56  Curvas DTA/TGA para: (—) gel seco de acetato de calcio y trietil fosfato inmersos en
etanol, (----) wollastonita natural, tratados térmicamente a partir de la temperatura
ambiente hasta 1400°C, a una velocidad de calentamiento de 10°C/min.
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La Figura 57b muestra comparativamente los patrones de difraccion de rayos-X de la

wollastonita natural pulverizada, y una tableta de wollastonita natural sinterizada a

1200°C durante 5h (100W). Ambos patrones demuestran que la wollastonita no sufre

ningun cambio apreciable después del proceso de sinterizacion. La Figura 58 resume los

patrones de difraccién de rayos-X para todos los compdsitos de hidroxiapatita-

wollastonita sinterizados a 1200°C durante 5h, en los cuales aparecen Unicamente la

hidroxiapatita carbonatada y wollastonita como fases principales.
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Figura 57  Patrones de difraccidon de rayos-X para: (a) hidroxiapatita pulverizada e hidroxiapatita
sinterizada a 1200°C durante 5h, (b) wollastonita natural pulverizada y wollastonita
natural sinterizada a 1200°C durante 5h.
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Figura 58  Patrones de difraccién de rayos-X de los materiales base: (100H y 100W) y los
compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita (80H-20W, 50H-50W y 20H-80W),
sinterizados a 1200°C durante 5h.

Espectroscopia Fotoelectronica de rayos-X

La Figura 59 presenta las espectros de XPS de baja resolucién para los compdsitos de
hidroxiapatita-wollastonita, en los cuales se pueden identificar claramente los picos
correspondientes a oxigeno, calcio, carbono, fésforo y silicio, mostrando los picos
foténicos de O 1s, Ca 2s, Ca 2p, C 1s, P 2s, P 2p, Si 2p y Ca 3p, respectivamente. En todos

los casos las sefales producidas provienen de las fases de hidroxiapatita y wollastonita.
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Figura 59  Espectros XPS de baja resolucién de los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita
(80H-20W, 50H-50W y 20H-80W), sinterizados a 1200°C durante 5h.

La Figura 60 muestra los espectros XPS de alta resolucion alrededor del pico foténico del
orbital Ca 2p en la hidroxiapatita y la wollastonita, Figura 60a, y en los compésitos de
hidroxiapatita-wollastonita, Figura 60b. La Figura 60a muestra energias de enlace (BE)
para el orbital Ca 2p3,, de 347.8 eV y 347 eV, los cuales corresponden a la hidroxiapatita
[177] y la wollastonita [178], respectivamente. En la Figura 60b los picos correspondientes
a los orbitales Ca 2ps, y Ca 2p;; en los compdsitos 80H-20W, 50H-50W y 20H-80W
aparecen a energias de enlace de 347.3, 347.2, 347.1 eV vy 350.7, 350.6, 350.4 eV,
respectivamente. Todos los espectros presentan un doblete con una separacién de =~ 3.4
eV, el cual es caracteristico del estado de oxidacién Ca** en compuestos inorganicos con
enlaces Ca-O [179,180]. La energia de enlace para el orbital Ca 2p en los compdsitos de
hidroxiapatita-wollastonita se incrementa con el contenido de hidroxiapatita y disminuye

con el contenido de wollastonita.
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Figura 60
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Espectros XPS de alta resolucién del orbital Ca 2p: (a) materiales base (100H, 100W) y
(b) compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita (80H-20W, 50H-50W y 20H-80W),
sinterizados a 1200°C durante 5h. Las lineas punteadas en (b) representan las BE del
Ca 2p para 100H y 100W respectivamente.

La Figura 61 muestra los espectros XPS de alta resolucidn alrededor de los picos de los

orbitales P 2p y Si 2p. La Figura 61a muestra los picos del orbital P 2ps/, para los

compositos 80H-20W. 50H-50W y 20H-80W, localizados a energias de enlace de 133.5,

133.2y 132.9 eV respectivamente. Todos los picos aparecen alrededor de 133.8 eV, el cual
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es el valor de BE asociado con la hidroxiapatita [177]. En la Figura 61b se presentan los
picos del orbital Si 2p3/, paralos mismos materiales, los cuales se localizan a valores de BE
de 101.5, 101.6 y 101.7 eV respectivamente. Todos alrededor de 102.3 eV, el cual es el
valor de BE asociado con la wollastonita para este orbital [178]. Es importante enfatizar
que los valores de BE para el orbital P 2p3/, se aproximan a los valores de BE del material
base 100H, conforme la hidroxiapatita aparece en mayor porcentaje. Asimismo, los
valores de BE del orbital Si 2p3,, se aproximan a los valores del material base 100W,

conforme la wollastonita aparece en mayor proporcién.

La Figura 62 muestra los espectros XPS de alta resolucion alrededor de los picos de los
orbitales O 1sy C 1s. La Figura 62a muestra los picos del orbital O 1s para todos los
materiales, el cual aparece a una BE de 531.5 eV para todos los casos. Asimismo, La
Figura 62b muestra los picos del orbital C 1s para todos los materiales, el cual aparece a
una Be de 284.5 eV para todos los casos. Sin embargo, en el material de hidroxiapatita
(100H) y en todos los compdsitos (80H-20W. 50H-50W y 20H-80W) se puede apreciar otro
pico a valores BE superiores al de la linea base (~289.3 eV), el cual es un indicativo de la
presencia de carbdon en forma de carbonatos. Este hecho demuestra la presencia de
hidroxiapatita carbonatada en estos materiales [181], lo cual estd de acuerdo con los
resultados de los analisis de XRD, FT-IR, EDS y Raman presentados anteriormente. Por
todo lo anterior, los resultados de la técnica XPS demuestran que la hidroxiapatita y la
wollastonita permanecen como fases separadas en los compdsitos sinterizados, y los
pequefios cambios en la BE de algunos picos solo dependen de las diferentes
proporciones de los materiales base en los materiales, ya que cambios de BE menores a
0.5 eV en los picos de Ca, P y Si, indican que no existe un efecto considerable en el estado

de los iones calcio, fosfato y silicato [182].
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Figura 61
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1200°C durante 5h. Las lineas punteadas representan las BE de P 2p y Si 2p para

100H y 100W respectivamente.
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base (100H y 100W) y los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita (80H-20W,
50H-50W y 20H-80W), sinterizados a 1200°C durante 5h.
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Microscopia Electrénica de Barrido

La Figura 63 muestra las imagenes de microscopio electronico de barrido de los polvos de
hidroxiapatita, wollastonita natural y el compdsito con 80% wt de hidroxiapatita y 20% wt
de wollastonita, asi como las imagenes de las superficies de fractura de los materiales
base (100H y 100W) y los compdsitos (80H-20W, 50H-50W y 20H-80W) sinterizados a
1200°C durante 5 h. En el caso de los materiales pulverizados, se aprecia una distribucion
uniforme de las particulas de hidroxiapatita sobre las fibras aciculares de wollastonita,
cubriendo una gran proporcién de su superficie, lo cual asegura una eficiente integracion

de ambos materiales base en los compdsitos sinterizados.

Las superficies de fractura de todos los materiales sinterizados muestran una estructura
microcristalina compacta, destacando las visibles fronteras cristalinas y un cierto grado
de microporosidad. Lo anterior demuestra que los compdsitos de hidroxiapatita-
wollastonita producidos bajo las condiciones de sinterizacion de este estudio, no

presentan una estructura completamente densa [183].

Aunque se puede pensar que este pequeiio nivel de microporosidad, puede afectar en
cierta medida algunas de las propiedades mecanicas, lo destacable de esta caracteristica
es que repercute directamente en las propiedades bioactivas de los materiales. Lo
anterior debido a que cierto grado de microporosidad permite la penetracién de las
soluciones fisioldgicas al interior de los especimenes, logrando con ello, que el crecimiento
de los cristales de hidroxiapatita carbonatada se produzca desde el interior hacia la
superficie, resultando en propiedades bioactivas mas eficientes. Por lo tanto, lograr una
relacion adecuada entre la porosidad y las propiedades mecdnicas en estos materiales,
tiene una importante implicacion en la produccidon de implantes para sustitucion y/o

regeneraciéon désea.
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Figura63 Imagenes de SEM de de los polvos de hidroxiapatita y wollastonita, y las superficies
de fractura de hidroxiapatita (100H), wollastonita (100W) y los compositos de
hidroxiapatita-wollastonita (80H-20W, 50H-50W y 20H-80W), sinterizados a 1200°C
durante 5 h.

Microscopia de Fuerza Atémica

La Figura 64 muestra a una escala de 1.5 um, las imagenes tridimensionales de
microscopio de fuerza atdmica, de la topografia de las superficies pulidas de los materiales
base (100H y 100W) y los compésitos (80H-20W, 50H-50W y 20H-80W), sinterizados a
1200°C durante 5 h. La Figura 64a muestra la morfologia de los cristales de hidroxiapatita
(100H), donde se observan cristales en forma alargada, con secciones ligeramente
alineadas con diferentes patrones, los cuales aparecen distribuidos aleatoriamente. La

Figura 64d muestra la morfologia de los cristales de wollastonita (100W) donde se
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observan cristales en forma rectangular, bien organizados con el mismo patron de
alineacién y tamafio de grano muy uniforme. En los compdsitos con mayor proporcion de
wollastonita (50H-50W y 20H-80W), los cristales de wollastonita aparecen intercalados en
la matriz de hidroxiapatita, y los patrones de alineacién de ambos cristales parecen ser
mas uniformes. Este tipo de arreglo uniforme y ordenado, puede ser uno de los factores

que influya en la eficiencia de las propiedades mecdnicas en estos materiales.

Con el objeto de comparar las caracteristicas morfoldgicas de los materiales producidos
con los componentes naturales de los tejidos duros del organismo, la Figura 65 muestra la
imagen de microscopio de fuerza atomica de una pieza dental, pulida mediante un
tratamiento semejante al practicado en los materiales de este estudio. Esta figura
muestra la morfologia correspondiente al esmalte dental, la dentina, asi como la frontera
entre ambas regiones [184]. En ella puede apreciarse que la forma y organizacién de los
cristales naturales que componen al esmalte y la dentina, son muy parecidos a los cristales
observados en la hidroxiapatita y los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita

sinterizados en este trabajo.

4.3. Evaluacion de Propiedades Mecdnicas de los Compdsitos de Hidroxiapatita-

Wollastonita.

Contrario a otros compdsitos preparados con fibras de wollastonita [73], en las imagenes
de microscopio electrdnico de barrido, de las superficies de fractura de los compdsitos de
hidroxiapatita-wollastonita mostradas de la Figura 63, las impresiones o huellas debidas a
fibras de wollastonita que fueron arrancadas o extraidas de la matriz (fiber pulled-out),
durante el proceso de fractura, son insignificantes, y solo se aprecia un nimero reducido
de pequefias decohesiones de fibra-matriz (fiber debonding) en los compdsitos. Aunque
ambos fendmenos son causados por los esfuerzos interfaciales en la interface fibra-matriz,
la ausencia de impresiones de fibras de wollastonita extraidas de la matriz durante la
fractura de los materiales, es un indicativo de eficientes propiedades tensiles en estos

compadsitos.
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(a)

(c)

Figura 64

(b)

(d)

(e)

Imdgenes de AFM a una escala de 1.5 um, mostrando la topografia de las superficies
de los materiales base: (a) 100H y (e) 100W, y los compdsitos de hidroxiapatita-
wollastonita: (b) 80H-20W, (c) 50H-50W y (d) 20H-80W, sinterizados a 1200°C

durante 5 h.
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Figura65 Imagen de AFM a una escala de 5 um, de una pieza dental, mostrando la morfologia
de cada una de sus regiones [184].

4.3.1. Nanoindentaciéon en Microscopio de Fuerza Atdmica

La Figura 66 muestra las curvas de carga-desplazamiento obtenidas de las pruebas de
nanoindentacién, aplicando para todos los casos, el valor de la carga mas alta utilizada en
este estudio (2500 uN). En esta figura se observa que al aumentar la cantidad de
wollastonita en los compdsitos, las propiedades mecdnicas de los materiales se tornan
mas eficientes, transformandose desde una material altamente deformable (100H), a un
material mecdnicamente mas resistente (100W). Después de retirar la punta del
indentador, la deformacidn pldstica correspondiente a 100H comparada con la de los
compositos 80H-20W y 50H-50W es ligeramente superior, sin embargo, resulta mucho
mayor que la deformacién plastica del compdsito 20H-80W y de 100W. La Figura 66e
muestra la curva de carga-desplazamiento para la hidroxiapatita sinterizada (100H), en la
cual se pueden observar una serie de desplazamientos escalonados (pop-ins) con
magnitudes entre 5-15 nm, consistentes en un incremento repentino de la profundidad de

contacto para una determinada carga, las cuales estan asociados con fenédmenos de
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nucleacidn de dislocaciones en el material inducidos por la carga aplicada [143,185]. Este
comportamiento practicamente desaparece al momento en que la wollastonita se
incorpora en los compositos, lo cual indica que las fibras de wollastonita, actian como
obstaculos para el movimiento de las dislocaciones durante el proceso de deformacion,
produciendo un endurecimiento de los materiales. Otros estudios han reportado este tipo
de comportamiento durante las pruebas de nanoindentacién de hidroxiapatita en
peliculas [186], monocristales [187] y compdsitos poliméricos [188]. En pruebas de
nanoindentacion en peliculas, estos desplazamientos son causados por la relajacién
energética correspondiente a procesos de delaminacidén y fendmenos de flexion durante
el proceso de nanoindentacion [186]. En monocristales de hidroxiapatita estos
desplazamientos se deben a fendmenos de dislocacién y plasticidad [187], y en matrices
de ceramico-polimero, estos desplazamientos son consecuencia de la influencia de un
campo de deformacién entre ambas fases [188]. Con la informacién anterior, y
observando que tal comportamiento practicamente desaparece cuando la segunda fase
(wollastonita), entra a formar parte de los compdsitos (Figuras 66b-d), este estudio
considera que tales desplazamientos se deben a fenédmenos de plasticidad y dislocacion,
debido a que el contorno en forma de material apilado (pile-up), que aparece en la
imagen del analisis de seccidén transversal de la Figura 67, para la hidroxiapatita (100H)
después del proceso de nanoindentacidn, se produce por un mecanismo de deslizamiento
plastico [186,188]. Aunque por otro lado, otra causa de estos desplazamientos puede ser
la microporosidad, que aunque en pequefia escala se encuentra presente en los
materiales. Para el caso de la wollastonita sinterizada (100W), la curva de carga
desplazamiento mostrada en la Figura 67a, muestra el comportamiento tipico de un
material mecdnicamente mas resistente, donde ademds no se presenta ningun
desplazamiento a lo largo de todo el proceso de carga y descarga. Asimismo, el andlisis de
seccion transversal para la wollastonita presenta un contorno de apilamiento minimo de
material después del proceso de nanoindentacién. La Figura 67, muestra también al
efecto que tiene la adicidon de wollastonita en los materiales, fortaleciendo su dureza y

minimizando su deformacién plastica.
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Figura 66  Curvas de carga-desplazamiento obtenidas para una misma carga de 2500 pN, de los

materiales base: (a) 100W y (e) 100H y los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita:
(b) 20H-80W, (c) 50H-50W y (d) 80H-20W, sinterizados a 1200°C durante 5h.
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Figura 67  Analisis de seccién después de las pruebas de nanoindentacidon con una misma carga
de 2500 pN, en los materiales base (100H y100W) y los compdsitos de hidroxiapatita-
wollastonita (80H-20W, 50H-50W y 20H-80W).
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La dureza H, y el moddulo eldstico reducido E,, se obtuvieron de las curvas de
nanoindentacién mediante la teoria propuesta por Oliver y Pharr [144,145]. Las Figuras
68 y 69 muestran respectivamente, los perfiles de H y E, de los materiales base (100H y
100W) y los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita (80H-20W, 50H-50W y 20H-80W),
en funcién de la profundidad de contacto h,, del indentador. En ellas se puede apreciar
que tanto H como E, aumentan conforme el contenido de wollastonita se incrementa en
los materiales. Asimismo, estos valores permanecen practicamente constantes, con
respecto a los valores de h;, lo que pone de manifiesto la homogeneidad de las
propiedades mecdnicas analizadas, conforme aumenta la distancia desde la superficie al

interior de estos materiales [189].

Los valores promedio y las desviaciones estandar para Hy E, mostrados en la Tabla Vil y la
Figura 70, fueron adquiridos de un total de 20 indentaciones para cada compdsito. En la
Figura 70 se observa una tendencia al incremento de la dureza y el mddulo elastico
reducido cuando el contenido de wollastonita aumenta en los materiales. Comparando
los datos de H y E, de los compdsitos sinterizados de hidroxiapatita-wollastonita
(80H-20W, 50H-50W y 20H-80W), con los valores de la hidroxiapatita sinterizada (100H),
se observa que los valores promedio maximos corresponden al compdsito 20H-80W,
resultando en un incremento de aproximadamente 200% en H y 45% en E, con relacion a
los valores de 100H. Esto es una clara indicacién de cdmo la wollastonita incrementa de

una forma eficiente las propiedades mecanicas en los compdsitos.
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Tabla VIIl  Valores promedio de la dureza H, y el médulo eldstico reducido E,, de los compdsitos
de hidroxiapatita-wollastonita, en funcidn del porcentaje en peso de wollastonita.

Contenido de Dureza, H Modulo Elastico
Wollastonita (% wt) (GPa) Reducido, Er
(GPa)
0 1.10£0.17 34,97 +£4.85
20 1.68 £0.17 46.87 = 3.68
50 1.80£0.23 47.99+4.68
80 3.17+ 0.40 50.42 + 491
100 5.21+ 0.47 63.73 £ 4.70
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Figura70  Valores promedio de la dureza H, y el mddulo eldstico reducido E,, de los compdésitos
de hidroxiapatita-wollastonita, en funcidn del porcentaje en peso de wollastonita.
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Los valores de H y E, encontrados en los materiales de este trabajo, son comparables a los
reportados por otros estudios [184], al analizar con la misma técnica y el mismo equipo,
los valores de la dentina, el esmalte dental y la frontera entre ambas regiones, en piezas
dentales sometidas a procesos de fluorinado, con el objeto de contrarrestar el efecto de
desmineralizacién debida al uso de aparatos de ortodoncia. La Figura 71 muestra el
analisis de las propiedades mecdnicas de una de estas piezas dentales, donde se observan
valores de H y E, aproximados a los encontrados en los materiales del presente estudio.
Asimismo, se puede apreciar en las curvas de carga-desplazamiento, un comportamiento
mecanico muy parecido al que se presentd en los materiales base y los compésitos de
hidroxiapatita-wollastonita. Por otro lado, los diferentes valores de Hy E; encontrados
en estos materiales, comprenden tanto las caracteristicas mecanicas de los huesos

corticales como las de los huesos trabeculares o esponjosos [2,22,192,193].

Lo anterior pone de manifiesto, que segun la formulacidon y consecuentemente las
propiedades mecanicas de los materiales base y los compdsitos de hidroxiapatita-
wollastonita sinterizados en este estudio, estos pueden tener diversas aplicaciones, de

acuerdo a la naturaleza del tejido duro que se desee restablecer.
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la morfologia y las propiedades mecanicas correspondientes [184].

Esmalte, dentina y la frontera entre ambas regiones en una pieza dental, mostrando
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4.4. Evaluacion de Propiedades Bioactivas de los Compdsitos de Hidroxiapatita-

Wollastonita.
4.4.1. Evaluacion en Fluido Fisiolégico Simulado

Las Figuras 72 y 74 muestran las imagenes de SEM de las superficies de los materiales,
después de sumergirse en la solucidon SBF durante varios periodos de tiempo. La Figura 73
muestra la superficie de los materiales base (100H y 100W) sumergidos durante 1, 2y 3
semanas. Las imagenes de 100H muestran desde la primer semana, la desaparicién de las
fronteras de los cristales, aprecidandose pequefias fisuras debidas a la presencia de una
capa superficial, de un nuevo material formado por la aglomeracién de pequeias
particulas de apariencia esférica. Después de 2 y 3 semanas, el nimero de particulas
aglomeradas aumenta con la formacion de nuevas particulas sobre las superficies de otras
particulas, formando cumulos en forma de hojuelas, las cuales consisten en pequefias
particulas, en lugar de propiciar un crecimiento en tamafio de las particulas previamente
formadas. La textura de esta capa consiste en particulas débilmente condensadas,
presentando alta porosidad y alta rugosidad en la superficie. A esta nueva capa la
denominaremos “apatita neoformada”, por su semejanza con las apatitas bioldgicas

formadas por los materiales bioactivos al estar en contacto con fluidos fisiolégicos.

En la muestra 100W, la capa de apatita neoformada crece como resultado del incremento
del tamafio de las particulas, asi como por la formacién de nuevas particulas sobre la
superficie de otras particulas [194], mostrando fracturas grandes y profundas. Esta capa

aparece mas gruesa y densa que la capa formada sobre 100H.

La Figura 73 muestra los espectros EDS de las superficies de los materiales base (100H y
100W), sumergidos durante 3 semanas en la soluciéon SBF, en los cuales se muestra
claramente que la nueva superficie corresponde a un fosfato de calcio carbonatado, con

constituyentes quimicos semejantes a los de las apatitas bioldgicas.
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Figura72 Imagenes de SEM de las superficies de los materiales base (100H y 100W), inmersos
en la solucion SBF durante 1, 2 y 3 semanas.
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Figura 73  Espectros EDS de las superficies de los materiales base (100H y 100W), inmersos en la
solucién SBF durante 3 semanas.
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Las imagenes de la Figura 74 muestran una tendencia similar en las superficies de los
compositos de hidroxiapatita-wollastonita (80H-20W, 50H-50W y 20H-80W), después de
sumergirse en la solucion SBF durante 1, 2 y 3 semanas, demostrando que el
comportamiento para la formacion de la capa de apatita neoformada en los compdsitos,
tiene caracteristicas de ambos materiales base. Asimismo, las capas son mds gruesas,
densas y homogéneas, conforme la wollastonita aparece en mayor proporcidon en estos

materiales, (Figura 75).

Las diferentes caracteristicas en el comportamiento para la formacién, asi como en la
textura de las capas de apatita neoformada en los compdsitos, indican que los materiales
presentan diferente bioactividad y biodegradacién [195], los cual esta directamente

relacionado con su microestructura, area superficial y las fases presentes.

Las Figuras 76a y 76b muestran los patrones de difraccion de rayos-X de las capas de
apatita neoformadas sobre la superficie de 100H, 100W, 50H-50W y 20H-80W, al
sumergirse en la solucion SBF durante 1y 3 semanas. Los patrones XRD de todas las capas
indican que el compuesto formado corresponde a una apatita semejante al componente
qgue forman los huesos (bone-like apatite). Estas capas de apatita crecen en orientaciones
preferenciales en los patrones XRD manifestadas por altas intensidades de los picos
correspondientes a las reflexiones de los planos (211), (300), (002), (102), y (112).
Asimismo, comparando la intensidad relativa de los picos de wollastonita e hidroxiapatita
en los compositos 50H-50W y 20H-80W, en las Figuras 76¢ y76d, puede deducirse que la
wollastonita, se disuelve mas rapido que la hidroxiapatita al ponerse en contacto con la

solucién SBF [75].
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Figura 74 Imagenes de SEM de las superficies de los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita
(80H-20W, 50H-50W y 20H-80W), inmersos en la solucion SBF durante 1, 2 y 3
semanas.
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Figura75 Imagenes de SEM de la seccidn transversal de la capa de hidroxiapatita neoformada
sobre las superficies de (a) hidroxiapatita, (e) wollastonita y los compositos de
hidroxiapatita-wollastonita, (b) 80H-20W, (c) 50H-50W y (d) 20H-80W, inmersos en la
solucién SBF durante 3 semanas.
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Figura76  Patrones de difraccién de rayos-X de los materiales después de: (a) 1 semana y
(b) 3 semanas de inmersién en la solucién SBF. Patrones de difraccidon de rayos-X de
los compdsitos (c) 50H-50W y (d) 20H-80W después de 0, 1 y 3 semanas de inmersidn
en la solucion SBF.

La Figura 77 muestra el espectro EDS y el espectro XPS de alta resolucién en las regiones
de Si 2p y P 2p para la muestra de wollastonita sinterizada (100W), antes y después de
sumergirse durante 3 semanas en la solucién SBF. En la Figura 77a, de acuerdo con el
espectro EDS antes de que la tableta fuera sumergida en la solucion SBF, los principales
elementos detectados fueron Ca, Siy O, los cuales corresponden a los constituyentes de la

wollastonita. Después de que esta tableta fue sumergida durante 3 semanas en la solucidn
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SBF, el espectro EDS de la superficie de la tableta detecté como elementos principales al
Ca, P, Oy C, correspondientes a una capa de un fosfato de calcio carbonatado, semejante
al componente de los tejidos duros del organismo, Figura 77b . La presencia de pequefias
cantidades de Si detectadas en el analisis, puede deberse a porciones remantes de la
superficie de la wollastonita, las cuales no han sido totalmente cubiertas por esta capa de
apatita neoformada. La Figura 77c muestra los espectros XPS de alta resolucién en la
region Si 2p para la muestra 100W antes y después de sumergirse por 3 semanas en la
solucion SBF; estos graficos muestran una gran diferencia en la intensidad de los picos.
Antes de sumergirse en la solucién SBF, el pico del orbital Si 2p aparece con una gran
intensidad, localizado a una BE de 102.3 eV, la cual corresponde a la wollastonita, después
de la inmersion por 3 semanas, aparece el mismo pico a la misma BE pero con muy
pequefia intensidad, el cual corresponde aparentemente a la superficie remante de
wollastonita. La Figura 77d muestra el espectro XPS de alta resolucion en la region P 2p,
para la muestra 100W antes y después de sumergirse por 3 semanas en la solucion SBF;
antes de sumergirse en la solucidn, no aparece la presencia de fésforo en la superficie de
la muestra de wollastonita; sin embargo, después de sumergirse por 3 semanas en la
solucién, aparece un pico intenso en la region P 2p, localizado a una BE de 133.5 eV, el
cual corresponde a la capa de apatita neo formada. La Figura 77e muestra los espectros
EDS, mostrando la evolucion de la capa de apatita, producida sobre la muestra de
wollastonita al sumergirse en la solucidon SBF durante 0, 1, 2 y 3 semanas. En esta figura se
aprecia como gradualmente desaparecen los constituyentes de la wollastonita y aparecen

los componentes de la capa de apatita.

Los espectros EDS y XPS para el resto de los materiales, reflejan una tendencia similar en
las caracteristicas quimicas de las capas de fosfato de calcio formadas sobre sus
superficies, Figuras 78 y 79-81. Ambas técnicas demuestran que la capa de apatita
neoformada, como resultado de la interaccion de los materiales con la solucién SBF, es un
fosfato de calcio con caracteristicas similares a las apatitas bioldgicas que componen al

tejido dseo.
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Figura 77
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SBF. (e) Espectros EDS de la evolucién de la capa de apatita neoformada sobre la
superficie de wollastonita (100W) durante 0, 1, 2 y 3 semanas de inmersion en la
solucidn SBF.

144



Antes

80H-20W

50H-50W

20H-80W

(e'n) sequan)d

Energia de Rayos-X (KeV)

Después

80H-20W

50H-50W

20H-80W

("e'n) seluan)d

Energia de Rayos-X (KeV)

Espectros EDS, para los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita (80H-20W,

50H-50W y 20H-80W), antes y después de 3 semanas de inmersién en la solucidn

SBF.

Figura 78

145



Ca2p 347.8eV 100H Ca2p 347.8 eV 80H-20W
. 3 semanas 3 semanas
' en SBF en SBF
—~ ! —
g ' g
2 | 3
3 ! 3 Antes
i \ S
@ \ ‘@ 351.2eV
c c
g | g
£ | £
1
| |
1 1
] |
1 ' ! :
1 1
1Después X 1Despueés |
L B e B B B Y LA ELEN RN B R . R T T T T L T T T T T
360 358 356 354 352 350 348 346 344 342 340 360 358 36 354 352 3/ M8 346 34 342 340
Energia de Enlace (eV) Energia de Enlace (eV)
Ca2p 50H-50W Cazp 20H-80W
3 semanas 3 semanas
3478 eV en SBF en SBF
- ! ory
< g 347.8 eV
2 2 !
g Antes 3 '\ Antes
S S
‘@ 351.2eV 7] |
5 5 |
1 —
= , = 351.2 eV !
| | |
\ ! 1
|
| [ f
! |
1 ! 1
! |
1 ! 1
1
1 :Después X
1 1
T

T T T T T 7T T —r—rT T 7T
360 358 356 354 352 350 348 346 344 342 340 360 358 356 354 352 350 348 346 344 342 340

Energia de Enlace (eV) Energia de Enlace (eV)
Cazp 100W
3 semanas
en SBF
)
3 347.8 eV
] ' Antes
° '
(2] )
o
Q
E .
351.2 eV \
! '.
: 0
1
1
! |
! |
! |
| Después!
T T T T

—————— ———
360 358 356 354 352 350 348 346 344 342 340
Energia de Enlace (eV)

Figura79  Espectros XPS de alta resolucion en la regidon Ca 2p para los materiales base (100H y
100W) y los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita (80H-20W, 50H-50W y
20H-80W), antes y después de 3 semanas de inmersion en la solucion SBF.
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Figura 80  Espectros XPS de alta resolucién en la regién P 2p para los materiales base (100H y
100W) y los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita (80H-20W, 50H-50W vy
20H-80W), antes y después de 3 semanas de inmersién en la solucion SBF.
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Figura 81  Espectros XPS de alta resolucion en la region Si 2p para los materiales base (100H y
100W) y los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita (80H-20W, 50H-50W vy
20H-80W), antes y después de 3 semanas de inmersién en la solucion SBF.
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La Figura 82 muestra los cambios en pH y las variaciones en la concentracion Ca, Siy P en
la solucion SBF, como resultado de la inmersiéon de los materiales en esta solucidn,
durante varios periodos de tiempo; tales cambios son correlacionados con la bioactividad

de los mismos.

Para el caso de 100H, la figura muestra un ligero decremento en las concentraciones de Ca
y P en la solucién SBF, a lo largo de todo el periodo de inmersion, asimismo, los valores de
pH exhiben un comportamiento practicamente constante a lo largo de todo el periodo de
evaluacidon. Lo anterior pone de manifiesto, que la muestra hidroxiapatita sinterizada,
presenta una velocidad de disolucién baja, con relacién al consumo de Ca y P a partir de la
solucién SBF para la produccion de la capa de apatita sobre su superficie. Aunque otros
estudios han reportado un incremento de estos iones en las etapas iniciales de inmersion,
estas no fueron apreciadas en este estudio, ya que la primera muestra fue analizada

después de una semana de inmersion.

Para el caso de la muestra de wollastonita natural y los compdsitos de hidroxiapatita-
wollastonita sinterizados, la figura muestra, desde las etapas iniciales de inmersién, un
incremento en las concentraciones de Ca y Si, mientras que la concentracién de P
disminuye durante la primera semana para después mantenerse constante. Asimismo, se
aprecia un incremento del pH durante las primeras dos semanas, el cual tiende a disminuir
ligeramente durante la tercer semana, y a estabilizarse. En el caso de los compésitos, los
iones Ca pueden disolverse de ambos materiales, hidroxiapatita y wollastonita, mientras
que los iones Si y P pueden disolverse Unicamente de la wollastonita y la hidroxiapatita
respectivamente [73]. Sin embargo, la disolucién de P a partir de la hidroxiapatita, la cual
debiera manifestarse como un incremento de la concentracién de este elemento en Ila
solucion SBF, durante los primeros dias de inmersién, no puede ser apreciada en los
diagramas de la Figura 82, debido a que los primeros valores fueron tomados después de

una semana de inmersion.

149



La disolucidn de iones Ca de los materiales en la solucion SBF permite un incremento en el
grado de supersaturacién local, causando un incremento en el pH de la solucion, dando
como resultado la precipitacidon de apatita mediante el consumo de Ca®*, PO~ y OH,, lo
cual se refleja en una disminucién en la concentracién de los iones P de la soluciéon SBF
[194]. Sin embargo, aunque para la produccion de la capa de apatita neoformada se
consuman iones Ca, la disolucién de estos iones a partir de los materiales, es mayor que
su consumo, con excepcion de 100H. Subsecuentemente, la concentracion de iones Ca y
Si continla aumentando mientras que la concentracion de iones P continla
disminuyendo, lo cual indica que este ion también es utilizado para la produccién de la

capa de apatita.

En la wollastonita, la disolucidn de los iones Ca es mas rapida que la de los iones Si. Los
iones Ca son liberados hacia la solucién, 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
formacién de grupos Si-OH, los cuales han sido reconocidos como catalizadores para la

nucleacidn y crecimiento de la capa de apatita neoformada [73,196-198].

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 interaccidn 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 interactda con los
iones fosfato de la solucion, dando lugar a la formacién de una capa de fosfato de calcio
amorfo “pobre” en calcio, la cual se estabiliza cristalizando en la capa de apatita
neoformada final [199-200]. La cinética de este proceso esta directamente influenciada
por las temperaturas de sinterizacidn, resultando en un proceso mas lento, en los

materiales que son sinterizados a altas temperaturas [199].
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Todos los materiales estudiados, mostraron habilidad para la formacién de una nueva
capa de apatita sobre sus superficies al ponerse en contacto con la solucidon SBF, sin
embargo, las variaciones en la concentracion de los iones Ca, P y Si, asi como el
comportamiento del pH de la solucién fisioldgica simulada, demuestra que durante las
pruebas de inmersion, tiene lugar la disolucidon superficial de los materiales con un
consumo simultdneo de P desde la solucién, resultando mas rdpida conforme el contenido
de wollastonita aumenta en los mismos, produciendo capas de apatita mas gruesas y

densas.

Los analisis anteriores indican que la bioactividad de la wollastonita y los compositos de
hidroxiapatita-wollastonita sinterizados es superior a la bioactividad de la hidroxiapatita
sinterizada en este estudio, siendo mds evidente a partir del compdsito 50H-50W. Por
tanto se puede concluir que tal grado de bioactividad es superior en 100W, 20H-80W,
50H-50W, 80H-20W y 100H respectivamente. Lo cual puede deberse a que la velocidad
de disolucion de la fase de wollastonita fue superior a la de fase de hidroxiapatita en la
solucién SBF. Después de periodos de inmersién prolongados, las concentraciones de Ca,
Si y P permanecen practicamente constantes, indicando un aparente estado de equilibrio

entre los mecanismos de disolucion y precipitacién.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las conclusiones mds importantes de los resultados obtenidos en este trabajo de

investigacion se indican en los puntos siguientes:

I) Sintesis y Caracterizacion de los Compdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita

Se sintetizaron compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita utilizando una técnica
sol-gel, a partir de acetato de calcio y trietil fosfato como agentes precursores de

hidroxiapatita y wollastonita natural de alta pureza como fase de refuerzo.

Los geles secos producidos al final de la etapa sol-gel, consisten una mezcla de un
fosfato de calcio amorfo y acetato de calcio remanente. Dicha mezcla resulté
potencialmente activa para la formacion de hidroxiapatita, mediante un proceso

de tratamiento térmico posterior.

La formacidon de hidroxiapatita en los compdsitos ocurre a una temperatura
relativamente baja en el intervalo de 400-420°C, acompafiada de la formacién de

carbonato de calcio, en forma de calcita.

Para eliminar el carbonato de calcio de los compdsitos se requirié de un
tratamiento térmico adicional a 1000°C, para descomponer el carbonato de calcio

en oxido de calcio.
Para eliminar el éxido de calcio de los compdsitos y obtener Unicamente las fases

de hidroxiapatita y wollastonita en los productos finales, se requirié de lavados con

acido clorhidrico 0.01M, convirtiendo al 6xido de calcio en cloruro de calcio.
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Aprovechando la alta solubilidad del cloruro de calcio en agua, comparada con la
baja solubilidad del resto de las fases en este medio, se practicaron una serie de
lavados con agua deionizada, para finalmente separar mediante filtracién los

residuos sélidos y liquidos.

La fase de wollastonita permanece sin reaccionar a lo largo de todo el proceso de

sintesis y purificacion.

La caracterizacion de los materiales purificados, mediante las técnicas XRD, FT-IRy
Raman, demostrd que los productos finales forman compdésitos de hidroxiapatita

carbonatada tipo B-wollastonita.

Los andlisis de la morfologia externa e interna desarrollados en SEM y TEM,
demostraron que las particulas de hidroxiapatita aparecen aglomeradas
uniformemente sobre las fibras de wollastonita, mostrando tamafios

submicrométricos del orden de 50-100 nm.

Il) Sinterizacién y Caracterizacion de los Compésitos de Hidroxiapatita-Wollastonita

Los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita, comprimidos en forma de tabletas,
se sinterizaron a 1200°C durante 5 h. Los analisis de XRD y XPS demostraron que
estos materiales no experimentan transformaciones significativas durante este
tratamiento, no encontrandose la presencia de nuevas fases, producto de la

descomposicion de los materiales base.
La hidroxiapatita carbonatada y la wollastonita permanecen como fases

individuales en los compdsitos sinterizados, no existiendo evidencia de reaccidn

entre ambas.
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El grado de carbonatacion de la hidroxiapatita en los compdsitos sinterizados,
resulté menor comparado con el grado de carbonatacién de los polvos

sintetizados, dando como resultado la presencia de trazas de 6xido de calcio.

Los compésitos sinterizados presentan cierto grado de porosidad, indicando que a
las condiciones de sinterizacidon de este estudio, los materiales producidos no son
totalmente densos. Este grado de porosidad, aunque minimo, es importante para
asegurar la eficiente integracién de estos materiales con el tejido dseo, dando

lugar a propiedades bioactivas mas eficientes.

lll) Evaluacion de las Propiedades Mecanicas de los Compdsitos de Hidroxiapatita-

Wollastonita.

El andlisis de las superficies de fractura de los compésitos, demostrd la presencia
de fendmenos asociados con esfuerzos interfaciales, tales como pequefias
decohesiones fibra-matriz (fiber debonding). Asimismo, la ausencia de impresiones
debidas a extracciones de fibras de wollastonita de la matriz de hidroxiapatita
(fiber pulled-out), fue un indicativo de las eficientes propiedades tensiles en los

materiales.

El analisis de las propiedades mecanicas, mediante técnicas de nanoindentacion en
los compdsitos, revelé una fuerte tendencia al aumento en la dureza y el médulo
elastico reducido, relacionada con el incremento de la cantidad de wollastonita en
los materiales, demostrando que la adicién de wollastonita en los compdsitos,

mejora sus propiedades mecanicas.
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IV) Evaluacion de las Propiedades Bioactivas de los Compdsitos de Hidroxiapatita-

Wollastonita.

e El analisis de bioactividad de los compdsitos, mediante su interaccién con un fluido
fisioldgico simulado, durante varios periodos de tiempo, reveld la formacion de
una capa de apatita neo formada sobre sus superficies, similar a las apatitas

biolégicas que componen al tejido dseo.

e Mediante las técnicas SEM-EDS, XPS, XRD e ICP, se demostrd que la formacion de
esta capa de apatita, se lleva a cabo mediante un mecanismo de disolucién-

precipitacion.

e La velocidad de disolucién y la consecuente precipitacidon, en el proceso de
formacién de apatita sobre la superficie de los materiales, resultd mas rapida en la
superficie de wollastonita en relacién con la superficie de hidroxiapatita. Este
efecto se manifestd en los compdsitos, resultando en mecanismos de disolucidn-
precipitacion mas rapidos, conforme el contenido de wollastonita aumenta en los

materiales, dando lugar a capas de apatita mas gruesas, densas y homogéneas.

Los compdsitos de hidroxiapatita-wollastonita se sintetizaron mediante una ruta sol-gel
adecuada, utilizando reactivos relativamente baratos y accesibles, con un procedimiento
sencillo, complementado con tratamientos térmicos y lavados acidos suaves para lograr su
purificacién. Las condiciones del proceso de sinterizacién, permitieron mantener las fases
de hidroxiapatita y wollastonita practicamente sin transformaciones significativas,
lograndose obtener en todos los casos estructuras densas, mismas que mantuvieron
cierto grado de microporosidad, dando lugar a una interrelacidon directa entre las
propiedades mecanicas y bioactivas de los compdsitos. La evaluacién de propiedades
mecanicas (H y E,), demostré que estos materiales poseen eficiencias mecanicas que van
desde los valores conocidos para el hueso esponjoso y cortical, hasta los de la dentina y el

esmalte dentario, lo cual pone de manifiesto una amplia posibilidad de utilizacidon de estos
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materiales, para la reparacion de lesiones en los tejidos duros del organismo. Asimismo,
el andlisis de bioactividad demostré que la wollastonita, ademads de influir directamente
en las propiedades mecdnicas de los compdsitos, presenta también una fuerte influencia
en la habilidad de estos materiales para producir una capa de apatita neoformada sobre
sus superficies, la cual dara lugar a la unién directa entre estos materiales de implante y

el tejido 6seo, una vez que estos sean implantados en el organismo.

Por otro lado, tomando en cuenta la interrelacion de las propiedades mecanicas vy
bioactivas, para las diferentes composiciones de hidroxiapatita y wollastonita en los
compdsitos, se puede sugerir la posibilidad de que estos materiales, no solo puedan
usarse como materiales estructurales, sino también como inductores de osteoconduccion,

asi como en tratamientos auxiliares de pulpotomia.

Entre las recomendaciones mas importantes, para complementar esta investigacién

destacan las siguientes:
e Complementar la evaluacidon de la eficiencia mecanica de los compdsitos,
mediante el andlisis de propiedades mecanicas adicionales, tales como tenacidad a

la fractura, resistencia a la tensidon y compresion, entre otras.

e Desarrollar un analisis de porosidad en los materiales, para determinar su relacién

con las propiedades mecanicas y bioactivas analizadas en este estudio.

o Desarrollar el estudio de biocompatibilidad para estos materiales, evaluando los

puntos descritos en el capitulo 2, secciones 2.6.1y 2.6.2 de este trabajo.
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