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RESUMEN

La ingenieria de tejidos es un &rea interdisciplinaria que ha evolucionado en
los udltimos afios y que, entre otras cosas, busca el desarrollo de andamios
tisulares, estructuras que simulan el ambiente fisioldégico en el que se da el
crecimiento celular y que sirven de soporte temporal para la regeneracion de
tejido. Los andamios compuestos polimero/ceramico son considerados como
una alternativa adecuada para la regeneracion de tejido 6seo, ya que son
biodegradables y bioactivos.

El polimero biodegradable elegido para este trabajo es la poli(e-caprolactona)
(PCL), debido a que tiene una lenta cinética de degradacién, adecuada para
la regeneracion de tejido 6seo. Por otro lado, la ceramica bioactiva elegida
para este trabajo es el Bioglass 45S5, ya que es el vidrio bioactivo con mayor
indice de bioactividad desarrollado hasta ahora, es decir, el que forma mas
rapidamente un enlace con el tejido. El objetivo de este trabajo es obtener un
andamio a base de nanofibras de PCL cargado con mesoparticulas de
Bioglass 45S5, mediante la técnica de electrohilado.

En este trabajo, se sintetiz6 Bioglass 45S5 por el método de fundicion.
Posteriormente, se redujo su diametro de particula mediante dos moliendas:
una mecanica y una ultrasénica. Se caracteriz6 el Bioglass 45S5 después de
cada molienda mediante espectroscopia de infrarrojo por transformada de
Fourier, difraccion de rayos X, andlisis térmicos (analisis termogravimétrico,
analisis termomecanico y calorimetria diferencial de barrido) y microscopias
electronicas (microscopia de fuerza atomica, microscopia electronica de
transmision y microscopia electrénica de barrido). Asimismo, se optimizo el
electrohilado de nanofibras de PCL, caracterizandolas mediante microscopia
electrénica de barrido. Finalmente, se obtuvieron nanofibras compuestas de
PCL/Bioglass 45S5 mediante electrohilado, las cuales se caracterizaron por

microscopia electrénica de barrido y mediciones de angulo de contacto.
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Los resultados obtenidos por microscopia electrénica de barrido mostraron
gue después de la molienda ultrasonica, se obtuvieron particulas de Bioglass
45S5 con diametros alrededor de los 300 nm. Asimismo, los resultados de
difraccién de rayos X mostraron la aparicion de fases cristalinas después de
la molienda ultrasénica. Las micrografias de microscopia electronica de
barrido corroboran la obtencién de nanofibras compuestas de PCL/Bioglass
45S5 con las particulas de biovidrio como inclusiones y adsorbidas sobre la
superficie de las fibras. Por lo tanto, del trabajo realizado se concluye que se
logr6 obtener el andamio compuesto de PCL/Bioglass 45S5 al seguir el
procedimiento propuesto. Los andamios tisulares fueron obtenidos mediante

la técnica de electrohilado.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La mayoria de los efectos adversos de las enfermedades 6seas, como la
osteoporosis, provienen de las fracturas. De hecho, la reduccion de fracturas
Oseas es una de las intervenciones quirargicas mas frecuentes en México.
Sin  embargo, los sustitutos 0Oseos actuales presentan numerosas
desventajas, entre las cuales destacan la transmision de enfermedades y la
incompatibilidad entre las propiedades del implante y el tejido éseo. Por ello,
en afos recientes ha emergido la ingenieria de tejidos, un érea
interdisciplinaria que busca desarrollar implantes que, en lugar de sustituir al
tejido dafado, lo regeneren [1, 2, 5, 6].

Para emplearse en la regeneracion de tejido 6seo, un andamio debe ser
biocompatible, biodegradable, tener propiedades mecanicas que coincidan
con las del hueso y propiedades superficiales que favorezcan la adhesion,
proliferacion y diferenciaciébn celular, asi como una estructura porosa
tridimensional interconectada. Los andamios compuestos polimero/ceramico
son una alternativa prometedora para la regeneracion de hueso, debido a que
presentan propiedades mecénicas y osteoconductivas mejoradas en
comparacion con los andamios fabricados con una sola clase de material [2,
7,8, 10, 11].

Los polimeros biodegradables son componentes importantes de un andamio,
debido a que son reemplazados por el tejido regenerado, sirviendo como un
soporte temporal durante la formacion del mismo. La poli(e-caprolactona)
(PCL) es un polimero biodegradable semicristalino con una lenta cinética de
degradacion, lo cual lo hace apto para aplicaciones en implantes de largo
plazo, como aquéllos requeridos para la regeneracion de hueso. De hecho,



tiene aprobacion por la Food and Drug Administration (FDA) para uso en
diversos dispositivos médicos, y se ha empleado en el area de regeneracion

0sea, tanto puro como reforzado con ceramicos bioactivos [2, 9].

Los ceramicos bioactivos forman un enlace con el tejido huésped. El nivel de
bioactividad de un ceramico bioactivo depende de la rapidez con la que éste
forme el enlace con el tejido huésped. Dentro de este contexto, el Bioglass
45S5 es un ceramico bioactivo que presenta un alto nivel de bioactividad, es
decir, forma un enlace con el tejido huésped de manera rapida. Esto lo logra
a través de una serie de reacciones superficiales, al final de las cuales forma
una capa de hidroxiapatita carbonatada (HCA), estructuralmente semejante a
la hidroxiapatita (HA) fisioldgica. La cristalizacion de HCA sobre la superficie
del Bioglass 45S5, favorece la adsorcidon de factores de crecimiento y varios
otros constituyentes bioldgicos, desencadenando la regeneracion de tejido.
Por consiguiente, el Bioglass 45S5 ha sido empleado clinicamente para la
reparacion de defectos 6seos variados, incluyendo en aplicaciones
maxilofaciales y periodontales [2, 12, 13, 14, 19].

Entre las diversas técnicas de fabricacibn de andamios compuestos para la
ingenieria de tejidos éseos, destaca el electrohilado, el cual permite obtener
fibras poliméricas, que van de los 15 nm hasta los 10 um, con inclusiones de
particulas cerdmicas. Recientemente, diversos grupos de investigacion han
sintetizado, mediante electrohilado, andamios compuestos que incluyen tanto
PCL como Bioglass 45S5 como componentes, y han demostrado su
bioactividad con estudios in vitro [29-34]. Lee et al., hicieron un estudio
comparativo entre membranas de PCL puro y membranas compuestas
PCL/vidrio bioactivo, y comprobaron que la membrana compuesta presenta

una mayor bioactividad in vitro [35].



1.2 Justificacion

La PCL presenta una lenta cinética de degradacion y, por tanto, una alta
estabilidad estructural, la cual ya ha sido aprovechada en la fabricacion de
implantes para tratar defectos 6seos [9]. Sin embargo, se ha comprobado que
los andamios compuestos PCL/cerdmico bioactivo presentan una mayor
bioactividad [35]. En vista de que el Bioglass 45S5 es, hasta ahora, el
ceramico bioactivo con mayor indice de bioactividad, que ademas ha tenido
un alto éxito clinico, el desarrollo de un andamio compuesto PCL/Bioglass
45S5 es bastante prometedor para la reparacion de defectos éseos de

diferentes tamanos y formas.

Con base en las ideas presentadas y debido a que el electrohilado ha
demostrado ser una técnica adecuada para la fabricacion de mallas
compuestas polimero/ceramico, este trabajo pretende fabricar y caracterizar
un andamio de fibras de PCL con inclusiones de particulas de Bioglass 45S5,
mediante electrohilado. Para tal fin, se requiere la previa sintesis del Bioglass
45S5 por el método de fundicion y la reduccién de su tamafio de particula,

mediante moliendas, asi como su caracterizacion.

Se espera que con una molienda mecanica, mediante un molino de bolas, y
una posterior molienda ultrasénica, se reduzca el tamafio de particula del
Bioglass 45S5 hasta los 200 nm. La hip6tesis de trabajo es que la
elaboracién de nanofibras compuestas de PCL/Bioglass 45S5 dara lugar a un
producto con propiedades adecuadas para emplearse en la regeneracion de

tejido duro en sitios de baja carga.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Obtener un andamio hibrido a base de nanofibras de poli(e-caprolactona)
cargadas con nanoparticulas de Bioglass 45S5, mediante la técnica de
electrohilado, para elevar la bioactividad de la poli(e-caprolactona) y asi

generar un producto para la regeneracion de tejido 6seo.

1.3.2 Objetivos particulares

» Obtener Bioglass 45S5 por el método de fundicion.

* Reducir el didmetro de particula del Bioglass 45S5 a un intervalo de
200 a 800 pm, mediante una molienda mecanica con un molino de
bolas, y obtener la caracterizacién fisicoquimica del producto de la
molienda.

e Reducir el diametro de particula del Bioglass 45S5 a menos de 200
nm, mediante una posterior molienda ultrasonica, y obtener la
caracterizacion fisicoquimica del producto de la molienda.

e Optimizar los parametros de electrohilado para la obtencién de
nanofibras de poli(e-caprolactona).

e Sintetizar nanofibras compuestas de poli(e-caprolactona)/Bioglass
45S5, mediante la técnica de electrohilado, y obtener su

caracterizacion fisicoquimica.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES TEORICOS

2.1 Tejido 6seo

2.1.1 Generalidades

El hueso es un tejido duro que lleva a cabo diversas funciones mecanicas,
bioldgicas y quimicas en el cuerpo humano, tales como el soporte estructural,
el almacenamiento de factores de crecimiento y la homeostasis mineral [1]. El
hueso es un material compuesto organico-inorganico nanoestructurado,
formado por una matriz organica (constituida principalmente por colagena)
reforzada con una fase inorganica, la cual consta de hidroxiapatita (HA). La
fase inorganica abarca el 70% del peso seco del hueso y la matriz organica,
el resto [2].

El hueso presenta una arquitectura construida a partir de bloques
nanoestructurados: fibras mineralizadas de colagena, lo que hace que el
hueso sea un material heterogéneo y anisotrépico. Rho et al., proponen que
tal arquitectura presenta estructuras en distintos niveles de organizacion (ver
Fig. 2.1): la sub-nanoestructura (por debajo de algunos cientos de nm), la
nanoestructura (desde algunos cientos de nm hasta 1 pm), la sub-
microestructura (1-10 um), la microestructura (10-500 pm) vy la

macroestructura [1].
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Figura 2.1 Organizacion estructural del hueso (Adaptado de [1]).

2.1.2 Nanoestructura y sub-nanoestructura

2.1.2.1 Fase organica

Aproximadamente el 90% de la fase organica del hueso es colagenatipo I. La
coldgena tipo | forma una red tridimensional en la que crecen los cristales de
HA. El blogue bésico de la red de colagena es la molécula helicoidal triple, la
cual estd compuesta de dos cadenas polipeptidicas a; idénticas y una cadena
a; Unica, produciendo una molécula lineal rigida de 300 nm de longitud. Estas
moléculas lineales se autoensamblan en grupos de hélices triples, con una
periodicidad de 67 nm, huecos de 40 nm entre las partes finales de las
moléculas y poros entre los lados de moléculas paralelas [1].

El 10% restante de la fase organica consta de la sustancia basal y las
proteinas sin relacion con la colagena. Las proteinas sin relacion con la
colagena, como los factores de crecimiento, las proteinas osteoinductivas y
los compuestos de matriz extracelular, son depositadas en los huecos y
poros de la red de colagena para promover el crecimiento de cristales de HA.
La sustancia basal, formada por proteinas y polisacaridos, ocupa los
espacios entre las fibras de coldgena y los cristales de HA (ver Figura 2.2)

2].



2.1.2.2 Fase inorganica

El componente inorganico del hueso es la HA cristalina, Cayo(PO4)s(OH),, la
cual tiene una simetria cristalografica hexagonal. Sin embargo, los cristales
no expresan esta simetria en su forma macroscépica, sino que forman platos
delgados [3]. Los platos de HA crecen en el restringido espacio de los huecos
entre las partes finales de las moléculas, por lo que son discretos y
discontinuos. El arreglo de la HA se caracteriza por un eje cristalografico c
perpendicular a tres ejes a equivalentes, los cuales estan a 120° uno del otro.
Los ejes cristalograficos ¢ de los platos de HA se encuentran
aproximadamente alineados con los ejes longitudinales de las fibras de
colagena [1]. Las dimensiones promedio de los cristales son 50x25 nm, y el
intervalo va desde los 10 nm hasta los 100 nm. El grosor de los cristales es
de 2 nma 3 nm [3].

Fibrilla de
colagena

f— 1.23 nm

. Moléculas de
|| colagena

[}
40 nm
27 nm

Proteina
helicoidal triple
Cristal de HA
50x25x3 nm

Figura 2.2 Esquema que muestra el arreglo de las fibrillas de coldgena y los cristales de HA
(Adaptado de [1]).

2.1.3 Microestructuray sub-microestructura

Dependiendo de su microestructura, el hueso puede clasificarse en laminar y
reticular. El hueso reticular es un hueso sin madurar, compuesto de fibras
mineralizadas de coldgena acomodadas sin orientacion definida y que, por

consiguiente, tiene caracteristicas isotrépicas. En el hueso laminar, las fibras



de colagena forman arreglos planos llamados lamelas, las cuales tiene un
grosor de 3 a 7 um. A su vez, las lamelas se acomodan en anillos
concéntricos, formando cilindros de 4 a 20 anillos y de 200 a 250 um de
diametro, llamados osteones, alrededor de un canal central sanguineo
llamado canal Haversiano. Los osteones se acomodan en forma paralela al
eje longitudinal del hueso. En una lamela, las fibras de colagena se
encuentran orientadas paralelamente entre si, resultando en propiedades
anisotropicas con una mayor resistencia mecanica hacia el eje longitudinal de
las fibras. Dentro de un ostedn, las fibras de colagena cambian de orientacion
alternadamente de una lamela a la otra [1, 2].

2.1.4 Macroestructura

A nivel macroestructural, el tejido 6seo puede ser cortical (compacto) o
trabecular (esponjoso). El hueso cortical es anisotrépico con refuerzos a lo
largo de su eje de carga, presenta menos de 30% de porosidad, con poros de
hasta 1 milimetro de diametro. Por el contrario, el hueso trabecular es un
material isotrépico que presenta una estructura reticular tridimensional similar
a una esponja, con una porosidad de 50 a 90% y poros de hasta varios
milimetros de diametro [2]. Generalmente, el hueso trabecular es mas activo
metabdlicamente y, por consiguiente, es remodelado mas frecuentemente

gue el cortical y se considera un hueso “joven” [1].

Osteones de hueso
compacto Trabéculas de hueso esponjoso

Lamelas

.,\ Canal Harvesiano

Figura 2.3 Lamelas y osteones; hueso compacto y esponjoso.



2.1.5 Propiedades mecanicas

En general, los valores de las propiedades mecanicas del hueso a nivel
macroestructural, como el médulo elastico y el modulo de corte, varian de un
hueso a otro, asi como entre regiones distintas de un mismo hueso [1]. Las
propiedades mecanicas tanto del hueso cortical como del trabecular (ver
Tabla 2.1) dependen de de

mineralizacion, la organizacion y los componentes de la matriz sdlida [4]. Por

la porosidad, la arquitectura, el nivel
lo regular, hay una variacion mayor en las propiedades mecanicas del hueso
trabecular que en las del cortical. En el hueso trabecular, las propiedades
mecanicas varian alrededor de la periferia y a lo largo de un mismo hueso,
asi como entre huesos distintos en un factor de 2 a 5. Las diferencias entre
las propiedades mecénicas de distintos huesos enteros se deben a la
variacion en su estructura y su funcién mecanica [1]. El hueso cortical es mas
denso y, por tanto, tiene una resistencia mecanica mayor que el hueso
trabecular (ver Tabla 2.1). La porosidad es un pardmetro importante para
predecir la resistencia mecanica y la densidad del hueso cortical. La densidad
es una funcion de la porosidad y la mineralizacion del hueso, por lo que es un
indicador del mddulo elastico [4]. Las propiedades mecénicas y la densidad

son menores en el hueso lesionado, en comparacion con el hueso sano.

Tabla 2.1 Propiedades mecénicas y densidad relativa de hueso humano sano.
(Tomado de [3])

Propiedad Hueso trabecular Hueso cortical Hueso cortical
(longitudinal) (transversal)
Densidad relativa 0.05-0.7 0.7-1.8
Elongacién (%) 5-7 1-3
Mddulo elastico 0.1-0.5 17-30 7-13
(GPa)
Resistencia a la 2-20 130-150 50-60
traccion (MPa)




2.1.6 Regeneracién 6sea

Como todo tejido vivo, el hueso puede cambiar de tamafio, forma, posicion y
propiedades mediante el proceso de regeneracion, con la finalidad de
responder de la mejor manera ante el esfuerzo ocasionado por la actividad
fisica y las condiciones de carga. El proceso de regeneracién ésea involucra
tres tipos de células dseas: los osteoblastos (células encargadas de sintetizar
al hueso), los osteocitos (células encargadas de dar mantenimiento al hueso)
y los osteoclastos (células encargadas de degradar al hueso). Los
osteoclastos son activados por factores de crecimiento, citocinas y las
proteinas encargadas de degradar al hueso viejo. Los osteoblastos son
activados por factores de crecimiento secretados por los osteoclastos y/o los
osteocitos, para depositar minerales que contengan calcio. Finalmente, los
osteocitos regulan la formacion del nuevo hueso al modular la diferenciacion

de los osteoblastos a células que depositan calcio [2].
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Figura 2.4 Proceso de regeneracion 6sea.

Pre-

2.1.7 Problemas de salud

De acuerdo al Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados
Unidos, el padecimiento 6seo mas comln es la osteoporosis, la cual se
caracteriza por una masa baja y un deterioro de la estructura del hueso. Al
tener una masa baja, los huesos se vuelven débiles y, por tanto, susceptibles

a fracturarse o romperse. Otras enfermedades Oseas, como la enfermedad
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de Paget y la osteogénesis imperfecta, también provocan fracturas frecuentes
[5]. De acuerdo a la Divisién Técnica de Informacion Estadistica en Salud del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), la reduccidon de fracturas
(abiertas, cerradas y las que requirieron fijacion interna) fue la tercera
intervencién quirdrgica mas comuan en México en el 2004, con un total de
37,715 cirugias para toda la poblacién, y fue la mas recurrente en hombres,
con 23,020 cirugias [6].

2.1.8 Desventajas de los sustitutos 6éseos actuales

Actualmente, algunas de las terapias que se utilizan para reparar fracturas y
otros defectos Oseos son: autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos, implantes
metalicos y ceramicos. Sin embargo, cada uno de estos sustitutos presenta
sus propias limitaciones y probleméticas [7].

Un autoinjerto es el tejido 6seo que se remueve de alguna parte del sistema
0seo y que se transfiere a otra ubicaciéon dentro del cuerpo del mismo
individuo. Los autoinjertos han sido usados por muchos afios para el
reemplazo de huesos porque proveen células osteogénicas y factores
osteoinductivos, los cuales son necesarios para la regeneracion Osea. A
pesar de que presentan un alto porcentaje de éxito, el nUmero de casos en
los que se puede emplear es limitado, debido a la escasez de autoinjerto que
se puede obtener, la morbidez del sitio donador, el dolor, la reabsorcién del

injerto y las complicaciones anatomicas y estructurales [8, 9].

Un aloinjerto es el hueso que se transplanta de un miembro de la misma
especie a otro genéticamente no idéntico. Presenta propiedades mecéanicas
pobres, una reabsorcion dificil, una capacidad osteogénica y un porcentaje de
incorporacion menores que el autoinjerto. Ademas, existe el riesgo de que
transmita enfermedades y provoque respuesta inmune y/o infecciones en el
cuerpo del receptor después del transplante [8, 9]. Un xenoinjerto es el tejido
gue se transplanta entre miembros de diferentes especies, y también tiene el
riesgo de transmitir enfermedades y provocar respuesta inmune en el

organismo receptor [7].
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Los metales y los cerdmicos han representado una alternativa a los injertos.
Los metales y sus aleaciones, aunque proporcionan soporte mecanico
inmediato en el sitio del defecto, exhiben una baja integracién con el tejido
0seo0, ya que no presentan las caracteristicas ni el comportamiento del hueso
fisiolégico. Asimismo, pueden fallar debido a infecciones, recubrimiento o
encapsulamiento de tejido fibroso, corrosion por accion de los fluidos
corporales e incompatibilidad entre las propiedades mecanicas del implante y
el hueso, lo cual conduce a la necesidad de posteriores cirugias de revision.
A su vez, los ceramicos son fragiles y presentan una resistencia a la rotura
baja, por lo que no se usan en posiciones que soporten esfuerzos de torsion,

corte y doblado altos [8].

Los problemas clinicos que presentan las terapias mencionadas, demuestran
que aun deben desarrollarse sustitutos 0seos adecuados, que tengan
propiedades, estructura y funciones similares a las del hueso fisiolégico. El
disefio de prétesis ortopédicas de nuevo cufio, con una mejor eficiencia
clinica y mayores tiempos de vida, es una tarea en la que hoy en dia trabajan
investigadores del area de biomateriales e ingenieria de tejidos.

2.2 Ingenieria de tejidos 6seos

2.2.1 Generalidades

La ingenieria de tejidos ha surgido como un area de investigacion
interdisciplinaria que promete nuevas perspectivas para el tratamiento de
diversos problemas de salud, al restaurar, mantener o mejorar la funcién de
los tejidos u 6rganos dafiados. A diferencia de la estrategia clasica de los
biomateriales, que consiste en implantar nuevas partes o0 sustitutos, la
ingenieria de tejidos se basa en inducir la formacion de nuevos tejidos
funcionales. Para tal fin, se construye un sustituto del tejido—Illamado
andamio tisular—que promueva la regeneracion y la reparacion del tejido
dafado, al combinar células vivientes y/o moléculas biol6gicamente activas

con matrices biodegradables [7-9].
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2.2.2 Andamios para la regeneracioén de tejido 6seo

Los andamios ideales funcionan como una matriz tridimensional temporal,
sobre la cual las células se adhieren, diferencian, crecen y proliferan, con el
consiguiente crecimiento de tejido 6seo. El andamio comienza a degradarse
desde el momento en el que se implanta, y el tejido también empieza a
regenerarse desde entonces. El andamio se habra degradado por completo
s6lo hasta que el tejido se haya regenerado completamente vy, por
consiguiente, no queda dentro del organismo nada extrafio a €l. Para que un
andamio sea apto para la ingenieria de tejidos, debe reunir varias
propiedades [2, 8]. Primeramente, el andamio debe ser biocompatible, es
decir, debe integrarse adecuadamente con el tejido sin causar ninguna
respuesta inmune y debe promover la adhesion, diferenciacién y proliferacion
celular. El andamio, también, tiene que ser biodegradable. La rapidez de
degradacion del andamio debe acoplarse adecuadamente a la rapidez de
formacion de nuevo tejido, de tal manera que al momento en el que la herida
haya sido regenerada, el andamio se haya degradado. Es decir, el soporte
fisico que provee el andamio debe mantenerse hasta que el nuevo tejido
tenga la integridad mecanica suficiente para darse soporte a si mismo.
Posteriormente, debe tener propiedades mecéanicas semejantes a las del
hueso, que le permitan soportar presiones hidrostaticas y los esfuerzos
fisiolégicos cortantes, de compresion, tensién y torsion. Al mismo tiempo,
debe reunir propiedades superficiales que permitan la adhesién celular y
debe ser osteoinductivo, es decir, debe promover la llegada de células
osteoprogenitoras al sitio de la herida y su correspondiente diferenciacion [2].
Por ultimo, el andamio debe tener una estructura tridimensional porosa
interconectada. La porosidad debe ser mayor al 90% para favorecer la
vascularizacion y la integracion del tejido, asi como la difusion de nutrientes y
la eliminacién de desechos metabdlicos. A la vez, los poros deben ser de un
tamafo adecuado, ya que si son demasiado pequefos, pueden ocluirse por
las células, lo cual impide la vascularizacion del tejido y la penetracion
celular. Sin embargo, si los poros son demasiado grandes, las propiedades
mecanicas del andamio se pueden ver afectadas [2].
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2.3 Biomateriales empleados para la fabricaciéon de andamios

para laregeneracion de tejido 6seo

La seleccién de los materiales apropiados para fabricar un andamio tisular es
importante, ya que las propiedades de los materiales constituyentes
determinara, en gran medida, las propiedades del andamio resultante. Los
biomateriales utilizados para sintetizar andamios para la ingenieria de tejidos
06seos son producto del avance que se ha dado de los biomateriales de
primera generacion, que son bioldégicamente inertes, a los de segunda
generacion, que incluyen a los materiales bioactivos y a los biodegradables.
La busqueda de la optimizacién de los biomateriales de segunda generacién
ha llevado al desarrollo de los de tercera generacién, en los que se combinan
materiales bioactivos y biodegradables, haciendo biodegradables a los
materiales bioactivos y viceversa. Los biomateriales de tercera generacion
engloban a los andamios compuestos polimero/ceramico, y buscan estimular

respuestas celulares especificas a nivel molecular [10].

2.3.1 Polimeros biodegradables

Los polimeros biodegradables, presentes en los biomateriales de segunda
generacion, exhiben descomposicion y reabsorcion controlables. Los
productos de degradacion de estos polimeros deben ser no toxicos y seran
eliminados a través de vias metabdlicas naturales. Los polimeros que
experimentan ruptura hidrolitica tienden a tener una rapidez de degradacion
mas predecible que aquéllos que son degradados por enzimas, ya que la
actividad enzimética varia ampliamente entre distintos sitios tisulares y entre
pacientes. En cambio, la disponibilidad de agua es practicamente constante
en todos los tejidos, tanto duros como blandos, y varia poco entre pacientes.
Por otro lado, la rapidez de degradacion disminuye conforme aumenta el
peso molecular, y entre menor es la cristalinidad, mayor es la probabilidad de
gue penetren moléculas de agua a la estructura del polimero e inicien la

hidrdlisis de sus cadenas [2].
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A diferencia de los biomateriales inertes (0 de primera generacion), que
presentan problemas interfaciales, los polimeros biodegradables son
reemplazados, a fin de cuentas, por el tejido regenerado y, por tanto, al final
desaparece la interfase [10]. Las propiedades mecanicas de estos materiales
dependen de su estructura quimica, cristalinidad, peso molecular y
orientacion molecular. La degradaciéon de estos materiales conduce a una
pérdida de propiedades mecanicas y a un aumento de la cristalinidad [2]. Se
han utilizado polimeros biodegradables naturales y sintéticos para la
fabricacion de andamios para la regeneraciéon de tejido 6seo.

2.3.1.1 Polimeros biodegradables naturales

Los polimeros biodegradables naturales son aquéllos que se obtienen de
fuentes naturales, ya sean animales o vegetales [8]. Estos polimeros son
renovables, presentan toxicidad baja y costos de manufactura y eliminacion
bajos. Una ventaja importante es que promueven la adhesion, diferenciacion
y proliferacién celular. Tienen propiedades mecéanicas pobres y, en muchas
ocasiones, son solubles en los fluidos corporales, se degradan rdpidamente,
o pierden sus propiedades biolégicas durante su formulacion. Ademas,
provocan respuesta inmune y propician la transmision de enfermedades, por
lo que deben revisarse y, en caso de ser necesario, purificarse antes de
emplearse como andamios tisulares [9, 11]. Algunos de los polimeros
naturales empleados en ingenieria de tejidos son proteinas como son la
coldgena y la fibronectina, polisacaridos como son el quitosano, el &acido
hialurénico y el almidén, y poliésteres microbianos como son los

polihidroxialcanoatos (ver Figura 2.5) [8, 9, 11].

La colagena, al mantener informacion bioldgica y determinadas propiedades
fisicoquimicas, se emplea en la elaboracion de andamios tisulares para imitar
la funciébn de la matriz extracelular en la regeneracién de tejido. Su
biodegradabilidad, antigenicidad baja y adherencia celular alta, hacen de la
colagena un polimero atractivo para aplicaciones de ingenieria de tejidos (ver
Figura 2.5). Presenta una alta rapidez de degradacion, lo cual conduce a una
disminucién rapida de las propiedades mecanicas [9].
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Figura 2.5 a) Estructura de triple cadena de la coldgena y estructura quimica de la secuencia
tripeptidica mas cominmente encontrada en la coldgena, compuesta de glicina, prolina e
hidroxiprolina, b) Estructura quimica representatativa del quitosano, c¢) Estructura quimica del
acido hialurénico, d) Porcion representativa del alginato, e) Estructura quimica de la celulosa.
(Tomada de [9])

2.3.1.2 Polimeros biodegradables sintéticos

Los polimeros biodegradables sintéticos poseen propiedades mecanicas,
fisicas y quimicas predecibles y reproducibles. La composicién quimica y la
velocidad de degradaciéon de estos polimeros pueden ajustarse con precision
de acuerdo a su aplicacion, por ejemplo, al modificar la proporcion de los
polimeros que forman un copolimero. Asimismo, son altamente procesables a
una gama amplia de formas y tamafos. Los riesgos de toxicidad, generacion
de respuesta inmune y transmision de enfermedades son menores para los
polimeros sintéticos puros. Carecen de las sefiales bioldégicas que promueven
respuestas celulares deseadas, por lo que muchas veces no son capaces de
integrarse con el tejido huésped [9, 11]. Algunos de los polimeros sintéticos
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mas empleados en ingenieria de tejidos son los poli(a-hidroxiacidos), como el
acido poliglicolico (PGA), el acido poli-L-lactico (PLLA), el &cido poli-D-lactico
(PDLA) y su copolimero, el acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA), el
poli(butileno succinato) (PBSu), los policarbonatos, los polifosfacenos y la
poli(e-caprolactona) (PCL) [8, 9, 11].

0
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Figura 2.6 Estructuras quimicas de algunos de los polimeros biodegradables utilizados en

ingenieria de tejidos 6seos. (Tomado de [9])

2.3.1.2.1 Poli(e-caprolactona)

2.3.1.2.1.1 Propiedades de la Poli(e-caprolactona)

La PCL es un poliéster alifatico lineal, susceptible a sufrir hidrolisis
autocatalizada. Debido a su naturaleza semicristalina, alta permeabilidad e
hidrofobicidad, la degradacion de la PCL es lenta. Los arreglos
macromoleculares empaquetados retardan el ingreso de fluidos hacia el
volumen interno. Su mecanismo de degradacion consta de dos pasos: la
ruptura hidrolitica aleatoria de los enlaces éster y la pérdida de masa a través
de la difusion de oligbmeros del volumen interno (ver Fig. 2.7). Se ha
determinado que un sistema de PCL con un alto peso molecular (My =
50,000) requiere 3 afios para eliminarse totalmente del organismo huésped.
La copolimerizacién de la PCL con poli(a-hidroxiacidos) incrementa su
rapidez de degradacién y mejora su procesabilidad. A pesar de ello, las
aplicaciones de estos copolimeros se ha visto limitada debido a sus
propiedades mecanicas bajas [9, 25].
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Figura 2.7 Reaccién de degradacion hidrolitica de la PCL.
2.3.1.2.1.2 Sintesis de la Poli(e-caprolactona)

La ruta adecuada para sintetizar la PCL es la polimerizacion por apertura de
anillo de la e-caprolactona (ver Fig. 2.8). Para que esta reaccion se lleve a
cabo, se requiere de un iniciador o catalizador que induzca la apertura de
anillo de la e-caprolactona. Los catalizadores empleados para esta reaccion
son carboxilatos metalicos, alcoxidos metalicos y compuestos
organometalicos de metales de transicion, tales como son Mo, Fe, Zn, y Sn
[36].

Catalizador
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Figura 2.8 Sintesis de la PCL: Polimerizacion por apertura de anillo de la e-caprolactona.

2.3.1.2.1.3 Aplicaciones biomédicas de la Poli(e-caprolactona)

Debido a su cinética de degradacién, la PCL es utilizada como material base
para el desarrollo de implantes de largo plazo. Es el polimero sintético mas
investigado y, de hecho, tiene aprobacion por la Food and Drug
Administration (FDA) para uso en diversos dispositivos meédicos. Los
andamios de PCL muestran una buena interaccion polimero-osteoblastos, es
decir, los andamios de PCL promueven el crecimiento de los osteoblastos. En
el &rea de regeneracion 0sea, la PCL se ha reforzado con fosfatos de calcio,
HA sintética y vidrios bioactivos (ver Seccion 2.4) para el tratamiento de
fracturas intramedulares y reparacion craneofacial, entre otros defectos
0seos. Debido a que es altamente permeable, la PCL puede emplearse como

sistema de entrega de farmacos y factores bioactivos [9, 25].
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2.3.2 Ceramicas bioactivas

Larry Hench defini6 a un material bioactivo como aquél que produce una
respuesta bioldgica especifica en la interfase del material, la cual resulta en la
formacion de un enlace entre el tejido huésped y el material [12]. La
resistencia del enlace formado entre el material y el hueso es generalmente
equivalente o mayor a la resistencia del hueso huésped. Los materiales
bioactivos incluyen a los vidrios bioactivos, como el Bioglass 45S5, los
vitroceramicos bioactivos, los fosfatos de calcio y la HA sintética. Para
aplicaciones biomédicas, estos materiales se presentan en diversos formatos:
polvo, piezas porosas, piezas densas, mezclas inyectables y recubrimientos
[17].

El nivel de bioactividad de un material bioactivo puede definirse como la
rapidez con la que se desarrolla el enlace interfacial entre el material y el
tejido huésped. De esta manera, Hench también ha definido el indice de

bioactividad (lg) mediante la siguiente ecuacion:

en donde tospy €S el tiempo requerido para que mas del 50% de la interfase
del material bioactivo se haya enlazado al hueso [12].

De acuerdo al valor de su indice de bioactividad, los materiales bioactivos se
clasifican en dos grupos: los de clase A u osteoproductivos (Ig > 8), los cuales
se unen tanto a tejido blando como duro, y los de clase B u osteoconductivos
(0 < Ig < 8), los cuales solamente se unen a tejido duro [12, 18]. La HA
sintética es un ejemplo de material bioactivo clase B, mientras que el
Bioglass 45S5 es un ejemplo de material bioactivo clase A (ver Tabla 2.2).
Los resultados de las pruebas in vivo e in vitro han demostrado que la Unica

caracteristica en comun entre todos los materiales bioactivos es que, a partir
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de una fase amorfa de fosfato de calcio, se forma una capa biol6gicamente
activa de hidroxiapatita carbonatada (HCA) en la superficie del material [12].

Tabla 2.2 Valores de Ig para varios cerdmicos bioactivos. (Tomado de [14])

Ceramico bioactivo Ig
Bioglass 45S5” 12.5
Ceravital® 5.6
Bioglass 5554.3 3.7
HA sintética 3.1
SiO,
Si0,
. /" Inertes \ Reabsorbibles
Vitrocerdmico A/W th(:(;\i;amlcos 4 ]
(P,0; variable) e £ Adhesnvos i 'A, __Bioglass®
L / A i
A BN
5] ™ Limite\de adhesion 6sea
Unién a tejidos blandos
Ca0O Na,0 | \
6% P,05 CaO (MgO) +P,04 Na,O(K;0)

Figura 2.9 Diagramas de fase ternarios Na,0-CaO-SiO, que muestran la dependencia
composicional (en %w/w) del enlazamiento de los ceramicos bioactivos a tejido duro y

blando. (Adaptados de las Refs. [12] y [20], respectivamente)

Cuando el implante de un material bioactivo de clase A se inmobiliza en la
interfase implante-tejido, las fibras de colagena del tejido blando se enlazan
con la creciente capa de HCA. Cuando la fase amorfa de fosfato de calcio
cristaliza en presencia de fibras de colagena, tanto in vitro como in vivo, la
coldgena se integra estructuralmente dentro los aglomerados de HCA, y

viceversa [14].

Se dan dos tipos de interacciones entre el material bioactivo y el tejido: la
interaccién extracelular y la interaccion intracelular. La interaccion
extracelular est4d determinada por las caracteristicas superficiales del
material, como la porosidad, y determina la adsorcién de proteinas. A la vez,

el grado de cristalinidad de la HCA formada sobre la superficie del material
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bioactivo tiene un efecto sobre la diferenciacion de las células troncales. Por
otro lado, la interaccién intracelular es originada por la liberacién de silicio
soluble de las superficies de los materiales con valores de Ig mas altos [12].
Se ha determinado que entre mayor es la rapidez de disolucién del ceramico,
mayor es el efecto del crecimiento del tejido Oseo [13, 18]. Esto
probablemente se deba a que los materiales con una alta solubilidad inducen
mas rapidamente la precipitacion de HCA sobre su superficie [13].

Solamente dos fosfatos de calcio son estables en medios acuosos: a pH
menor a 4.2, la fase estable es CaHPO,4-2H,0 (fosfato dicalcico), y a pH
mayor a 4.3, la fase estable es Ca;o(PO4)s(OH)2 (HA). Por lo tanto, todas las
fases de fosfato de calcio interaccionan con agua o con los fluidos corporales
a 37 °C para formar HA. Los dos fosfatos de calcio mas ampliamente usados
para aplicaciones clinicas son el B-fosfato tricalcico (3-TCP) y la HA sintética
[12, 13, 18]. El B-TCP es reabsorbible, forma HA con los fluidos corporales vy,
finalmente, es sustituido con tejido natural. Sin embargo, los implantes de
este ceramico se disuelven por degradacién de frontera de grano, y los
granos liberados pueden causar problemas metabdlicos debido a su tamafio
[12].

La HA sintética es muy diferente a la HA del hueso, tanto en composicion
como en estructura. La HA bioldgica es deficiente en calcio, esta sustituida
con carbonato, es no-estequiométrica, contiene colagena, otros materiales
organicos (ver seccion 2.1.2) y cantidades traza de metales como Mg, Na, K,
Sr, Pb y Ba [12, 17]. Estructuralmente, la HA bioldgica tiende a crecer
preferencialmente a lo largo de ciertas direcciones, mientras que la HA
sintética es mucho mas isotrépica [12]. Otras limitaciones de la HA sintética
son su baja capacidad de reabsorcién y su limitada osteoconductividad. Al
comparar la HA sintética con otros fosfatos de calcio, se ha determinado que
la HA es la que se disuelve y precipita mas lentamente, ademas de que la HA
gue se precipita sobre su superficie no es una biolégicamente equivalente,
sino un precursor con una relacién Ca/P menor a 1.67 [13]. Algunas de las
estrategias empleadas para aumentar el Iz de la HA sintética son: la
incorporacion de entidades bioldgicas, la impurificacion con cantidades de
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hasta el 20% en mol de elementos encontrados en el hueso fisioldgico, y la

preparacion de HA sustituida con silicio [18].

Un ejemplo importante de vitroceramico bioactivo es la apatita/wollastonita
(A/W), la cual es un ensamblaje de pequefias particulas de apatita reforzadas
con wollastonita, embebidas en una matriz vitrea. Su composicion es: 28%
w/w de B -wollastonita (CaO-SiO;), 34% w/w de oxifluoroapatita
(Caw(PO4)s(0O,F)2) v 28% w/w de matriz vitrea (17% w/w de MgO, 24% w/w
de CaO, y 59% w/w de SiO5) [18].

La rapidez de las reacciones superficiales estd determinada por la
composicion del material en cuestion. Los vidrios bioactivos contienen SiO,,
Na,O, CaO y P,0Os en proporciones especificas, reuniendo tres
caracteristicas clave de composicién que los distinguen de los vidrios sédico-
calcicos tradicionales: tienen menos del 60% en mol de SiO,, un alto
contenido de Na;O y CaO, y una relacion alta de CaO:P,0s. Los vidrios
bioactivos presentan una estructura amorfa, en la cual los atomos de silicio
forman la red mediante tetraedros de SiO4. Basicamente, un contenido menor
de silice representa una red de silice menos interconectada, la cual es mas
susceptible a disolverse y en la cual, por tanto, la formacion de la capa de
HCA se da mas rapidamente [19]. De hecho, los vidrios con un contenido de
SiO; igual o mayor al 60% en mol no forman una capa de HCA a las 4
semanas y, por tanto, no se consideran bioactivos. Por otro lado, los
materiales que presentan una suficiente repolimerizacion de SiO,, se enlazan
al hueso aun sin CaO o P,0s, debido a que un pH interfacial basico y SiO,
repolimerizante in vivo bastan para acumular CaO y P,0s de los fluidos
corporales y nuclear y crecer la capa de HCA [14]. Otro factor que determina
la rapidez con la que cristaliza la capa biologicamente activa de HCA es el
grado de cristalinidad del ceramico bioactivo. Peitl Filho et al., emplearon
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) para determinar
la rapidez de formacién de HCA en muestras de Bioglass 45S5 de diferentes
grados de cristalinidad, en presencia de fluidos corporales simulados (SBF).
Concluyeron que, a pesar de que los vitrocerAmicos con una fase cristalina

del 8 al 100% mantienen su bioactividad en SBF, las muestras con una fase
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cristalina de menos del 60% formaron HCA en un menor tiempo. Ademas,
demostraron que las muestras con una cristalinidad igual o menor al 36%

forman capas de HCA de mayor grosor [15].

La mineralizacion del hueso involucra un aumento en la concentracion de
silicio en el frente de mineralizacion. Es decir, debe haber una concentracion
critica de silicio para formar hueso. Esto se debe a que el silicio juega tanto
un rol metabdlico, en el tejido conectivo a nivel celular, como uno estructural,
al combinarse con la sustancia basal 6sea (ver Seccién 2.1.2.1) [14, 21]. Por
ello, la hidrdlisis y la condensacion de SiO; y la mineralizacion de HCA sobre
las superficies de vidrios y vitroceramicos bioactivos duplica la reparacion y el
crecimiento naturales del hueso. En el caso de la HA sintética, no hay silicio.
Sin embargo, durante el periodo de incubacién previo al enlazamiento de los
implantes de HA sintética, se concentra silicio biolégico en la interface de pH
alcalino, lo cual produce una superficie similar a la de los vidrios bioactivos
antes de la conversion in vivo de los fosfatos de calcio amorfos a HCA
cristalina [14].

En los vidrios bioactivos, las adiciones de fluoruro promueven la formacién de
la capa de HCA y reducen la rapidez de disolucién de la red del vidrio. Las
sustituciones con MgO, K,O y B,0Oj; tienen poco efecto en el enlazamiento
con el hueso. No obstante, las adiciones de Al,O3, Ta;Os, TiO,, Sb,03y ZrO,
inhiben el enlazamiento con el hueso y reducen el valor de Ig de los
ceramicos bioactivos, debido al aumento en la resistencia a las reacciones
superficiales de intercambio idénico y a la precipitacion de los iones
multivalentes como 6xidos, hidréxidos o carbonatos [12]. Ademas, el osteoide
y el condroide persisten en presencia de estos iones multivalentes, lo cual
indica la presencia de sustancias que impiden la mineralizacién del hueso, o
bien, la ausencia de aquéllas que la promueven. Se ha demostrado que una
adicion de tan so6lo el 3% de Al,O3 al Bioglass 45S5 destruye el enlazamiento
al hueso [14].

Comparados con el hueso, los ceramicos bioactivos tienen un méddulo

elastico mayor y una resistencia a la flexion y a la fractura menores. Debido a
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esta compatibilidad biomecéanica baja, estos materiales se emplean en
situaciones de carga baja o nula, como son la restauracién y el aumento de
huesos, el relleno de defectos pequefios y la reparacién del oido medio. En
tales aplicaciones, se aprovecha la bioactividad del material y se minimizan
los requerimientos mecanicos [12, 17]. Entre los ceramicos bioactivos, el
vitrocerdmico A/W presenta los valores mas altos de médulo elastico y de
resistencias a la flexién y a la fractura. Por ello, se emplea en aplicaciones
gue requieren carga mayor, como en los reemplazos de vértebras y crestas

iliacas [18].

2.3.2.1 Bioglass 45S5°

2.3.2.1.1 Composicién quimica del Bioglass 45S5°

El Bioglass 45S5 fue inventado por Larry Hench en 1969, en la Universidad
de Florida [19]. La composicidén de este vidrio bioactivo esta dada en la Tabla
2.3. La composiciéon fue seleccionada por Hench con el objetivo de proveer
una cantidad grande de CaO con algo de P,Os en una matriz de Na,O-SiO.
Ademas, la composicion es cercana a un eutéctico ternario en el diagrama de
fase ternario Na,O-CaO-SiO, (ver Figura 2.9), lo cual hace que la mezcla sea
facil de fundir [20]. Después de 40 afios de investigacion, no se ha
encontrado una composicion de vidrio bioactivo con mejores propiedades

bioldgicas que las de la composicion original del Bioglass 45S5 [19].

Tabla 2.3 Composicién quimica del Bioglass 45S5

Compuesto Porcentaje (% w/w)
SiO, 45.0
Na,O 245
CaO 24.5
P,Os 6.0

El Na,O abate el punto de fusion de la mezcla, creando dos moles de
oxigeno no-enlazante por cada porciento en mol de Na,O afiadido, y también
aumenta la solubilidad del vidrio [14, 19]. La adicion de CaO aumenta la
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reduccion del punto de fusion de la mezcla, pero solamente forma un mol de
oxigeno no-enlazante por cada mol de CaO agregado [14]. La formacion de
oxigenos no-enlazantes rompe la red polimerizada de tetraedros de SiO4, en
donde cada oxigeno es compartido entre dos tetraedros, lo cual debilita la
estructura vitrea. De hecho, Rajendran et al., demostraron que una adicion
mayor al 45% w/w de SiO, disminuye la dureza, la densidad y el médulo

elastico debido a la formacion de oxigenos no-enlazantes [16].

2.3.2.1.2 Estructura quimica del Bioglass 45S5°

El Bioglass 45S5, al ser un vidrio, presenta una estructura amorfa, en la cual
los atomos de silicio forman la red mediante tetraedros de SiO4, en los cuales
los &tomos de oxigeno actian como puentes enlazantes entre los &tomos de
Si. Los atomos de Ca y Na actian como modificadores de red,
interponiéndose en el enlazamiento puente de los oxigenos y volviendo

amorfa la estructura del vidrio [19].

Figura 2.10 Seccioén de un modelo de Bioglass 45S5, sin los iones Na y Ca para mayor

claridad. ONE = oxigeno no-enlazante, OE = oxigeno enlazante (Adaptado de [19])
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2.3.2.1.3 Mecanismo de bioactividad del Bioglass 45S5®

La reactividad superficial del Bioglass 45S5 ha sido estudiada
extensivamente. Las reacciones superficiales que se desarrollan en la
interfase vidrio-tejido se resumen en la Tabla 2.4. Los pasos del 1 al 5
ocurren en secuencia. La primera reaccion, el intercambio catiénico, ocurre
rapidamente, al cabo de unos cuantos minutos de exposicion a los fluidos

corporales [21]:

S-ONa"+H"+OH-<>S3 -OH"+Na'"(ac) +OH"
Los iones Ca** se intercambian por H" mas lentamente, en comparacién con
los iones Na’. El intercambio cati6nico aumenta la concentracion de iones

hidroxilo en la solucién, y un pH interfacial basico conduce al ataque de la red
vitrea y a la formacion de grupos silanol [14]:

S-0-9+H'OH <9 -OH+HO-9
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Tabla 2.4 Reacciones superficiales del Bioglass 45S5, en orden cronoldgico.
(Tomado de [21])

Etapa Reaccion o evento
0 Superficie inicial del vidrio
1 Intercambio i6nico sodio-
hidrégeno
2-3 Disolucién y repolimerizacién

de la superficie de silice

4 Precipitacion de fosfato de

calcio amorfo

5 Nucleacién y cristalizacién

de fosfato de calcio a HCA

6 Adsorcion de entidades

biolégicas (proteinas, etc.)

7 Accién de macréfagos

8 Adhesion de células
troncales

9 Diferenciacion de células
troncales

10 Acoplamiento de células

11 Cristalizacion de la matriz

La superficie repolimerizada de SiO, funge como una barrera efectiva hacia
el intercambio cationico porque tiene un contenido de SiO, mayor que el
volumen interno del vidrio. Migran a la superficie grupos Ca** y PO,*, desde
el volumen interno del material y también desde los fluidos corporales,
formando una pelicula rica en CaO-P,0s amorfo sobre la capa rica en SiOs.
Debido al pH alcalino en la interfase vidrio-solucion, se incorporan iones OH"
y CO3? de la solucién, provocando que los grupos CaO y P,Os cristalicen en
una fase de HCA. La cristalizacion de la HCA ocurre rapidamente: en una
hora, un implante de Bioglass 45S5 forma una capa de HCA de alrededor de

500 nm de grosor [14] y puede alcanzar un grosor de hasta 100 um [21].

Los cristales de HCA nuclean y, al ser quimica y estructuralmente casi
idénticos a los de HA fisiolégica, se enlazan a constituyentes biolégicos, tales

27



como son las glicoproteinas, los mucopolisacéaridos y la colagena. El proceso
de incorporacién de metabolitos ocurre rapidamente y dentro de la union de
la creciente capa de HCA y la capa rica en SiO,. Otra de las razones por las
que la adicién de iones multivalentes, tales como son Al**, Ta®, Ti*", Sb* vy
Zr**, reduce el valor de Iz del Bioglass 45S5, es que éstos inhiben la
liberaciéon de calcio y silicio solubles, los cuales controlan la concentracién y
funcion de las glicoproteinas. Tales iones multivalentes acomplejan a estos
adsorbatos metabdlicos, desactivandolos, y alteran las propiedades de
transporte de las membranas celulares, previniendo la formacion de

constituyentes requeridos para la mineralizacion del hueso [14].

Xynos et al., investigaron el efecto de los productos idnicos del Bioglass 45S5
en el perfil de expresion génica de los osteoblastos humanos, mediante el
analisis de chips de ADN. Sus estudios demostraron que los productos
i6nicos de la disolucion del Bioglass 45S5 estimulan un patron de expresion
génica reproducible y especifico, al inducir un conjunto de genes
relacionados a la funcion de los osteoblastos. Los genes inducidos juegan
roles conocidos en los procesos de metabolismo y proliferacion de
osteoblastos, homeostasis 6sea, remodelado de la matriz extracelular, y la

promocion de uniones célula-célula y célula-matriz [23].

2.3.2.1.4 Métodos de sintesis del Bioglass 45S5°

Existen dos métodos para sintetizar el Bioglass 45S5: el método tradicional
de fundicion y el método sol-gel. En el método de fundicién, se mezclan los
componentes del vidrio y se funden en un crisol de platino (Pt), a
temperaturas por arriba de los 1300 °C. Una vez terminado el proceso de
fundicion, se lleva a cabo el enfriamiento brusco (quenching en inglés) del
material, ya sea sobre moldes de Al o grafito, para obtener placas
monoliticas, o sobre un bafio de agua, para obtener polvos.

El método sol-gel es una ruta sintética en la cual se mezclan los precursores
(alcéxidos, nitratos, fosfatos) para formar una solucibn acuosa, bajo

condiciones de catalisis acida o basica. En esta solucion, llamada sol,
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ocurren reacciones de hidrélisis y condensacion (polimerizacion) a
temperatura ambiente para formar una red tridimensional de nanoparticulas,
unidas por enlaces Si-O-Si, llamada gel. El gel obtenido es hiimedo, debido al
exceso de agua de los reactivos y al agua y el etanol formados durante las
reacciones de condensacion. El gel se trata térmicamente para envejecerlo,
secarlo y eliminar subproductos, y asi obtener el vidrio [19]. Dependiendo del
pH con el que se trabaje durante el proceso, se obtienen polvos
nanoporosos, fibras, espumas, andamios porosos, recubrimientos, piezas
monoliticas o nanoparticulas [19, 20]. El tamafio de los poros depende de los

precursores utilizados, la composicion del vidrio, y del pH del proceso [19].

hidrélisis
TEOS Si(OC,Hs) + ey

HO# acido o base

Figura 2.11 Esquema de reacciones en el proceso sol-gel: formacion de tetraedros de silice

y hanoparticulas, a temperatura ambiente. (Tomado de [19])

El Bioglass 45S5 sintetizado por el método sol-gel tiene, sobre la superficie,
una mayor fraccion volumen de nanoporosidad, una area superficial mayor
por dos 6rdenes de magnitud y, en la superficie, una mayor concentracién de
grupos silanol y de anillos metaestables de siloxano de tres y cuatro
miembros [12]. También se ha demostrado que el limite de contenido de SiO;
a partir del cual los vidrios bioactivos obtenidos por sol-gel pierden su
bioactividad es de 90% en mol, a diferencia de aquéllos sintetizados por
fundicion, cuyo limite es de 60% en mol [22]. Por consiguiente, la bioactividad
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de los biovidrios obtenidos por sol-gel puede controlarse al regular su
actividad quimica superficial y la rapidez de liberacion de grupos solubles
silanol, asi como al ampliar las composiciones bioactivas. El Bioglass 45S5
obtenido por fundicion es denso y permite obtener piezas monoliticas libres
de grietas, a diferencia del método sol-gel, en el que se producen grietas
durante el secado [19].

2.3.2.1.5 Aplicaciones biomédicas del Bioglass 4555

El Bioglass 45S5 ha sido usado en mas de 1 millbn de pacientes, para
reparar defectos 6seos en la mandibula y en ortopedia [19]. Al ser material
bioactivo de clase A y unirse tanto a tejido blando como duro, el Bioglass
45S5 se puede emplear en aplicaciones maxilofaciales. Otra manifestacion
importante de la respuesta combinada de tejido blando y duro a los implantes
de Bioglass 45S5 se da en su uso para tratar defectos periodontales. Se ha
determinado que la reparacién de defectos periodontales con Bioglass 45S5
es mas rapida y completa, en comparacion con los implantes de HA sintética
y TCP [14]. Un considerable nimero de estudios in vivo han demostrado que
el Bioglass 45S5 regenera hueso mas efectivamente que los cerdmicos

bioactivos mas exitosos comercialmente.

El primer producto clinico del Bioglass 45S5 se empleé en 1984 para
restaurar el sentido auditivo de una paciente previamente sorda, al
reemplazar sus huesos del oido medio. A partir de ese caso, se empezaron a
hacer moldes individuales para cada paciente y, posteriormente, se
estandarizaron tres conos de diferentes tamafios, por la compafia Doueck-
MED™. El segundo dispositivo comercial del Bioglass 45S5 fue el ERMI®, el
cual era un cono que reparaba las raices dentales y servia de soporte para
las dentaduras postizas. Sin embargo, ninguno de estos productos tuvo un
amplio uso clinico, debido a que el Bioglass 45S5 monolitico debia ser
cortado de acuerdo a la forma especifica del defecto del paciente, es decir,
los implantes debian ser hechos a la medida. Debido a esto, los productos
clinicos a base de Bioglass 45S5 mas exitosos comercialmente son aquéllos
basados en particulas, en lugar de piezas monoliticas [19].
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El primer producto particulado a base de Bioglass 45S5 fue el PerioGlas®, el
cual salié a la venta en 1993. El PerioGlas tiene un intervalo de tamafo de
particula de 97 a 710 um, y se utiliza para reparar defectos en la mandibula
gue provengan de enfermedades periodontales. Debido al éxito del PerioGlas
en regeneracion dental, otro producto particulado, llamado NovaBone®, salié
a la venta en 1999. Con el mismo intervalo de tamafio de particula que el
PerioGlas, el NovaBone usualmente se mezcla con sangre y se emplea para
la regeneraciéon ortopédica de hueso en sitios que no requieren soporte de
carga. Posteriormente, Biogran® salié al mercado, con un intervalo de tamafio
de particula de 300 a 360 um, usado para reparar defectos 6seos en la
mandibula. Hasta la fecha, su mayor éxito comercial ha sido en forma de
particulas de 18 um como agente reparador en pastas dentales para tratar la
hipersensibilidad dental, llamado NovaMin®, el cual salié a la venta en 2004
[19, 20].

El Bioglass 45S5 se ha aplicado como recubrimiento de implantes metélicos
para mejorar la estabilidad de éstos, al enlazarlos al hueso. No obstante,
estas aplicaciones son limitadas debido a que el Bioglass 45S5 se degrada
con el tiempo debido a su alta bioactividad, su coeficiente de dilatacion lineal
(a) no coincide con el de los metales empleados para los implantes v,
ademas, cristaliza con el sinterizado, el cual es necesario para sintetizar
recubrimientos efectivos. Se han investigado vidrios bioactivos con
sustituciones de MgO y K,O con la finalidad de ajustar el coeficiente de

dilatacion lineal para la fabricacion de recubrimientos [19].

2.3.2.2 Estado del arte en vidrios bioactivos

Se ha buscado sintetizar andamios porosos a partir de vidrios bioactivos
obtenidos por fundicién, lo cual solamente se logra obteniendo primero las
particulas del vidrio y sinterizandolas después. Sin embargo, la ventana de
sinterizacion (la diferencia en temperatura entre la T4, 0 temperatura de
transicion vitrea, y la T., o temperatura de cristalizacion) es pequefia para
vidrios como el Bioglass 45S5, por lo que éste no puede ser sinterizado sin

gque ocurra su cristalizacion. La ventana de sinterizacion puede ampliarse al
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introducir modificadores de la red, como K,O, MgO y B,Og, y asi elevar la
energia de activacion de la cristalizacion. Hasta ahora, se han desarrollado
dos composiciones de vidrios que pueden ser sinterizados sin cristalizar y
que, al mismo tiempo, mantienen su bioactividad: la composicion 13-93 (54.6
%mol de SiO,, 6 %mol de NaO, 22.1 %mol de CaO, 1.7 %mol de P,0s, 7.9
%mol de K;0, y 7.7 %mol de MgO), que es menos bioactiva que el Bioglass
45S5, y la composicién ICIE16 (49.46 %mol de SiO,, 6.6 %mol de NaO,
36.27 %mol de CaO, 1.07 %mol de P,0s, y 6.6 %mol de K;0) [19].

También se sintetizan andamios de vidrios bioactivos obtenidos por sol-gel,
incluyendo al Bioglass 45S5, al agregar un paso de espumado. Se agregan
HF y un surfactante al sol, el cual es espumado por agitacion. El sol, una vez
espumado, se vierte en un molde antes de transformarse en gel. Se obtiene
un material con macroporos interconectados y textura nanoporosa, cuya
morfologia depende principalmente de la concentracion de surfactante
afadido. Para producir un vitrocerdmico, la espuma se sinteriza a 1000 °C
[19].

La morfologia de los poros de los andamios se puede controlar mas
eficientemente mediante técnicas de produccion de objetos a partir de
modelos de cdmputo en 3D. Recientemente, se han sintetizado andamios de
vidrios bioactivos mediante un proceso de impresion en 3D llamado moldeo
por robot (robocasting en inglés). Los andamios obtenidos tienen 60% de
porosidad, con poros de hasta mas de 500 um, y alcanzan una resistencia a
la compresion de mas de 150 MPa, la cual se acerca a la del hueso cortical.
Otros métodos utilizados recientemente, son la fabricacion con extrusion por
enfriamiento y el sinterizado selectivo con laser, los cuales también
proporcionan andamios con altos valores de resistencia. A pesar de que
estos andamios tienen una estructura porosa y una resistencia a la
compresion parecidos a los del hueso fisioldgico, siguen siendo fragiles y, por
tanto, no son aptos para ser implantados en sitios que soportan cargas
ciclicas. Se requieren andamios que tengan la bioactividad del Bioglass
45S5, pero que sean menos fragiles. La solucién parece ser el desarrollo de
andamios compuestos [19].
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2.4 Andamios compuestos polimero/ceramico

La fabricacion de andamios compuestos polimero/ceramico, biomateriales de
tercera generacion, no sélo tiene la finalidad de conferir bioactividad a los
polimeros biodegradables y biodegradabilidad a los ceramicos bioactivos,
sino que también busca aumentar el médulo elastico y la resistencia a la
compresion de los polimeros. Es importante obtener un material compuesto
gue, ademas de ser biodegradable y bioactivo, presente propiedades
mecanicas que coincidan con las del hueso fisioldgico. Ademas, el hueso

también es un material compuesto polimero/ceramico.

Bonfield et al., fueron los primeros en desarrollar un andamio compuesto de
este tipo, al fabricar un implante de polietileno reforzado con particulas de
HA. Determinaron que conforme se aumentaba la fracciébn volumen de las
particulas de HA, aumentaba el modulo elastico y disminuia la resistencia a la
fractura. Por lo tanto, recalcaron que es importante encontrar un balance
entre el modulo elastico y la resistencia a la fractura, para que coincidan las
propiedades del biomaterial con las del hueso. Mediante pruebas in vivo en
conejos adultos, corroboraron la nula citotoxicidad y la bioactividad del
implante [24].

El grado de bioactividad de un andamio compuesto polimero/ceramico
depende la fraccion volumen, forma, tamafio y arreglo de las inclusiones
ceramicas. Se ha demostrado que la bioactividad se ve favorecida con una
mayor fraccién volumen y una mayor relacion area superficial/volumen para
las inclusiones. Por otro lado, es importante que coincidan las cinéticas de
degradacion de ambos componentes, ya que, de lo contrario, el andamio
puede volverse inestable y liberar particulas. Los poliésteres son una eleccion
comun para este tipo de andamios, debido a su cinética de degradacion. La
reduccion de pH debido a la hidrélisis de los grupos éster autocataliza la
hidrdlisis de los demas grupos. No obstante, la liberacion de cationes que se
da al emplear Bioglass 45S5 como fase de relleno, tiene un efecto buffer
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sobre el pH, reduciendo la rapidez de degradacion hidrolitica del poliéster [2,
19, 25].

Por otro lado, las inclusiones de Bioglass 45S5 a una matriz de poliéster
también tienen sus desventajas: aumentan la hidrofilicidad de la fase
polimérica, la cual regularmente es hidrofébica. Esta alteracion aumenta la
adsorcion de agua y, por consiguiente, inicia el hinchamiento y la
degradacion del polimero. De hecho, el agua también puede llegar a penetrar
las zonas interfaciales. Es importante encontrar un balance entre los efectos
de reduccién de la rapidez de degradacion y de aumento de la hidrofilicidad
del polimero, asi como dispersar homogéneamente las nanoparticulas
ceramicas en la matriz polimérica, con tal de disminuir al minimo la liberacién
de particulas por parte del andamio [19, 25]. Para poder superar estas
dificultades, es importante desarrollar andamios que se asemejen a la
estructura del hueso fisioldgico. Una de las alternativas es la sintesis de
materiales hibridos orgéanico/inorganicos mediante el método sol-gel,
formandose, entre ambas fases, ya sean interacciones de Van der Waals o
enlaces covalentes. Se han sintetizado materiales hibridos monoliticos y
porosos de poli(alcohol vinilico) (PVA)/Bioglass 45S5, al incorporar el PVA en
la sintesis sol-gel del vidrio. Sin embargo, el PVA no es biodegradable v,
ademas, los puentes de hidrégeno que unen ambas fases son débiles,
haciendo que los andamios no sean aptos para las condiciones fisioldgicas
[27]. También se han producido materiales hibridos de poli(sebacato de
glicerol)/Bioglass 45S5, en los cuales los componentes estan unidos entre si
mediante enlaces i6nicos y covalentes. Se cree que el Bioglass 45S5
reacciona con los grupos carboxilo del acido sebécico, pero la evidencia se

basa solamente en analisis térmicos [19].

Ademas, varios estudios in vitro sefialan que el tamafio de particula
nanométrico es el pardmetro mas importante para aumentar la
citocompatibilidad y la adhesion celular de los ceramicos [2, 9]. Se han
comparado andamios de PCL/vidrio bioactivo nanométrico obtenido por sol-
gel con andamios PCL/vidrio bioactivo micrométrico, determinando que los

andamios con inclusiones de vidrio nanométrico mostraron propiedades

34



mecanicas y biolégicas mas altas que las del vidrio micrométrico. Los
resultados de este estudio demostraron los beneficios de usar inclusiones de
alta relacion &rea superficial/volumen [27].

2.4.1 Técnicas de fabricacién de andamios de tercera generacién para la
regeneracion de tejido 60seo

El aprovechamiento de las ventajas de los materiales compuestos
nanoestructurados para aplicaciones ortopédicas se ha visto restringido
debido a la limitacion en las técnicas de fabricacién. Se deben considerar los
voliumenes de produccion relativamente bajos y los costos para la seleccidon
adecuada del proceso de manufactura. En la Tabla 2.5, se enlistan las
técnicas existentes de fabricacion para andamios compuestos

nanoestructurados, junto con sus ventajas y desventajas.

La separacion de fases inducida térmicamente (ver Tabla 2.5) consiste en
disolver el polimero en dimetilcarbonato y agregar determinada cantidad del
ceramico en polvo. Posteriormente, la solucién se enfria bruscamente en
nitrégeno liquido, antes de ser almacenada a -10 °C. Finalmente, el
disolvente es sublimado y el material restante es secado. Por esta técnica, se
han obtenido andamios de acido poli-DL-lactico (PDLLA)/Bioglass 45S5, con
40% w/w de Bioglass 45S5, los cuales presentan una alta bioactividad, una
porosidad de aproximadamente 97% y una cinética de degradacién mas lenta
gue la del PDLLA puro [19, 25]. También se han producido andamios de
PLLA con 10, 20 y 30% w/w de nanoparticulas de vidrio bioactivo SiO,-CaO-
P,Os (55:40:5 %mol) obtenidas por sol-gel, empleando dioxano como
disolvente para el PLLA. Se corroboré que las inclusiones de vidrio bioactivo

aumentaban la ingesta de agua de la matriz de PLLA [28].

La disolucion de colada (ver Tabla 2.5) consiste en producir una suspensiéon
del polimero en un disolvente organico, a la cual se le agregan las particulas
del ceramico. La suspension es colada en un molde predefinido, y el
disolvente se elimina por evaporacion. También pueden emplearse sales,

como NaCl, llamadas pordgenos, cuyos cristales son lixiviados después de
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evaporar el disolvente, mediante inmersion en agua, para formar una
estructura porosa. De esta manera, el tamafio de los poros es controlado por
el tamafio de las particulas de la sal empleada y la porosidad es controlada al
modificar la proporcién porégeno/material compuesto de matriz polimérica
(ver Tabla 2.5). Ha habido poca produccion de andamios compuestos
polimero/ceramico usando esta técnica, debido a sus desventajas (ver Tabla
2.5). No obstante, se han fabricado andamios con inclusiones de TCP [2, 25].
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Tabla 2.5 Técnicas de fabricacion de andamios compuestos (Adaptado de Refs. [2] y [25])

Técnica de

fabricacion

Ventajas

Desventajas

Separacion de
fases inducida

térmicamente

-Alta porosidad (~95%)

-Alta interconectividad de poros
-Posiblidad de obtencién de poros
tubulares y anisotrépicos
-Estructura y tamafio de poros

controlables

-Largo tiempo de sublimacién
de disolvente (48 horas)
-Problemas de encogimiento
-Produccion a escala
pequefia

-Uso de disolventes

organicos

Disolucion de
colada/Lixiviacion

de particulas

-Porosidad controlable
-Tamafo de poros controlable

-Facil y de bajo costo

-Estructuras isotrépicas
-Particulas del porégeno
pueden quedar atrapadas y
afectar la interconectividad
de poros

-Uso de disolventes
organicos y su posible
retencién dentro del polimero
-Limitacion en las formas

obtenidas

Moldeo por
fusion (“Solid
free-form

fabrication”)

-Personalizacion de estructura
porosa de acuerdo al tejido
huésped

-Posibilidad de encapsulacion de
proteinas y células

-Buena interfase con escaneo

médico

-Uso de disolventes
organicos
-Baja resolucién a

microescala

Sinterizado de

microesferas

-Obtencidn de estructuras porosas
graduadas
-Porosidad controlable

-Obtencién de formas complejas

-Mala interconectividad de
poros
-Uso de disolventes

organicos

Recubrimiento de

andamios

-Facil y rpido

-Obstruccién de poros

-Uso de disolventes
organicos

-Adhesién del recubrimiento
al sustrato puede llegar a ser

demasiado débil
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En la técnica de moldeo por fusion (solid free-form fabrication en inglés) (ver
Tabla 2.5), se usan datos digitales producidos por una fuente de escaneo, ya
sea de una tomografia 0 de una resonancia magnética, para disefiar con
precision la estructura del andamio. Esta ruta de fabricacidbn puede
combinarse con la técnica de separacion de fases o con la de lixiviacion de
particulas, para producir andamios con estructuras micro y macroporosas.
Mediante la técnica de moldeo por fusion, se han fabricado andamios
compuestos de PLLA/TCP con porosidades de hasta el 90% y propiedades
mecanicas semejantes a las del hueso esponjoso [25].

En el sinterizado de microesferas (ver Tabla 2.5), primeramente se sintetizan
microesferas compuestas polimero/ceramico mediante la técnica de
emulsién/evaporacion de disolvente. Al sinterizar las microesferas
compuestas, se obtiene un andamio poroso. Mediante esta ruta, se han
obtenido andamios de PLGA/Bioglass 45S5, los cuales presentan una
porosidad de 40% y propiedades mecanicas similares a las del hueso
trabecular. Se demostré que estos andamios son bioactivos y que el refuerzo
con Bioglass 45S5 duplicé la resistencia a la compresion del copolimero [25].

Los andamios poliméricos recubiertos por ceramicos bioactivos (ver Tabla
2.5) han sido producidos como espumas, cuerpos fibrosos o mallas. Se han
fabricado espumas macroporosas de PDLLA recubiertas con Bioglass 45S5,
por inmersién de las muestras de PDLLA en una lechada de 42% w/w de
Bioglass 45S5, la cual fue producida con agua desionizada. Los
recubrimientos obtenidos fueron estables, uniformes y reproducibles en
grosor y microestructura [26]. Las mallas pueden obtenerse por diferentes
técnicas de hilado. Se han sintetizado andamios no-tejidos de PGA y PLLA
mediante tecnologia textil, los cuales no presentan estabilidad estructural
suficiente y se deforman por accion de la carga que ejercen las células. Por
ello, se ha recurrido al enlazado de fibras, con el cual se han obtenido mallas
de fibras de PGA, y al electrohilado [2].

38



2.4.1.1 Electrohilado

La técnica de electrohilado permite generar fibras que van desde los 15 nm
hasta los 10 um, mediante la aplicacion de una fuerza electrostatica. Las
fiboras son colectadas en una malla no-tejida, con orientacién aleatoria,
caracterizada por una alta relacién area superficial/volumen, en la que gran
parte del volumen esta en la forma de poros interconectados. Ademas, las
fiboras obtenidas tienen flexibilidad en funcionalidades superficiales vy
presentan propiedades mecanicas superiores que las fibras de diametros
mayores. Los elementos requeridos para el electrohilado son: una solucion
polimérica, una fuente de alto voltaje y un plato colector. Se han electrohilado

fibras de cientos de polimeros naturales y sintéticos desde 1990 [29, 30].

Cuando una diferencia de potencial es aplicada entre la solucién polimérica y
el plato colector, se acumula carga en la solucion. Tal carga es forzada hacia
la superficie de la solucién, formando una gota emergente en la punta de la
aguja metdlica (ver Fig. 2.12). La fuerza del campo eléctrico supera la fuerza
de cohesion de la solucion, la cual es dominada por la tension superficial, y
sale un chorro de solucion de polimérica, cargado eléctricamente. Conforme
el chorro se mueve hacia el plato colector, es elongado por interacciones
electrostéticas entre segmentos cercanos del mismo chorro (ver Fig. 2.13). Al
mismo tiempo, el disolvente se va evaporando vy, finalmente, el chorro se

solidifica en una fibra [29].
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Figura 2.12 Diagrama que muestra la formacion de fibras por electrohilado.

Direccién del flujo

Liquido Sélido

Zona de solidificacion

Figura 2.13 Cono de Taylor y cambios en la distribucién de cargas en la fibra.

La morfologia superficial de las fibras obtenidas por electrohilado depende de
varios factores. Se pueden producir bulbos casi esféricos, dependiendo de la
volatilidad del disolvente empleado. Si el chorro es colectado antes de que el
disolvente se evapore totalmente, las fibras pueden aplanarse al impacto
contra la superficie del plato colector, o bien adherirse a otras fibras
previamente colectadas, fusionandose con ellas y formando una red
conglomerada. También pueden llegar a observarse morfologias de “bulbo-
sobre-cuerda”, las cuales pueden atribuirse a una interaccion compleja entre

la viscosidad de la solucion, la densidad de carga y la tension superficial. Se
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ha informado la reduccion de presencia de bulbos con la adicidbn de un
disolvente secundario que aumente la conduccion a través de la solucion

polimérica [29].

Se ha informado la sintesis mediante electrohilado de una amplia variedad de
andamios compuestos. Liao et al., fabricaron membranas compuestas de
PLLA/PCL/HA, utilizando CHCI3:CH3OH (3:1) como mezcla de disolventes
para el electrohilado, y una relacion 1:1 de PLLA:PCL 1:1 en una disolucion
de HA al 10% w/w. Determinaron que la adicion de particulas de HA aumento
la porosidad y la hidrofilicidad de las fibras electrohiladas, contribuyendo a
una mejor degradacion del andamio [31]. Kim et al., produjeron fibras de
PLA/HA, y establecieron que es esencial que el polvo del ceramico sea fino y
se mantenga estable en suspensién con el polimero. Por lo tanto, emplearon
acido hidroxiestérico como surfactante para dispersar homogéneamente las
nanoparticulas de HA en el PLA, el cual estaba disuelto en CHCl;. Las
particulas de HA se agregaron al 5% w/v, y se emplearon un flujo de 0.1
mL/h, un voltaje de 25 kV y una distancia aguja-plato colector de 15 cm. De
esta manera, se lograron obtener fibras uniformes que mostraron alta

adhesioén y proliferacion celular [32].

Yunos et al., sintetizaron andamios de PDLLA/Bioglass 45S5, depositando
las fibras eletrohiladas de PDLLA sobre pastillas sinterizadas del Bioglass
45S5. Para obtener las fibras de PDLLA, utilizaron una disolucion del 5% wi/v
en dimetilcarbonato, con un voltaje de 8.5 kV y un flujo de 5 pm/min. El
andamio probdé ser bioactivo, al formar una capa uniforme de HCA a los 14
dias de inmersion en SBF [33]. Bretcanu et al., también depositaron fibras de
distintos polimeros sobre pastillas de Bioglass 45S5, optimizando los
pardmetros de electrohilado para cada uno de ellos. Después de obtener
andamios con poli(3-hidroxibutirato), poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato),
y una mezcla de PCL/poli(6xido de etileno) (PEO), concluyeron que los 3
andamios eran altamente bioactivos, formando HCA a partir del dia 7. Sin
embargo, obtuvieron diferentes morfologias para cada andamio, asi como

diferencias en la rapidez de formacion de HCA y en la estabilidad en SBF. El
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Gnico andamio que permanecio estable en SBF después de 14 dias fue el de
PCL/PEO [34].

Lee et al.,, fabricaron una membrana compuesta de PCL/vidrio bioactivo
70Si0,-25Ca0-5P,0s. El vidrio bioactivo fue sintetizado por el método sol-
gel, y después fue electrohilado con un flujo 0.05 mL/min y un voltaje de 1.5
kV. Las fibras electrohiladas del vidrio fueron tratadas térmicamente a 700 °C
durante 3 horas y, posteriormente, mezcladas con una disolucién de PCL al
10% w/v en tetrahidrofurano, con una relacion vidrio:PCL de 1:4 en peso. Una
vez bien agitada, la mezcla se col6 en un molde y el disolvente se evaporé,
para obtener una membrana de aproximadamente 260 um de grosor. Se
identifico que el vidrio bioactivo se integré uniformemente a la matriz de PCL,
aunque en forma de whiskers, es decir, las fibras se fragmentaron durante el
proceso de mezclado. Por dltimo, se confirmo6 que la membrana presenta una

mayor bioactividad in vitro que una membrana de PCL pura [35].
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CAPITULO 3

SECCION EXPERIMENTAL

3.1 Materiales

3.1.1 Reactivos para sintesis y molienda ultrasénica del Bioglass 45S5°

Carbonato de sodio (Na,CO3) (Sigma-Aldrich, pureza=99.0%), carbonato de
calcio (CaCO3) (Sigma-Aldrich, pureza=99.0%), o6xido de silicio (SiO,)
(Sigma-Aldrich, pureza del 99.0%) y pentoxido de fosforo (P.Os) (Sigma-
Aldrich, pureza=98.0%). Como disolvente para la molienda ultrasénica, se
utilizé tolueno (CsHg) (Sigma-Aldrich, pureza del 99.8%). Todos los reactivos

se usaron sin tratamiento previo.
3.1.2 Reactivos para proceso de electrohilado

Poli(e-caprolactona) (PCL) (Sigma-Aldrich, M, promedio entre 60,000 y
80,000). Como disolventes, se emplearon diclorometano (CH»Cl;) (DCM)
(Sigma-Aldrich, pureza=99.5%) y N,N-dimetilformamida (CsH;NO) (DMF)
(Sigma-Aldrich, pureza=99.0%). Todos los reactivos se utilizaron sin

tratamiento previo.

3.1.3 Reactivos para mediciones de angulo de contacto

Agua desionizada (resistividad = 18MQcm'1), n-octano (CgH1g) (Sigma-
Aldrich, pureza=99.0%) y yoduro de metileno (CHal,) (Sigma-Aldrich, pureza
del 99.0%).
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3.2 Metodologia experimental

3.2.1 Sintesis del Bioglass 45S5® por el método de fundicién

Se pesaron cantidades estequiométricas de SiO,, P,0Os, CaCO3z y Na,COj3
para preparar una muestra de 15 gy otras tres de 30 g de Bioglass 45S5°, de
acuerdo a la siguiente composicién, en %w/w: 45% de SiO,, 6% de P,0Os,
245% de CaCOs; y 24.5% Nap,COs;. En cada muestra para fundir, los
reactivos se mezclaron en un vaso de precipitados. Una vez obtenida la

mezcla homogénea, ésta se transfiere a un crisol de platino (Pt).

Cabe resaltar que se utilizaron carbonatos de sodio y calcio porque los
respectivos 6xidos son inestables. Durante el proceso de fundicién, se llevan
a cabo las correspondientes reacciones de descarbonatacion (ver Figura 3.1),
las cuales dan como productos a las especies reactivas: los Oxidos. La
descarbonatacion del Na,CO3; ocurre a 850 °C, mientras que la del CaCOs3;
ocurre a 950 °C [37].

CaCO,——Ca0O+CO, }
Na,CO,——Na,0+CO, }

Figura 3.1 Reacciones de descarbonatacién de los carbonatos de calcio y sodio.

Se programé una rampa de calentamiento en un horno CHESA, CE (ver Fig.
3.2) y se coloco el crisol con la mezcla a fundir. Una vez terminado el tiempo
de la rampa de calentamiento, se retiré el crisol de Pt con la mezcla fundida.
Se vertio todo el contenido del crisol sobre una placa de Cu. Una vez frio el

biovidrio, se recolectaron los fragmentos.
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Figura 3.2 Rampa de calentamiento seguida durante la fundicién del Bioglass 45S5.

a) b)

Figura 3.3 a) Horno CHESA, CE empleado para la sintesis del Bioglass 45S5 por fundicion.
b) Colada de Bioglass 45S5 recién sacada del horno, durante el proceso de quenching sobre

la placa de cobre.
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3.2.2 Molienda mecéanica del Bioglass 45S5®

Se reunieron los fragmentos obtenidos de Bioglass 45S5° de las 4 muestras
y se molieron en un molino de bolas Retsch PM100, empleandose balines de
ZrO, de 6 y 10 mm de didmetro. La molienda se llevé a cabo a 500 RPM y
durante un periodo de 1.5 horas. Las particulas de biovidrio obtenidas fueron,
posteriormente, analizadas por microscopia electrénica de transmision (TEM)

y de fuerza atébmica (AFM) para determinar su diametro promedio.

a) b)

Figura 3.4 a) Molino de bolas Retsch PM 100 empleado para la molienda mecénica del

Bioglass 45S5. b) Contenedor del molino con placas del Bioglass 45S5 antes de molerse.
3.2.3 Molienda ultrasénica del Bioglass 45S5°

Una vez comprobado que el diametro promedio de las particulas de biovidrio
fue del orden de algunas micras, se procedid a realizar una segunda
molienda del biovidrio, esta vez para reducir el didmetro de particula a

valores no alcanzados con la molienda mecanica.

Para llevar a cabo la molienda del Bioglass 45S5® previamiente obtenido, se
utilizé un procesador de ultrasonido con sonda Sonics Vibra Cell 505. Se
dispersé el biovidrio en 200 mL de tolueno, se coloco la sonda del procesador
dentro de la suspension y se tapd el recipiente. Se utilizd tolueno como

disolvente, en lugar de agua, porque el agua induciria transformaciones
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superficiales en el biovidrio, formandose una capa de HCA alrededor de cada
una de sus particulas del mismo. Para evitar incrementos bruscos de
temperatura, se empledé un bafio de agua con hielo como sistema de
refrigeracion. La molienda se llevo a cabo considerando un 70% de amplitud
de la méximo frecuencia (20 kHz) y durante un periodo de 1.5 horas, el cual
se dividio en 3 ciclos de 30 minutos cada uno. Posteriormente, se dejo
sedimentar el biovidrio y se decant6 el tolueno. Finalmente, se seco el
biovidrio en una mufla Thermolyne 48000, a 180 °C y durante 21 horas, para

eliminar el tolueno residual.

Figura 3.5 Sonda de ultrasonido empleada para la molienda ultrasénica del Bioglass 45S5.

3.2.4 Caracterizacion del Bioglass 45S5®

3.2.4.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (ATR-
FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo es un método usado para el estudio de las
estructuras de diversos compuestos, a través de la identificacion de sus
grupos funcionales. Dicho andlisis quimico se fundamenta en la absorcion de
radiacion infrarroja por las moléculas de la muestra analizada. La radiacion

infrarroja induce excitaciones vibracionales entre los atomos enlazados
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covalentemente. Una molécula experimenta diversos tipos de vibraciones, las
cuales son caracteristicas de los atomos que la componen, y absorbera la
radiacion infrarroja correspondiente a la energia requerida para que ocurran
las vibraciones. Debido a que cada enlace tiene sus propios requerimientos
energéticos para que ocurran las vibraciones, se puede determinar su

presencia de manera especifica [38].

Para estos analisis, se tom6 una muestra de biovidrio y se mezcld con KBr,
para posteriormente hacer una pastilla al aplicar presion. Se empled el
espectrometro Thermo Scientific Nicolet 6700, con accesorio de reflectancia
ATR Smart Orbit. Los espectros se obtuvieron en el intervalo de nimero de
onda de 4000-400 cm™.

Figura 3.6 Espectrometro Thermo Scientific Nicolet 6700.

3.2.4.1.1 FTIR del Bioglass 45S5° de la molienda mecéanica

El Bioglass 45S5 utilizado para el andlisis fue el producto de la molienda
mecanica. Este andlisis se llevd a cabo para determinar si los grupos
funcionales Si-O-Si, P-O y Si-O (oxigeno no enlazante) estaban presentes en

el biovidrio.
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3.2.4.1.2 FTIR del Bioglass 45S5® de la molienda ultrasénica

El Bioglass 45S5 utilizado para el andlisis fue el producto secado de la
molienda ultrasénica. Este analisis se llevé a cabo para determinar si hubo
formacion de enlaces quimicos entre la superficie del biovidrio y el tolueno

durante la molienda ultrasénica.

3.2.4.2 Difraccion de rayos X (DRX)

Los sdlidos cristalinos consisten en arreglos regulares de atomos, iones o
moléculas con espaciamientos interatomicos del orden de los 100 pm. Para
gue se dé la difraccion, la longitud de onda del haz incidente tiene que ser del
mismo orden de magnitud que los espaciamientos de la rejilla. Debido a la
naturaleza periodica de su estructura interna, los cristales actian como una

rejilla de difraccion tridimensional con los haces de longitud de onda

apropiada [39].
F:Jaeyr:)tse ie Detector
de rayos X

Figura 3.7 Reflexién de Bragg desde un conjunto de planos cristalogréaficos con

espaciamiento dy. (Tomado de [39])

Los rayos X son difractados cuando las condiciones satisfacen la ley de
Bragg. En la Figura 3.7, se ilustran las condiciones de esta ley. El arreglo de
puntos negros en el diagrama representa una seccion a través de un cristal, y

las lineas uniendo los puntos corresponden a un conjunto de planos paralelos
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con indices de Miller hkl y una distancia interplanar dng. Un haz ADI paralelo
monocromatico de rayos X incide sobre los planos con un angulo 6,x. El haz
A es dispersado por el &tomo en B y el haz D es dispersado por el &tomo en
F. Para que los haces reflejados emerjan como un solo haz, deben
reforzarse, o bien, llegar en fase el uno con el otro, lo cual se conoce como
interferencia constructiva. Para que se dé la interferencia constructiva, la
diferencia entre las trayectorias de los haces interferentes debe ser igual a un
namero integro n de longitudes de onda. Esta diferencia de longitudes de
trayectoria esta dada por (ver Fig. 3.7):

AL=EF+FG.__.. i (3.1)

Asimismo, se tiene que:
Por lo tanto:

AL — 2dhk| Sethld ...................................... (3.3)

Si la longitud de onda de los rayos X es A, y como esta diferencia de

longitudes debe ser igual a un nimero integro n de A, entonces:
NA=2d,SeN0 ..o 3.4)

La Ec. 3.4 es conocida como la ley de Bragg, la cual relaciona el
espaciamiento entre los planos cristalogréaficos, dnw, con el angulo particular
de Bragg, 6n«, al cual se observan las reflexiones desde estos planos. El
subindice hkl se retira del angulo de Bragg 6 sin ambigliedad, debido a que el

angulo es Unico para cada conjunto de planos [39]. Para estos analisis, se
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utilizé un difractometro de rayos X de polvos Siemens D500 con lampara de
Cu, linea kq1 y longitud de onda de 0.15406 nm. Las muestras no requirieron

tratamiento previo.

a)

Figura 3.8 a) Difractometro Siemens D500, y b) el interior del equipo
3.2.4.2.1 DRX del Bioglass 45S5° de la molienda mecanica

Este analisis se llevé a cabo para determinar el estado cristalino o amorfo de
las fases presentes en el biovidrio y, en el caso de las fases cristalinas,
identificar los compuestos que contienen dichas redes cristalinas.

3.2.4.2.2 DRX del Bioglass 45S5® de la molienda ultrasénica
Este analisis se llevé a cabo en dos muestras del producto de la molienda
ultrasonica: una del biovidrio antes de secar y la otra del biovidrio seco, para

determinar si las fases presentes en el material se habian modificado debido

al contacto con el tolueno durante la molienda ultrasénica.
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3.2.4.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

En el analisis termogravimétrico (de experimento dindmico), se registra, de
manera continua, la masa de una muestra colocada en una atmésfera
controlada, conforme se aumenta la temperatura. Se obtiene un termograma
0 curva de descomposicidn térmica, grafico en el que se representa la masa,
0 porcentaje de masa, en funcion de la temperatura [40]. Esta técnica se
empled para estudiar la estabilidad térmica y los cambios de fase del
biovidrio, asi como la presencia de contaminantes y de agua en la superficie
y los poros. La curva termogravimétrica se obtuvo mediante un analizador
termogravimétrico de alta resolucion TA Instruments TGA 2950. Las muestras
se calentaron con una rapidez de calentamiento de 10 °C/min. Las

mediciones se llevaron a cabo bajo atmosfera de nitrégeno.

Figura 3.9 Analizador termogravimétrico de alta resolucion TGA 2950 de TA Instruments.

3.2.4.3.1 TGA del Bioglass 45S5° de la molienda mecéanica

Se us6 una muestra de 17.7210 mg, la cual fue calentada desde temperatura
ambiente (aproximadamente de 25 °C) hasta los 800 °C.

3.2.4.3.2 TGA del Bioglass 45S5° de la molienda ultrasénica

Se llevé a cabo el analisis en dos muestras del producto de la molienda
ultrasénica: una del biovidrio antes de secar y otra del biovidrio seco. Se uso6

una muestra de 11.7000 mg del biovidrio antes de secar y una de 9.5580 mg
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del biovidrio seco. Ambas muestras fueron calentadas desde temperatura
ambiente (aproximadamente de 25 °C) hasta los 800 °C.

3.2.4.4 Andlisis termomecanico (TMA)

El andlisis termomecanico determina cambios dimensionales de una muestra
en funcion de la temperatura y el tiempo, bajo una fuerza mecanica definida.
Durante el calentamiento de la muestra, se aplica una fuerza constante.
Generalmente, el andlisis termomecanico se utiliza para caracterizar la
expansion lineal, la temperatura de transicion vitrea (Tg) y los puntos de
reblandecimiento de los materiales [40]. Esta técnica se utilizé para
determinar el coeficiente de dilatacion lineal (a) (ver Ec. 3.2) del biovidrio. La
curva termomecanica se obtuvo a través de un analizador termomecéanico TA
Instruments TMA 2940. Las muestras se calentaron con una rapidez de
calentamiento de 10 °C/min. Las mediciones se llevaron a cabo bajo

atmosfera de nitrégeno.

Volumen
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Envejecimiento fisico

Volumen

- ocupado

Volumen (mm?)

N

g g

-

L

Temperatura (K)

Figura 3.10 Representacion esquematica de los cambios observados después de la

temperatura de transicion vitrea.
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Figura 3.11 Analizador termomecanico TMA 2940 de TA Instruments.

3.2.4.4.1 TMA del Bioglass 45S5® de la molienda mecanica

Se us6 una muestra de caras paralelas con un espesor de 0.5014 mm, la
cual fue calentada desde temperatura ambiente (aproximadamente de 25 °C)
hasta los 220 °C.

3.2.4.4.2 TMA del Bioglass 45S5® de la molienda ultrasénica

Se llevé a cabo el analisis en dos muestras del producto de la molienda
ultrasénica: una del biovidrio antes de secar y otra del biovidrio seco. Se uso6
una muestra de caras paralelas con un espesor de 0.7314 mm para el
biovidrio antes de secar y una de 0.3684 mm para el biovidrio seco. Ambas
muestras fueron calentadas desde temperatura ambiente (aproximadamente
de 25 °C) hasta los 700 °C.

3.2.4.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La técnica de calorimetria diferencial de barrido registra la diferencia en el
cambio de entalpia (AH) entre la muestra analizada y un material inerte de
referencia, ya sea en funcién de la temperatura o del tiempo. La muestra y el
material de referencia se colocan en dos crisoles idénticos, los cuales se
calientan a través de resistencias independientes bajo un programa

controlado de temperaturas. Cuando ocurre una transicion térmica, es decir,
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un cambio fisico o quimico que produce una liberacién o absorcién de calor,
se adiciona energia térmica, ya sea a la muestra o al material de referencia,
con la finalidad de mantener a ambos a la misma temperatura. Como la
energia térmica es equivalente en magnitud a la energia absorbida o liberada
durante la transicién, el balance de energia proporciona una medicion de la
energia de la transicién [40]. Esta técnica se empled para determinar las
temperaturas a las cuales se dan las transiciones significativas del biovidrio
debido a cambios a nivel microscépico, como la temperatura de transicion
vitrea (Tg) (ver Fig. 3.10). Las mediciones se obtuvieron mediante un equipo
de DSC modulado TA Instruments DSC 2910. Las muestras se calentaron
con una rapidez de calentamiento de 10 °C/min. Las mediciones se llevaron a

cabo bajo atmésfera de nitrogeno.

muestra referencia

Barrido lineal de temperatura

7| §f =20°Cmin

calentador calentador

tiempo

poder poder

Pico
\ endotérmico

Pico
exotérmico

Flujo de calor

(mcal/sec)

tiempo y temperatura

Figura 3.12 Esquema de un sistema de DSC. Los triAngulos son amplificadores que
determinan la diferencia entre las dos sefales de entrada. El poder del calentador de la
muestra es ajustado para que la muestra y la referencia se mantengan a la misma

temperatura durante el barrido.
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Figura 3.13 Equipo DSC 2910 de TA Instruments.

3.2.4.5.1 DSC del Bioglass 45S5° de la molienda mecéanica

Se us6 una muestra de 6.9400 mg, la cual fue calentada desde temperatura
ambiente (aproximadamente de 25 °C) hasta los 600 °C.

3.2.4.5.2 DSC del Bioglass 45S5° de la molienda ultrasénica

Se llevé a cabo el analisis en dos muestras del producto de la molienda
ultrasénica: una del biovidrio antes de secar y otra del biovidrio seco. Se uso6
una muestra de 5.9500 mg del biovidrio antes de secar y una de 6.4800 mg
del biovidrio seco. Ambas muestras fueron calentadas desde temperatura
ambiente (aproximadamente de 25 °C) hasta los 350 °C.

3.2.4.6 Microscopia electrénica de transmisién (TEM) del Bioglass 45S5®

de la molienda mecanica

En un microscopio electrénico de transmision (TEM), la iluminacion proviene
de un haz de electrones emitido por un filamento de wolframio (W). Los
electrones son acelerados por una diferencia de potencial aplicada, que va de
100 a 1000 kV, y son focalizados mediante dos lentes condensadoras sobre
una muestra delgada, transparente a los electrones. Después de atravesar la
muestra, los electrones son recolectados y focalizados por la lente objetivo
dentro de una imagen intermedia ampliada. La imagen es ampliada aun mas

mediante las lentes proyectoras, y la imagen final es proyectada sobre una
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pantalla fluorescente o una pelicula fotogréfica (ver Fig. 3.14 b) [40]. Esta
técnica se utilizé para determinar el didmetro de particula y el grado de
cristalinidad del biovidrio. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio
JEOL JEM-1200EX.

Anodo

Lente condensadora 1
g% Lente condensadora 2

Diafragma cond

. R"" Muestra

yARY Lente objetivo

7 Diafragma objetivo

Diafragma de drea
seleccionada

Lente intermedia
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Figura 3.14 a) Microscopio JEOL JEM-1200 EX. b) Diagrama del haz para un microscopio

de TEM en modo de imagen.

3.2.4.7 Microscopia de fuerza atémica (AFM) del Bioglass 45S5° de la

molienda mecéanica

En un microscopio de fuerza atomica, se registra continuamente la
topografia, a nivel atbmico, de una muestra, la cual es barrida con una punta
afilada de forma piramidal o cénica. La sonda va acoplada a un cantilever o
palanca microscopica flexible (ver Fig. 3.15 b). Esta técnica se emple6 para
estudiar la morfologia de las particulas de biovidrio y el perfil de rugosidad de
las pastillas estudiadas. Las imdgenes se obtuvieron con un microscopio
JEOL JSPM-4210.
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Figura 3.15 a) Microscopio JEOL JSPM-4210. b) Esquema del cantilever y la punta de un

microscopio de AFM barriendo la superficie de una muestra.

3.2.4.8 Microscopia electrénica de barrido (SEM) del Bioglass 45S5° de

la molienda ultrasénica

En un microscopio electronico de barrido, un haz de electrones se focaliza y
rastrea la superficie de la muestra. A diferencia de la TEM, los electrones no
atraviesan la muestra, sino que son absorbidos por la superficie de la misma.
Esto produce una emision secundaria de electrones, los cuales son
capturados por un sistema integrador y transductor de imagen (ver Fig. 3.16
b). De esta forma, se observa la imagen en un monitor. Es necesario que las
muestras sean conductoras, por lo que, en caso de no serlo, deben
recubrirse con un metal, el cual generalmente es oro [40]. Esta técnica se
utilizé para estudiar la morfologia y el didmetro de las particulas del biovidrio
seco. Las muestras no requirieron preparacion previa. Las imagenes se
obtuvieron con un microscopio electronico de barrido de emision de campo
térmico de alta resolucion JEOL JSM-7600F.
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Figura 3.16 a) Microscopio JEOL JSM-7600F. b) Esquema de un sistema de SEM.

3.2.5 Obtencién de nanofibras de PCL mediante la técnica de
electrohilado

3.2.5.1 Preparacion de las disoluciones de PCL

Se prepararon disoluciones al 6 y 12% w/v de PCL, con un sistema de
disolventes de DCM/DMF (DCM:DMF 4:1), en matraces aforados de 10.0 mL.
Cada disolucion se dejo en agitacién durante por lo menos 24 horas.

3.2.5.2 Electrohilado de disoluciones de PCL

Se coloca la cantidad a inyectar de disolucion de PCL en una jeringa de 5
mL, con una aguja de punta roma de calibre 21G (0.8 mm), y se eliminan las
burbujas de aire. Posteriormente, se fija la jeringa en el inyector de la bomba
New Era Pump Systems Inc. NE-1600, y se programa el flujo a emplear y el
volumen deseado de disolucion. Se coloca el colector de aluminio sobre su
base y se fija a la distancia establecida. Después de esto, se conecta un
electrodo a la aguja y el otro al colector, y se aplica la diferencia de potencial

deseada, con una fuente Glassman High Voltage Inc. Serie EH. Una vez
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realizado todo esto, se presiona el botdén de inicio de bombeo, con lo que se
empieza a electrohilar la disolucién de PCL en DCM/DMF. Cuando el colector
se haya recubierto con el andamio polimérico, se desprende la placa de la
base y se almacena en una bolsa de plastico para su posterior

caracterizacion.

Figura 3.17 Equipo de electrohilado.

3.2.5.3 Optimizacion de pardmetros de electrohilado de PCL

Se propone un disefio de experimentos, el cual involucra cambios en varios
parametros: concentracion de PCL, voltaje y distancia aguja-colector. A cada
parametro se le asignaron distintos valores y se llevaron a cabo diversas
combinaciones, con la finalidad de encontrar las condiciones adecuadas para
obtener fibras con didmetros homogéneos. El flujo se mantuvo constante a
0.5 mL/h. En la tabla 3.1, se muestran las condiciones que se emplearon para
electrohilar las disoluciones de PCL. Se tomaron como punto de partida las
condiciones empleadas por la M. en C. Selene Alcantara Barrera [41].
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Tabla 3.1 Parametros propuestos para electrohilado de PCL, con sus respectivas

combinaciones.

Parametro Valores propuestos
Concentracion PCL (% p/V) 6 12
Distancia aguja-colector (cm) | 15 20 25 15|20 | 25
Voltaje (kV) 8 [10[15[8]17| 8 | 8 | *

*Valores de voltaje (kV): 8,9, 12, 15, 16, 17

Figura 3.18 Andamio de PCL obtenido sobre colector de aluminio.
3.2.6 Obtencion de nanofibras compuestas de PCL/Bioglass 45S5°
3.2.6.1 Preparacion de la disolucién PCL/Bioglass 45S5®

Se prepar6 una disolucion al 12% w/v de PCL, con una adicion del 4% w/w
del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica, con respecto al
contenido de PCL. Para ello, se mezclaron 1.2004 g de PCL y 48.1 mg de
Bioglass 45S5 en un matraz aforado de 10.0 mL. Se llevé al aforo con una
mezcla de disolventes DCM/DMF (DCM:DMF 4:1) y se dej6 la mezcla en
agitacion durante 5 dias. Ademas, justo antes de electrohilar la disolucion, se

agité con ultrasonido durante 30 minutos.
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3.2.6.2 Electrohilado de la disolucién PCL/Bioglass 45S5®

Se obtuvieron 6 placas de electrohilado, para cada una de las cuales se
siguié el mismo procedimiento que el descrito en la seccién 3.2.5.2. Las
condiciones empleadas para cada placa se encuentran en la tabla 3.2. El flujo
se mantuvo constante a 0.5 mL/h.

Tabla 3.2 Parametros para electrohilado de PCL/Bioglass 45S5.

Pardmetros Valores propuestos
1a 2a 3a 4a Sa 62
corrida corrida corrida corrida corrida corrida
Distancia 25 25 25 25 25 25
(cm)
Voltaje (kV) 15 12 10 8 13 12

3.2.7 Caracterizacién de las nanofibras de PCL y de las nanofibras
compuestas de PCL/Bioglass 45S5®

3.2.7.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Esta técnica se utilizé para estudiar la morfologia y el diametro de las fibras
de los andamios. En el caso de los andamios compuestos, también se
empled esta técnica para verificar que las nanoparticulas de Bioglass 45S5
se integraran como inclusiones dentro de las fibras, o bien, se adsorbieran
sobre la superficie. Las muestras fueron previamente recubiertas en oro, para
hacerlas eléctricamente conductoras. El recubrimiento se realizé al vacio en
un aparato de sputtering de iones JEOL JFC-1100 (ver Fig. 3.19), con una
corriente 30 mA y durante 3 minutos. Las imagenes se obtuvieron con un
microscopio electronico de barrido de emisiébn de campo térmico de alta
resolucion JEOL JSM-7600F.
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Figura 3.19 Aparato JEOL JFC-1100 para sputtering de iones.

3.2.7.2 Mediciones de angulo de contacto

El 4ngulo de contacto es una medida de la humectabilidad de la superficie
estudiada, es decir, de la capacidad de un liquido para extenderse sobre la
superficie de un soélido. El &ngulo de contacto permite comparar la atraccion
entre las moléculas que conforman a la gota con la atraccion o repulsién que
experimentan las moléculas de la gota hacia las moléculas superficiales del
solido. El &ngulo de contacto se define como el angulo entre la tangente a la
superficie de la gota y la tangente a la superficie de la interseccién vapor-
liqguido-sdlido. Como medida matematica de la humectabilidad, se considera
el angulo de contacto, 6, que es el que forma el liquido con la superficia
solida (ver Fig. 3.20 a). Un angulo de contacto grande (mayor a 90°) significa
que la superficie es hidrofébica y tiene una baja energia superficial, mientras
gue un angulo de contacto pequefio (menor de 90°) indica que la superficie
es hidrofilica y tiene una alta energia superficial (ver Fig. 3.20 b), siendo un
angulo de contacto de 0° referencia de un impregnado perfecto [41].
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Figura 3.20 a) Definicion de angulo de contacto, b) Angulos de contacto grandes y pequefios
(Tomadas de [41])

Para cada medicion, se cort6 un cuadrado de 1 cm x 1 cm del andamio sobre
aluminio. Cada tipo de andamio se analiz6 con 4 liquidos distintos: agua
desionizada, diyodometano, n-octano y suero fetal bovino. Primeramente, se
verti6 una pequefia cantidad del liquido en un vial limpio, el cual
posteriormente se colocé dentro de una cadmara de aluminio con ventanas de
cuarzo colocada sobre un riel dptico en el gonidmetro modelo 100-07-00 de
Rameé-Hart, Inc. Un par de minutos después de haber colocado el vial,
alcanzadas las condiciones de presion de vapor en el equilibrio (utilizando el
liqguido de prueba), la muestra se colocé dentro de la cAmara. Se tomé una
pequefia cantidad del liquido con la microjeringa del gonibmetro y ésta se
colocé dentro del sostenedor correspondiente. Se asegurd de que el sustrato
se mantuviera horizontal, para evitar errores en la geometria de la gota por
efectos de la aceleracion gravitacional. Se encendi6 la fuente de luz de alta
intensidad Fiber-Lite A3200 de Dolan-Jenner Industries, Inc., la cual estaba
acoplada al goniometro. Una vez realizados estos ajustes, se procedié a
grabar la imagen mediante el programa computacional Pinnacle Studio. Con
la microjeringa, se colocé un volumen de gota de 8 pL sobre el andamio
soportado dentro de la camara del goniometro. Se dejo correr la grabacion
hasta que se observara que la gota se hubiera extendido al menor angulo de
contacto posible para el liquido en cuestion. Una vez terminada la grabacion,
se retird la muestra y se vacio el vial, el cual se limpié con acetona y se llen6
con el siguiente liquido a utilizar. EI mismo procedimiento se utilizé para cada

muestra.
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Figura 3.21 Goniémetro modelo 100-07-00 de Ramé-Hart, Inc., con la fuente de luz de alta

intensidad Fiber-Lite A3200 de Dolan-Jenner Industries, Inc.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion del Bioglass 45S5®

4.1.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (ATR-
FTIR)

4.1.1.1 FTIR del Bioglass 45S5® de la molienda mecanica

La Figura 4.1 muestra el espectro de FTIR del Bioglass 45S5 producto de la
molienda mecanica, en donde se aprecian las bandas caracteristicas de este
vidrio. Se observa una sefial alrededor de los 1050 cm™, la cual se atribuye al
estiramiento de los grupos POy, y que traslapa con una sefial de la regién
1000-1050 cm™, que corresponde a la vibracién asimétrica del Si-O-Si. El
pico alrededor de los 460 cm™ se adjudica al tijereteo del Si-O-Si, mientras
que el de entre 900-920 cm™ se debe al estiramiento del enlace Si-O
(oxigeno no-enlazante). La sefial de baja intensidad alrededor de los 780 cm’
! corresponde al enlazamiento tetraédrico de los grupos SiO..
Adicionalmente, el pico observado alrededor de los 1470 cm™ probablemente

se atribuya a los sitios terminales de Na* en la red vitrea [42, 43].
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Figura 4.1 Espectro FTIR del Bioglass 45S5 producto de la molienda mecanica. NE = no

enlazante.

4.1.1.2 FTIR del Bioglass 45S5® de la molienda ultrasénica

La Figura 4.2 muestra el espectro de FTIR del Bioglass 45S5 producto de la
molienda ultrasénica, en el cual se observan bandas similares a las del
espectro FTIR del Bioglass 45S5 producto de la molienda mecéanica. Se
observa una sefial alrededor de los 1050 cm™, la cual se atribuye al
estiramiento de los grupos POy, y que traslapa con una sefial de la regién
1000-1050 cm™, que corresponde a la vibracién asimétrica del Si-O-Si. El
pico alrededor de los 460 cm™ se adjudica al tijereteo del Si-O-Si, mientras
que el de entre 900-920 cm™ se debe al estiramiento del enlace Si-O
(oxigeno no-enlazante). La sefial de baja intensidad alrededor de los 780 cm’
! corresponde al enlazamiento tetraédrico de los grupos SiO..
Adicionalmente, el pico observado alrededor de los 1470 cm™ probablemente
se atribuya a los sitios terminales de Na" en la red vitrea [42, 43]. Esto
confirma que el biovidrio no presentd ninguna transformacién quimica durante

el proceso de molienda ultrasénica, es decir, no reaccion6 con el tolueno.
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Figura 4.2 Espectro FTIR del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica. NE = no

enlazante.

4.1.2 Difraccion de rayos X (DRX)

4.1.2.1 DRX del Bioglass 45S5® de la molienda mecanica

La Figura 4.3 muestra el difractograma del Bioglass 45S5 producto de la
molienda mecanica. Mediante los calculos correspondientes, se determind
gue la muestra es en un 9.1% fase cristalina y en un 90.9% fase amorfa. Se
observaron algunas sefiales relacionadas a fases cristalinas, sin lograr
identificar las fases que las originaron. Esto confirma la obtencién de un

producto mayoritariamente amorfo.

68



%dhrea cristalino %Area amorfo
91 808

Figura 4.3 Difractograma del Bioglass 45S5 después de la molienda mecanica.

4.1.2.2 DRX del Bioglass 45S5® de la molienda ultrasénica, antes de

secar

La Figura 4.4 muestra el difractograma del Bioglass 45S5 producto de la
molienda ultrasonica, antes de ser secado. Mediante los célculos
correspondientes, se determind que la muestra tiene un area de fase
cristalina del 32.2%, mientras que el area de fase amorfa fue de 67.8%. Las
fases cristalinas corresponden a: pisionita (Na,Ca(CO3),-2H,0), combeita
(NaxCa;Siz0yg), y trona (NazH(CO3)2-2H,0). Se ha informado la formacién de
combeita al sinterizar el Bioglass 45S5 [44]. Esto corrobora que la presencia
de un alto porcentaje de humedad en el biovidrio puede favorecer la
formacion de fases cristalinas, debido a que el ingreso de moléculas de agua
a la estructura del Bioglass 45S5 provoca el reacomodo de los atomos de la
red.
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Figura 4.4 Difractograma del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica, antes de
secarse. Sefiales rojas: Pisionita, Na,Ca(COs3),-2H,0, sefiales azules: Combeita,
Na,Ca,Si;0y, sefiales verdes: Trona, NazH(COs3), 2H,0.

4.1.2.3 DRX del Bioglass 45S5® de la molienda ultrasénica, seco

En la Figura 4.5, se observa el difractograma del Bioglass 45S5 producto de
la molienda ultrasénica, después de secarse. A diferencia del biovidrio antes
de secarse, el producto secado present6 un area de fase cristalina del 27.2%,
mientras que el area de fase amorfa fue de 72.8%. Para el producto seco, se
observaron sefiales correspondientes a la fase combeita (Na;Ca,SizOp).
Estos resultados permiten pensar que el uso de tolueno en la molienda
ultrasénica y el posterior proceso de secado generan una fase cristalina
sobre las particulas de Bioglass 45S5 procedentes de la molienda mecanica.
De hecho, se ha informado que al sinterizar el Bioglass 45S5 para darle
diferentes grados de cristalinidad, la fase cristalina principal presente es la
combeita [44]. Los andlisis térmicos (ver Secciones 4.1.3, 4.1.4 y 4.1.5)
proporcionan informacion sobre las transformaciones que sufre el biovidrio al

calentarse y que, probablemente, sean la causa de la observacién de
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distintas fases entre el producto de la molienda ultrasénica sin secar y el
seco. Debido a que la pisionita y la trona contienen moléculas de agua dentro
de la estructura de su red cristalina, la eliminacion de agua durante el
proceso de secado del Bioglass 45S5 provoco el reacomodo de los atomos
de la red. Por ello, de las fases cristalinas formadas durante la molienda
ultrasonica, solo quedd la combeita, la cual no contiene moléculas de agua

dentro de la estructura de su red cristalina.
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Figura 4.5 Difractograma del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica, seco. Las

sefiales azules corresponden a la fase combeita: Na,Ca,SizOg,
4.1.3 Analisis termogravimétrico (TGA)
4.1.3.1 TGA del Bioglass 45S5® de la molienda mecanica
La Figura 4.6 muestra el termograma del Bioglass 45S5 producto de la
molienda mecéanica, en donde se observan 3 pérdidas de peso. La primera

pérdida de peso, de alrededor de 0.6 % y a 84.67 °C, se debe a la
eliminacién de agua adsorbida superficialmente. La segunda pérdida, de

71



aproximadamente 0.1 % y a 178.51 °C, se debe a la eliminacion de agua
absorbida, es decir, aquélla que se encontraba dentro de los poros del
material [45]. La tercera pérdida, de aproximadamente 0.9% y a 400.00 °C,
corresponde a la condensacién de los grupos silanol superficiales, reaccion
por la cual también se elimina agua (ver Fig. 4.7) [43, 46, 47]. De hecho, la
pérdida de peso a los 178.51 °C podria deberse también, en parte, a una
reaccion de condensacion de los grupos silanol superficiales, que da un
diferente arreglo de enlaces siloxano en el biovidrio (ver Fig. 4.7) [46]. Estos
resultados indican que el Bioglass 45S5 es un material higroscopico, el cual
requiere de un proceso de secado antes de su aplicacion.

100.0

99.51 178.51°C

99.31%

99.0

Masa (%)

98.5 500.00°C 713.68°C
98.34%

600.00°C
98.20%

v T
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Figura 4.6 Termograma del Bioglass 45S5 producto de la molienda mecénica.
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Figura 4.7 Reacciones de condensacion (o deshidratacién) de los grupos silanol en la
superficie del biovidrio, que producen enlaces tensos de siloxano que pertenecen a:
a) anillos de silicato de tres miembros, b) anillos de silicato de dos miembros, que comparten
los bordes. (Tomada de [46])

4.1.3.2 TGA del Bioglass 45S5® de la molienda ultrasénica, antes de

secar

La Figura 4.8 muestra el termograma del Bioglass 45S5 producto de la
molienda ultrasénica, antes de secarse, el cual es parecido al de la Figura
4.7. Se observan 3 pérdidas de peso practicamente a las mismas
temperaturas que aquéllas que presentd el Bioglass 45S5 producto de la
molienda mecanica. La primera pérdida, de aproximadamente 1.5% y a
alrededor de los 85 °C, corresponde a la eliminacién de agua fisioadsorbida
sobre la superficie. La segunda pérdida, de aproximadamente 1.0% y a
178.12 °C, corresponde a la eliminaciéon de agua absorbida y a la eliminacion
de agua por reacciones de condensacion de grupos silanol superficiales (ver
Fig. 4.6 a) [45, 46]. La tercera pérdida, de aproximadamente 2.5% y a
alrededor de los 400 °C, corresponde a la pérdida de agua por reacciones de
condensacion de grupos silanol superficiales (ver Fig. 4.6 b) [43, 46, 47]. Los
resultados proporcionados por este analisis de TGA confirman que era
necesario secar el Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasonica.
Ademas, debido a la similitud entre los resultados de este termograma y el
del producto de la molienda mecanica (ver Seccion 4.1.3.1), se corrobora que

el Bioglass no presenté cambios importantes durante la molienda ultrasénica.

La observacion de las pérdidas iniciales de agua indican que probablemente
fue el agua proveniente de la molienda ultrasénica la responsable de la
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formacion de las fases cristalinas observadas en el difractograma de la Figura
4.4 (ver Seccion 4.1.2.2).
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Figura 4.8 Termograma del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica, antes de

secarse.
4.1.3.3 TGA del Bioglass 45S5® de la molienda ultrasénica, seco

La Figura 4.9 muestra el termograma del Bioglass 45S5 producto de la
molienda ultrasénica, después de secarse. A diferencia del termograma del
producto antes de secar (ver Fig. 4.8 y Seccion 4.1.3.2), para el producto
seco soélo se observa una pérdida importante de peso, de aproximadamente
2.5% y a alrededor de los 360 °C, la cual corresponde a la eliminacion de
agua por la condensacién de grupos silanol superficiales (ver Fig. 4.6) [43,
46, 47]. El hecho de que sélo se observe una pérdida sutil previa a la de esta
temperatura (de alrededor de 0.5%, pero sin curva apreciable) es prueba de
que el proceso de secado del producto de la molienda ultrasénica fue exitoso

y suficiente, ya que practicamente no hubo agua qué eliminar.
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El termograma de la Figura 4.9 confirma la ausencia de agua en el biovidrio
debido al proceso de secado. Se observa que el contacto del biovidrio con la
humedad del tolueno durante la molienda ultrasénica produce
transformaciones de fase irreversibles. Es decir, la formacion de la fase
cristalina combeita (ver Fig. 4.5 y Seccién 4.1.2.3), no se revierte con la

eliminacién de agua durante el secado.

101

100.00°C
100 99.87%

247.26°C
99.66%

99 -

Masa (%)

98

97

96 J T
0 200 400 600 800

Temperatura (°C)

Figura 4.9 Termograma del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica, seco.

4.1.4 Analisis termomecanico (TMA)

4.1.4.1 TMA del Bioglass 45S5° de la molienda mecéanica

La Figura 4.10 muestra la curva termomecanica del Bioglass 45S5 producto
de la molienda mecénica, en donde se observa, primeramente, una
contraccion y, posteriormente, una expansion del vidrio. La disminucion inicial
de dimensiones se presenta debido a la eliminacién de agua fisioadsorbida
sobre la superficie. El biovidrio presenta una contraccién desde el inicio del

calentamiento hasta los 115.27 °C, debido a la pérdida de masa por la
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eliminacién de agua fisioadsorbida. El posterior incremento de dimensiones
corresponde al coeficiente de dilatacion lineal (a), el cual, experimentalmente,
fue de 14.65 pm/(m°C).

3000 -1

:

-22.75um/(m-*C)

:

14.65um/(m-°C)

Cambio dimensional (um/m)
g

115.27°C

T T T T T T T ,
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Temperatura (°C)
Figura 4.10 Curva termomecanica del Bioglass 45S5 producto de la molienda mecanica.

4.1.4.2 TMA del Bioglass 45S5° de la molienda ultrasénica, antes de

secar

La Figura 4.11 muestra la curva termomecanica del Bioglass 45S5 producto
de la molienda ultrasoénica, antes de secarse, en la cual se observan dos
contracciones: la primera desde los 197.88 °C a los 210.60 °C, y la segunda
desde los 476.84 °C a los 600 °C. La primera reduccion de dimensiones se
debe a la eliminacibn de agua. El segundo cambio de dimensiones
corresponde a un intervalo en donde se observo la temperatura de transicion
vitrea (Tg). Debido a que la Ty es un punto de inflexion en la curva
termomecanica, se calculd su valor mediante el trazo de dos rectas que
cruzan en tal punto. Una de las rectas toca la curva antes del punto de

inflexion, mientras que la otra toca la curva después del punto. El valor
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calculado para la T4 fue de aproximadamente 550 °C, el cual es cercano al
valor de la literatura de 560 °C [44].

Cambio dimensional (um)

-200 4

204
0 100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (°C)

Figura 4.11 Curva termomecénica del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica,

antes de secarse.
4.1.4.3 TMA del Bioglass 45S5° de la molienda ultrasénica, seco

La Figura 4.12 muestra la curva termomecanica del Bioglass 45S5 producto
de la molienda ultrasénica, después de secarse, en la cual solamente se
observa un cambio de dimensiones. La ausencia de un primer cambio de
dimensiones, como el que se observd en el termograma del producto antes
de secarse (ver Fig. 411), confirma de nuevo que el proceso de secado del
producto de la molienda ultrasénica fue efectivo y que la muestra analizada
ya no tenia agua qué eliminar. Por otro lado, el inico cambio de dimensiones
observado en este caso, como para el producto sin secar, corresponde a la
temperatura de transicion vitrea (Tg). De la misma manera que para el
termograma de la Fig. 4.11 (ver Seccion 4.1.42), se calculo la Tg mediante el
trazo de dos rectas. El valor calculado para la Ty fue de aproximadamente
570 °C, el cual tampoco esta alejado del valor de la literatura de 550 °C [44].
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Figura 4.12 Curva termomecénica del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica,

Seco.

4.1.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

4.1.5.1 DSC del Bioglass 45S5® de la molienda mecanica

El grafico de DSC de la Figura 4.13 muestra cuatro sefales endotérmicas. La
primera sefal, a 98.76 °C, corresponde a la pérdida de agua adsorbida
superficialmente. La segunda, a 171.98 °C, corresponde a la pérdida de
moléculas de agua absorbidas, es decir, aquéllas que estaban dentro de los
poros del vidrio. La tercera, a 398.05 °C, corresponde a la condensaciéon de
los grupos silanol de la superficie del vidrio, reaccién por la cual también se
elimina agua (ver Fig. 4.13) [43, 45, 46]. La cuarta sefal, la cual se encuentra
alrededor de los 530 °C, aunque de baja intensidad, corresponde a la
temperatura de transicion vitrea. El valor experimental observado en este
grafico para la Ty no esta alejado del valor de la literatura de 550 °C [44].
Estos resultados concuerdan con aquéllos obtenidos del TGA (ver Seccion

4.1.3.1), y confirman el caracter higroscopico del Bioglass 45S5 y las
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transformaciones superficiales que éste sufre con la temperatura, debido a la

deshidratacion de los grupos silanol.
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Figura 4.13 Gréfico de DSC del Bioglass 45S5 producto de la molienda mecanica.

4.1.5.2 DSC del Bioglass 45S5® de la molienda ultrasénica, antes de

secar

El grafico de DSC de la Fig. 4.14 muestra dos sefales endotérmicas. La
primera, a 97.85 °C, corresponde a la eliminacion de agua fisioadsorbida
sobre la superficie. La segunda, a 170.19 °C, se debe a la eliminacion de
agua absorbida y de aquélla que se pierde por las reacciones de
condensacion de los grupos silanol (ver Fig. 4.6) [45, 46]. Los resultados
provenientes de este gréafico confirman de nuevo que si se requeria de un

secado para el producto de la molienda ultrasénica.
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Figura 4.14 Gréfico de DSC del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica, antes de

secarse.

4.1.5.3 DSC del Bioglass 45S5® de la molienda ultrasénica, seco

El gréfico de DSC de la Figura 4.15 no muestra ninguna sefial relevante en el
intervalo de temperaturas analizado (25-350 °C). Esto confirma, una vez mas,
gue el proceso de secado del producto de la molienda ultrasénica fue efectivo

y que la temperatura a la cual se realiz6 tal secado fue adecuada.
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Figura 4.15 Gréfico de DSC del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica, seco.

4.1.6 Microscopia electrénica de transmisién (TEM) del Bioglass 45S5®

de la molienda mecanica

Mediante las micrografias obtenidas por TEM (ver Fig. 4.16), se determing el
didmetro minimo de particula mediante el programa ImageJ, el cual fue de
377 nm. Sin embargo, se observé que se tienen conglomerados de particulas
pequefias, los cuales alcanzan didmetros de hasta 1.71 um. Se obtuvo un
halo difuso para la difraccién de electrones de la muestra, lo cual confirma

gue se obtuvo un material amorfo.
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a) b)

Figura 4.16 Micrografias del Bioglass 45S5 producto de la molienda mecanica, obtenidas por

TEM. a) Escala de 500 pym. b) Acercamiento, escala de 100 ym.

4.1.7 Microscopfa de fuerza atémica (AFM) del Bioglass 45S5° de la

molienda mecéanica

A través de AFM, se confirmé de nuevo la existencia de cumulos de
particulas mas pequefas. Asimismo, se determiné el perfil de rugosidad de
tales aglomerados. Los didmetros calculados fueron de 230 y 273 nm para
dos particulas que formaban parte de uno de los cumulos presentes en la

muestra analizada (ver Fig. 4.17 a).

Los resultados obtenidos de TEM y AFM permiten pensar que a través del
procedimiento seguido para obtener particulas de Bioglass 45S5 (método de
fundicion y posterior molienda mecanica), los tamafios de particula adn se
encuentran en el orden de las micras. Cada particula esta formada a su vez
por fases méas pequefias de biovidrio. Los aglomerados estan conformados
por fases amorfas del biovidrio. La morfologia que se observa (ver Fig. 4.17)
es la de una serie de particulas con un alto grado de rugosidad, por lo que se
puede considerar el principio de una porosidad cerrada. Los poros cerrados
no cruzan el material, es decir, no conectan con el exterior, por lo que no

permiten el flujo de fluidos a través de ellos.
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Figura 4.17 a) Determinacion por AFM de tamafio de particula y de perfil de rugosidad.

a) c¢)d)y e) Micrografias de AFM del Bioglass 45S5 producto de la molienda mecénica.
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4.1.8 Microscopia electrénica de barrido (SEM) del Bioglass 45S5° de la

molienda ultrasénica

Debido a que la molienda mecéanica dio como resultado un didmetro de
particula que aun es del orden de las micras, con rugosidades evaluadas en
580 nm de altura (ver Fig. 4.17 e), se confirma la necesidad de realizar una
segunda molienda para reducir el diametro de particula al orden de los 200

nm como maximo.

Mediante las micrografias de SEM obtenidas (ver Fig. 4.18) y el programa
Imaged, se determind el diametro promedio de particula, considerando una
muestra de 25 particulas tomadas al azar de la micrografia de la Figura 4.18
a). De las 25 particulas analizadas, el diametro minimo de particula
encontrado fue de 311 nm, y el maximo fue de 1.357 um. El diametro
promedio de particula fue de 632 nm, con una desviacion estandar de 324
nm. Por otro lado, se observa que aun después de la molienda ultrasonica,
existe un numero considerable de cumulos de particulas y placas con
diametros de varios um. Es posible que las particulas de biovidrio se hayan
reaglomerado durante el proceso de sedimentacion posterior a la molienda

ultrasénica.

-— lpm  IIM-UNAM
10.0kV LABE  SEM WD 7.6mm

a) b)

— 10pm  IIM-UNAM
X 1,000 10.0kV LABE  SEM WD 7.6mm

Figura 4.18 a) Micrografia de SEM del Bioglass 45S5 producto de la molienda ultrasénica,
seco, con 5000x de aumento. b) Micrografia de SEM del Bioglass 45S5 producto de la

molienda ultrasénica, seco, con 1000x de aumento.
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Figura 4.19 Histograma de frecuencias absolutas para el didmetro de particula del Bioglass

45S5 producto de la molienda ultrasénica.

Con base en el histograma de la Figura 4.19, puede establecerse que a pesar
de la presencia de cumulos de particulas, hay un namero aceptable de
particulas que caen dentro del intervalo de didmetros que va de los 311 a los
416 nm. Por ello, se decidid llevar a cabo el electrohilado de las nanofibras
compuestas de PCL/Bioglass 45S5, ya que se cree que un porcentaje
razonable de particulas del mencionado intervalo de diametros quedaran

como inclusiones dentro de la estructura de las fibras.
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4.2 Caracterizacion de las nanofibras de PCL y de las

nanofibras compuestas de PCL/Bioglass 45S5°

4.2.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)
4.2.1.1 SEM de las nanofibras de PCL

El electrohilado de la solucion de PCL al 6 % wi/v genero fibras con bulbos,
con un gran porcentaje de fibras de tamafio nanométrico (ver Fig. 4.20). La
aparicion de bulbos probablemente se deba a que el chorro de solucién fue
colectado antes de que la mezcla de disolventes se evaporara [29].

lpm  IIM-UNAM — 10pm T IM-UNAM
10.0KV LABE  SEM WD 7.1lmm X 1,000 10.0kV LABE  SEM WD 7.1mm

Figura 4.20 Micrografia de SEM del andamio de PCL al 6 % w/v, distancia aguja-colector de
20 cm, y voltaje de 15 kV a) con 5000x de aumento y b) con 1000x de aumento.

Para la solucion de PCL al 12 % w/v, al mantener el voltaje constante a 8 kV
y modificar la distancia aguja-colector, se determin6 que a 25 cm de distancia
se obtuvieron fibras con una incertidumbre menor (ver Tabla 4.1 y Fig. 4.20),
o bien, fibras con una distribucioén de didmetros mas homogénea. Ademas, a
25 cm de distancia también se obtuvieron las fibras de diametro menor. Sin
embargo, la morfologia de las fibras no es uniforme (ver Fig. 4.20 c), por lo
gue se prosiguid a probar diferentes voltajes con la distancia aguja-colector
de 25 cm.
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Para cada muestra de nanofibras, se analiz6 la micrografia de SEM de 5000x
de aumento. Para cada micrografia de SEM de las nanofibras, se determin6
el diametro ¢ de 20 fibras. Una vez calculado el didmetro promedio de las 20

fibras, se obtuvo la desviacion estandar S(¢) mediante la ecuacién siguiente:

Posteriormente, se calcul6 la incertidumbre tipo A ua(¢) mediante la ecuacion

siguiente:

UA(¢) :E ......................................... (42)

Debido a que se determinaron los diametros de las fibras utilizando las barras
de escala de las micrografias analizadas, se calculo la incertidumbre tipo B

us(¢) considerando la resolucion igual a 1 um:

Una vez calculadas las incertidumbres tipo A y tipo B, se procedié a obtener

la incertidumbre combinada ug(@) a través de la ecuacion siguiente:

Uo(8) = AU 2(0) F Ug(B) cvvvvereererererenere, (4.4)

Finalmente, se calculdé la incertidumbre expandida para cada muestra,

considerando un factor de cobertura k de 2:

U = KU (@) =20 (@) v eeeeeeeee e (4.5)

Cabe resaltar que se empled el mismo tratamiento estadistico a todas las

muestras que se analizaron en la presente seccion del trabajo.
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Tabla 4.1 Didmetros promedio para las nanofibras de PCL al 12 % w/v y voltaje de 8 kV.

Distancia aguja-colector Diametro de fibras (um)
(cm)
15 (0.873 £ 1.03)
20 (0.966 + 1.04)
25 (0.778 + 1.02)

Figura 4.21 Micrografia de SEM con 5000x de aumento del andamio de PCL al 12 % w/v,
voltaje de 8 kV a) con 15 cm de distancia, b) con 20 cm de distancia, y ¢) con 25 cm de

distancia

Al mantener constante la distancia aguja-colector a 25 cm, se encontré que
conforme se aumentaba el voltaje, se reducia el didmetro promedio de las
fiboras (ver Tabla 4.2). Por otro lado, a voltajes mayores de 9 kV, se

obtuvieron incertidumbres altas, es decir, la distribucion de diametros de las
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fiboras fue poco homogénea (ver Tabla 4.2 y Fig. 4.21). Debido a que la
distancia aguja-colector de 25 cm resultdé ser la mas favorable para obtener
una distribucion de diametros homogénea, se decidié6 emplear tal distancia y
variar el voltaje para el electrohilado de la solucién PCL/Bioglass 45S5 (ver
Tabla 3.2).

Tabla 4.2 Didmetros promedio para las nanofibras de PCL al 12 % w/v y distancia aguja-

colector de 25 cm.

Voltaje (kV) Diametro de fibras (um)
9 (0.927 £1.01)
15 (0.896 + 1.05)
16 (0.649 £ 1.03)
17 (0.586 + 1.01)
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Figura 4.22 Micrografia de SEM con 5000x de aumento del andamio de PCL al 12 % w/v,

distancia aguja-colector de 25 cm a) con 9 kV de voltaje, b) con 15 kV cm de voltaje, c) con
16 kV de voltaje, y d) con 17 kV de voltaje

4.2.1.2 SEM de las nanofibras compuestas de PCL/Bioglass 45S5®

El electrohilado de la solucion PCL/Bioglass 45S5 generd varias fibras con
inclusiones de Bioglass 45S5. Algunas particulas de Bioglass 45S5 se
adsorbieron sobre la superficie de las fibras. Esto es favorable para el
desempefio del andamio, ya que los distintos grupos biolégicos (ver Seccién
2.3.2.1.3) se adsorberian sobre las capas de HCA que cristalizan sobre las

particulas adsorbidas de Bioglass 45S5.
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Figura 4.23 Micrografia de SEM con 5000x de aumento del andamio de PCL/Bioglass 45S5
a) con 9 kV de voltaje, b) con 10 kV cm de voltaje, c¢) con 13 kV de voltaje, y d) con 12 kV de

voltaje

4.2.2 Mediciones de angulo de contacto

4.2.2.1 Angulo de contacto de las nanofibras de PCL

Se confirmé el caracter hidrofobico de la PCL, al observar altos &ngulos de
contacto con agua y suero fetal bovino (ver Tabla 4.3). Asimismo, las gotas
de ambas sustancias organicas consideradas, n-octano (sustancia no polar) y
yoduro de metileno (sustancia relativamente polar), se extendieron
completamente sobre la superficie, dando angulos de contacto de cero.
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Debido a que el andamio de PCL es altamente hidrofobico, era de esperarse
gue el angulo de contacto con una sustancia no polar, como el n-octano,
fuera de cero. Sin embargo, a pesar de que el yoduro de metileno es
relativamente polar, también forma un &ngulo de contacto de cero, lo cual
confirma la afinidad de la superficie de PCL por compuestos organicos,

aunque éstos presenten cierto grado de polaridad.

Tabla 4.3 Angulos de contacto de las nanofibras de PCL con diversas sustancias.

Sustancia Angulo de contacto (°)
Agua desionizada (179.22 £ 1)
Suero fetal bovino (176.95 £ 1)
n-octano (0x1)
Yoduro de metileno (0x1)
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Figura 4.24 Angulo de contacto de nanofibras de PCL a) con agua, y b) con suero fetal

bovino

4.2.2.2 Angulo de contacto de las nanofibras compuestas de
PCL/Bioglass 45S5®

Se observé una ligera disminucién del angulo de contacto con agua en las
nanofibras compuestas, en comparacion con el que se obtuvo con las
nanofibras de PCL (ver Tabla 4.4 y Fig. 4.25). Esto se adjudica a que la
adicion de Bioglass 45S5 incrementa ligeramente la hidrofilicidad de la PCL,
aunque de manera casi nula. De hecho, el angulo de contacto de yoduro de

metileno aumenté ligeramente, lo cual también concuerda con el aumento de

92



la hidrofilicidad de la PCL con las inclusiones de Bioglass 45S5. Por otro lado,
la hidrofilicidad no aumento lo suficiente como para aumentar el &ngulo de
contacto con n-octano, el cual sigue teniendo una alta afinidad con las
nanofibras compuestas. Estos resultados indican que probablemente se deba
integrar un porcentaje w/w mayor de Bioglass 45S5 a la solucion de
PCL/Bioglass 45S5 para poder aumentar la hidrofilicidad del andamio de

forma considerable.

Tabla 4.4 Angulos de contacto de las nanofibras de PCL/Bioglass 45S5 con diversas

sustancias.

Sustancia Angulo de contacto (°)
Suero fetal bovino (177.68 £ 1)
Agua desionizada (176.75 £ 1)

Yoduro de metileno (11.16 £ 1)
n-octano (0x1)

Figura 4.25 Angulo de contacto de nanofibras de PCL/Bioglass 45S5 a) con agua, b) con

suero fetal bovino, y ¢) con yoduro de metileno
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Se eligid la micrografia de SEM de la muestra de la 12 corrida de
electrohilado de PCL/Bioglass 45S5 (ver condiciones en Seccién 3.2.6.2), con
1000x de aumento, para calcular el diametro de los poros mediante el
programa ImageJ (ver Fig. 4.26). Se determiné el diametro de 20 poros, y se
utilizé el mismo tratamiento estadistico descrito en la Seccion 4.2.1.1,
considerando que la resolucion es igual a 10 um. Se determiné que el
didmetro promedio de los poros es de (5.384 + 10.03) um. A pesar de que el
andamio compuesto presenta poros de este tamarfo, la humectabilidad del
mismo sigue siendo limitada, debido a la baja hidrofilicidad de la PCL. Los
resultados de angulo de contacto indican que la porosidad no tiene un efecto
considerable en la humectabilidad del andamio, la cual es, principalmente,

determinada por la hidrofilicidad de las fibras que lo componen.

— 10pm IIM-UNAM
10.0kV LABE SEM WD 9.9mm

Figura 4.26 Micrografia de SEM del andamio compuesto PCL/Bioglass 45S5 con 1000x de

aumento, empleada para calcular el didmetro promedio de poro.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se sintetiz0 Bioglass 45S5 amorfo a través del método de fundicion.
Mediante dos moliendas, una mecanica y una ultrasénica, se logré reducir el
diametro de particula del biovidrio a valores alrededor de los 300 nm, aunque

con la presencia de aglomerados de varias micras de diametro.

Los analisis de FTIR comprobaron que el tolueno empleado como disolvente
en la molienda ultrasénica no se enlaza quimicamente a la superficie del

vidrio.

Los andlisis de DRX confirmaron la presencia de fases cristalinas en el
biovidrio producto de la molienda ultrasoénica, lo cual probablemente se deba

al intimo contacto con el agua presente en el tolueno durante la molienda.

Los analisis térmicos (TGA, TMA y DSC) indicaron la necesidad de secar el
biovidrio a por lo menos 180 °C para eliminar toda el agua presente en el

material.

Se obtuvieron nanofibras compuestas de PCL/Bioglass 45S5 mediante la
técnica de electrohilado. Las particulas de biovidrio dentro del intervalo de
311 a 416 nm de diametro fueron lo suficientemente pequefias para quedar
como inclusiones dentro de las nanofibras compuestas. Asimismo, otra
porcién de las particulas de biovidrio quedaron adsorbidas sobre la superficie
de las nanofibras. Las mediciones de &ngulo de contacto permitieron
determinar que la hidrofilicidad de los andamios compuestos varié muy poco
con respecto a los de PCL, debido al alto caracter hidrofébico de la PCL, y
gue la porosidad no logra contrarrestar tal hidrofobicidad.
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RECOMENDACIONES

Llevar a cabo variaciones en las condiciones de la molienda mecanica
(tiempo y frecuencia de molienda, didmetro de balines empleados) y
de la molienda ultrasénica (tiempo y amplitud de molienda), con el fin
de reducir aun mas el diametro de particula del Bioglass 45S5.

Llevar a cabo un tamizado de las particulas de Bioglass 45S5 producto
de la molienda ultrasonica.

Realizar pruebas de biocompatibilidad y crecimiento celular a los
andamios compuestos obtenidos durante este trabajo.

Realizar pruebas mecéanicas a los andamios compuestos obtenidos
durante este trabajo.

Sintetizar nanofibras compuestas de PCL/Bioglass 45S5 con
soluciones que contengan un mayor porcentaje w/w de Bioglass 45S5
con respecto a la PCL.

Llevar a cabo un andlisis extenso del efecto en la variacion de los
parametros de electrohilado sobre la morfologia de las nanofibras
compuestas de PCL/Bioglass 45S5.

Sintetizar vidrios bioactivos de otras composiciones mediante el
método sol-gel, y obtener andamios compuestos mediante
electrohilado con tales biovidrios.
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