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Dedicado a las personas que dia con dia dan lo mejor de si y que hacen la diferencia.

El hombre es la especie mas insensata; venera a un dios invisible y masacra a una
naturaleza visible sin saber que esta naturaleza que él masacra es éste dios invisible que
él venera. Huber Reeves.

El presidente de los Estados Unidos, Franklin Pierce, envia en 1854 una oferta al jefe
Seattle, de la tribu Suwamish, para comprarle los territorios del noroeste de los Estados
Unidos que hoy forman el Estado de Washington. A cambio, promete crear una
“reservacion” para el pueblo indigena. El jefe Seattle responde en 1855:

El Gran Jefe blanco de Washington ha ordenado hacernos saber que nos quiere comprar
las tierras. El Gran Jefe Blanco nos ha enviado también palabras de amistad y de buena
voluntad. Mucho apreciamos esta gentileza, porque sabemos que poca falta le hace
nuestra amistad. Vamos a considerar su oferta pues sabemos que, de no hacerlo, el
hombre blanco podra venir con sus armas de fuego a tomar nuestras tierras. El Gran Jefe
Blanco podra confiar en la palabra del jefe Seattle con la misma certeza que espera el
retorno de las estaciones. Como las estrellas inmutables son mis palabras.

¢,Coémo se puede comprar o vender el cielo o el calor de la tierra? Si nadie puede poseer
la frescura del viento ni el fulgor del agua ¢,cémo es posible que usted se proponga
comprarlos? Cada pedazo de esta tierra es sagrado para mi pueblo, cada rama brillante
de un pino, cada pufiado de arena de las playas, la penumbra de la densa selva, cada
rayo de luz y el zumbar de los insectos son sagrados en la memoria y vida de mi pueblo.

Los muertos del hombre blanco olvidan su tierra de origen cuando van a caminar entre las
estrellas. Nuestros muertos jamas se olvidan de esta bella tierra, pues ella es la madre del
hombre. Somos parte de la tierra y ella es parte de nosotros; el ciervo, el caballo, el gran
aguila son nuestros hermanos.

Por esto cuando el Gran Jefe Blanco de Washington manda decir que desea comprar
nuestra tierra, pide mucho de nosotros. Si les vendemos la tierra, ustedes deberan
recordar que ella es sagrada, ustedes deberan recordar y ensefiar a sus hijos que los rios
son nuestros hermanos, y los suyos también; por lo tanto ustedes deberan dar a los rios
la bondad que le dedicaran a cualquier hermano.

Sabemos que el hombre blanco no comprende nuestras costumbres. Para él una porcion
de tierra tiene el mismo significado que cualquier otra, pues es un forastero que llega en la
noche y extrae de la tierra aquello que necesita. La tierra no es su hermana si no su
enemiga, y cuando ya conquisto, prosigue su camino. Deja atras las tumbas de sus
antepasados y no se preocupa. Roba de la tierra aquello que seria de sus hijos y no le
importa.

La sepultura de su padre y los derechos de sus hijos son olvidados. Trata a su madre, a la
tierra, a su hermano y al cielo como cosas que puedan ser compradas, saqueadas,



vendidas como carneros o adornos coloridos. Su apetito devora la tierra, dejando atras
solamente un desierto.

Yo no entiendo; nuestras costumbres son diferentes de las suyas. Tal vez sea porque soy
un salvaje y no comprendo. No hay un lugar quieto en las ciudades del hombre blanco
ningun lugar donde se pueda oir el florecer de las hojas en la primavera o el batir de las
alas de un insecto. Mas tal vez sea porque soy un hombre salvaje y no comprendo. El
ruido parece insultar los oidos.

¢, Qué resta de la vida si un hombre no puede oir el llorar solitario de un ave o el croar
nocturno de las ranas alrededor de un lago? Yo soy un hombre piel roja y no comprendo.
El indio prefiere el suave murmullo del viento encrespando la superficie del lago, y el
propio viento, limpio por una lluvia diurna o perfumado por los pinos.

El aires es de mucho valor para el piel roja, pues todas las cosas comparten el mismo
aire, el animal, el arbol, el hombre, todos comparten el mismo soplo. Parece que el
hombre blanco no siente el aire que respira. Como una persona agonizante, es insensible
al mal olor. Pero si vendemos nuestra tierra al hombre blanco, él debera recordar que el
aire es valioso para nosotros, que el aire comparte su espiritu con la vida que mantiene.
El viento que le dio a nuestros abuelos su primer respiro, también respiro su ultimo
respiro. Si les vendemos nuestra tierra, ustedes deberdn mantenerla intacta y sagrada
como un lugar donde hasta el mismo hombre blanco pueda saborear el viento azucarado
por las flores de los prados.

Por lo tanto, vamos a meditar sobre la oferta de comparar nuestra tierra. Si decidimos
aceptar, impondré una condicién: el hombre blanco debera tratar a los animales de esta
tierra como a sus hermanos.

Soy un hombre salvaje y no comprendo ninguna otra forma de actuar. Vi un millar de
bafalos pudriéndose en la planicie, abandonados por el hombre blanco que los abatio
desde un tren al pasar. Yo soy un hombre salvaje y no comprendo como es que el caballo
humeante de hierro puede ser mas importante que el bafalo, que nosotros sacrificamos
solamente para sobrevivir.

¢, Qué es el hombre sin los animales? Si todos los animales se fuesen, el hombre morira
de una gran soledad de espiritu, pues lo que ocurra con los animales en breve ocurrira
con los hombres. Hay una union en todo.

Ustedes deberan ensefiar a sus nifios que el suelo bajo sus pies es la ceniza de sus
abuelos. Para que respeten la tierra, digan a sus hijos que ella fue enriquecida con las
vidas de nuestro pueblo. Ensefien a sus nifios lo que ensefiamos a los nuestros, que la
tierra es nuestra madre. Todo lo que le ocurre a la tierra, le ocurrird a los hijos de la tierra.
Si los hombres escupen en el suelo, estan escupiendo en si mismos.

Estos es lo que sabemos: la tierra no pertenece al hombre; el hombre es el que pertenece
a la tierra.

Vi



Lo que ocurra con la tierra recaera sobre los hijos de la tierra. El hombre no tejio el tejido
de la vida; él es simplemente uno de sus hilos. Todo lo que hiciera al tejido, lo hara asi
mismo.

Incluso el hombre blanco, cuyo Dios camina y habla como él, de amigo a amigo, no puede
estar exento del destino comun. Es posible de que seamos hermanos, a pesar de todo.
Veremos. De una cosa estamos seguros que el hombre blanco llegara a descubrir algin
dia: nuestro Dios es el mismo Dios.

Ustedes podran pensar que lo poseen, como desean poseer nuestra tierra; pero no es
posible, El es el Dios del hombre, y su compasion es igual para el hombre piel roja como
para el hombre piel blanca.

La tierra es preciosa, y despreciarla es despreciar a su creador. Los blancos también
pasaran; tal vez mas rapido que las otras tribus. Contamine sus camas y una noche seran
sofocados por sus propios desechos.

Cuando nos despojen de esa tierra, ustedes brillaran intensamente iluminados por la
fuerza de Dios que los trajo a estas tierras y por alguna razon en especial les dio el
dominio sobre la tierra y sobre el hombre de piel roja.

Este destino es un misterio para nosotros, pues no comprendemos el que los bufalos
sean exterminados, los caballos bravios sean todos domados, los rincones secretos del
bosque denso sean impregnados del olor de muchos hombres y la vision de las montafias
obstruida por los hilos del hablar.

¢, Qué ha sucedido con el bosque espeso? Desaparecio.
¢ Qué ha sucedido con el aguila? Desaparecio.

La vida ha terminado. Ahora empieza la supervivencia.

Busca y encontraras; pide y se te dara; toca y se te abriran las puertas.
La biblia, el nuevo testamento.

Los labios de la sabiduria permanecen cerrados excepto para el oido capaz de
comprender.

Donde quiera que se hallen las huellas del Maestro, alli los oidos del que esté pronto para
recibir sus ensefianzas se abrirdn de par en par.

Cuando el oido es capaz de escuchar, entonces vendran los labios que habran de
llenarlos de sabiduria.

El kibalion.

vii
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INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

La regeneracion bioldgica se ha definido como la capacidad que poseen ciertos organismos Vvivos
para restaurar un tejido perdido o lesionado. Los tejidos se estan reparando continuamente al activar
Su propio mecanismo, pero esta autorreparacion no siempre es suficiente principalmente cuando la
zona afectada o dafiada es grande, por lo cual para esto se requiere de un medio externo que pueda

ayudar a dicha funcién.

El uso de injertos es muy comun ahora en dia para compensar el tejido perdido o dafiado; un ejemplo
son los sustitutos de piel, los cuales se emplean como injerto frecuentemente en quemaduras donde
puede llegar haber una pérdida parcial o total de dicho tejido; otro ejemplo y no siendo la excepcion
es el empleo de tejido 6seo como injerto, el uso mas comidn como injerto es para la fusion espinal,
donde se emplean dos o0 mas vertebras; otras aplicaciones es para los defectos segmentales en
huesos largos, reconstruccion facial, aplicaciones dentales y para defectos que se producen al retirar

un tumor.*”

En cuanto a los injertos empleados en el tejido 6seo solo se usan dos, que es el autoijerto y el
aloijerto. En el caso de los aloinjertos estos son donados por personas mayores y uno de los
problemas que presentan estos injertos es que tienen bajas propiedades mecanicas; por lo cual la

ingenierfa de tejidos se ha enfocado en sintetizar materiales con mejores propiedades mecanicas.™”

Se han empleado muchos materiales como injertos uno de ellos es la hidroxiapatita sintética; la cual
presenta un problema en cuanto a su degradacion pues es muy lenta, también se han empleado
derivados de la hidroxiapatita sintética como lo es hidroxiapatita con silicio que mejora la rapidez de
degradacién del material ademéas de presentar buena bioactividad lo que ha hecho que se convierta
en uno de los principales productos en el mercado como sustituto de injerto para las operaciones de
fusién espinal. Una de las razones por las cuales mejora la degradacion e incluso la bioactividad es
debido a su estructura atbmica la cual es mas desordenada. Esto resulta en mayores defectos como

en la frontera de grano lo cual permite una mayor rapidez de degradacion.™”

El primer biovidrio sintetizado fue por Hench en los 70’s, el cual posteriormente se denomind 45S5®
con una composicién 45Si0,-24.5Na,0-24.5Ca0-6P,05 (% en peso); el biovidrio fue implantado por
primera vez en una rata y se encontré que posterior a su implantacion el enlace entre el hueso y el
bividrio era muy fuerte tanto que no era posible removerlo sin tener que romper el hueso; esto fue

atribuido a la apatita hidroxicarbonatada, similar a la apatita bioldgica la cual se forma en la superficie



del material al entrar en contacto con el fluido corporal. Esto crea un enlace con el hueso mediante la
interaccion con las fibras de coldgeno. Més tarde se encontré que la simulacion de formacion del
hueso se da lejos de la interfaz del implante (osteoinduccion) y que el silicie soluble asi como el calcio
causan una mayor regulacion en los genes relacionados con la formacién del hueso en osteoblastos

humanos.*”

Un tejido de hueso poroso artificial debe contener poros interconectados en la red para que las
células, sangre y vasos puedan penetrar dentro del material; el tamafio de esas interconexiones ha
sido muy debatido, pero se ha aceptado ampliamente que el didmetro de las interconexiones debe
ser < 100um para permitir la vascularizacion y el crecimiento interno del hueso. Los vasos deben
crecer en el centro del injerto para que el hueso recién formado sobreviva, el problema es que se
forma un circulo vicioso ya que, el nuevo hueso requiere sangre y vasos para sobrevivir, pero los
vasos sanguineos solamente crecerian dentro del injerto si el hueso contiene actividad de células

metabdlicas. Por lo cual la ingenieria de tejidos podria ayudar a superar este problema.™”
1.2. Justificacién

Debido al impacto que a lo largo de estas Ultimas décadas la ingenieria de tejidos ha tenido en el
sector salud; el enfoque se ha modificado a lo largo de los afios; sabiendo que las principales
soluciones a los problemas respecto a los tejidos en el caso de pérdidas; es en la actualidad quien
ocupa un mayor mercado las prétesis; a pesar de ello se ha establecido un enfoque nuevo dirigido a
la regeneracion de los tejidos parcialmente perdidos; esto se debe a las ventajas que presentan los

materiales que permiten esta regeneracion y a las desventajas que se tienen con las protesis.

En el caso del tejido 6seo esta regeneracion esta dirigida a la pérdida parcial del tejido. Los
materiales que presentar mayores perspectivas son los biovidrios; ademas de que se ha reportado en
la literatura que los materiales compuestos (como el caso de los andamios tisulares PCL-ceramico)®”!
le proporciona al material mejores propiedades fisicoquimicas y de respuesta biolégica lo que puede

tener un mayor impacto en la regeneracion del tejido.

Debido a lo anterior se escogié un sistema polimero-ceramico donde el polimero es la poli(e-

caprolactona) y el material cerdmico un biovidrio cuaternario: SiO,-CaO-MgO-P,0:s.

Se escogié como cuarto componente el MgO debido al impacto que tiene el Mg en las propiedades
fisicoquimicas del biovidrio, entre ellas el incremento de su resistencia mecénica; ademas de que

tiene influencia en el metabolismo biolégico. Mientras que la poli(e-caprolactona) presenta varias



caracteristicas prometedoras como soporte (andamio) como lo son la liberacion controlada de

farmaco entre otros.®®

La técnica solgel para la sintesis del biovidrio a comparacién de la técnica convencional por fundicién
ha proporcionado mayores ventajas como lo es una disminucion en el tamafio de particula obtenido;
mientras que por la técnica convencional de fundicién este tamafio es mayor, como consecuencia de
ello los biovidrios sintetizados por solgel presentan una mayor area superficial (hasta dos 6rdenes de

magnitud).®

En base a lo anterior y debido a que el electrohilado ha demostrado ser una técnica adecuada para la
fabricacibn de andamios tisulares; en este trabajo se fabricard andamios tisulares de poli(e-
caprolactona) SiO,-CaO-MgO-P,0s empleando la técnica de electrohilado y la sintesis del biovidro
por solgel, asi como se realizard su respectiva caracterizaciéon del composito y de los materiales de
forma individual que conforman este sistema: la matriz poli(e-caprolactona) y la fase discontinua
formada por particulas de biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s. Ademas de observar el impacto del

magnesio en las propiedades térmicas del biovidrio.
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Obtener y caracterizar el biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s (variando la composiciéon del MgO en %mol)
mediante la técnica solgel y su posterior insercion en nanofibras de poli(e-caprolactona) obtenidas
mediante la técnica conocida como electrohilado; para asi tener un composito con aplicacién en la

regeneracion tisular 6sea.
1.3.2. Objetivos particulares

e Definir el procedimiento experimental para la sintesis por el método solgel del sistema SiO,-
Ca0O-MgO-P,0s.

e Realizar la sintesis de cinco muestras de biovidrio variando la concentracion en % mol del
MgO.

e Reduccién de microparticulas a nanoparticulas.

e Caracterizacion de cada una de las muestras por IRTF, andlisis térmicos, rayos X,
microfotografia y comparacion de superficies entre el biovidiro y la dentina de un molar.

¢ Obtencion de nanofibras de PCL con biovidrio por el método de electrohilado.

e Caracterizacion por microfotografia de las nanofibras.



ANTECEDENTES TEORICOS
2.1. Concepto de Biomateriales

La Sociedad Europea de Biomateriales define un biomaterial como un material que se encuentra en
contacto con los sistemas biologicos para evaluar, tratar, aumentar o sustituir cualquier tejido, 6rgano
o funcién del cuerpo. Dentro de estos materiales se encuentran los ceramicos que son materiales

inorganicos en fases amorfas poli 0 monocristalinas.
2.2. Historia de los biomateriales: injertos para el sistema 6seo

El uso de materiales para tratar, aumentar o sustituir un tejido no es reciente, ya que se tiene
antecedentes de civilizaciones antiguas que usaban materiales para tratar diversos problemas. En
cuanto al tejido éseo, se sabe que las cirugias para reparar deformidades o defectos en el craneo se
empleaban una gran variedad de materiales, lo que ahora se conoce como craneoplastia fue
empleada por muchas civilizaciones antiguas y se tiene conocimiento a partir del 3000 a.C.
especialmente el periodo inca en Peru. Hay una evidencia fuerte de que estas practicas continuaron
alrededor del mundo durante los siguientes centenarios, hasta que fue introducida la medicina
moderna con Hipdcrates; pero no fue hasta finales del siglo XVI cuando en 1565 la craneoplastia
(empleando un plato de oro como material) fue descrita por italianos, el anatomista Fallopius y
fisioterapista Petronius. El primer injerto éseo reconocido fue por Job Janszoon van Meekeren, el cual
era un cirujano irlandés que reporto en una publicaciéon péstuma en 1668 haber reparado un defecto

de craneo en un soldado ruso con una pieza de hueso proveniente de un craneo de perro.

La forma segura (higiénica) de los materiales ya sea de origen humano o sintético para remplazar los
segmentos de hueso no estuvo en practica hasta los avances en la asepsia en las cirugias a finales
del siglo XIX.

En 1920 Albee y Morrison describieron el uso del fosfato de calcio triple para promover el crecimiento
interno del hueso; sus resultados indicaron que las fracturas del hueso son asociadas a un defecto
del mismo. En el siglo XX los materiales poliméricos habian remplazado a los sustitutos metalicos de
hueso; el polimetil metacrilato fue introducido en 1940 y es actualmente el material mas comunmente
utilizado en los defectos del hueso craneal. En 1952 Ray y Ward evaluaron la efectividad de la
hidroxiapatita sintética (HA) para la reconstruccion de defectos en los huesos largos en perros y
gatos, ellos observaron que los injertos de la hidroxiapatita sintética podian fungir como hueso nuevo

pero ellos concluyeron que la HA no era tan efectiva como el mismo hueso. Marshall Urist encontr6 a



principios de los 60°s que la desmineralizacion de la matriz del hueso tuvo la capacidad de inducir la

formacion del hueso, esta propiedad fue nombrada posteriormente osteoinductividad.

Ya para los aflos 70°s se tiene el primer biovidrio que posteriormente fue comercializado con el
nombre de 45S5® sintetizado por Hench con una composicion 45Si0,-24.5Na,0-24.5Ca0-6P,05 (%
en peso); el biovidrio fue implantado por primera vez en una rata y se encontré que posterior a su
implantacién el enlace entre el hueso y el bividrio era muy fuerte tanto que no era posible removerlo

sin tener que romper el hueso.™”
2.3. Clasificacion de los biomateriales
2.3.1. Polimeros

Los polimeros son macromoléculas compuestas por la combinacion de muchas unidades pequefias
(mondmeros) que se repiten a lo largo de la molécula. En general las cadenas poliméricas se repiten
cientos de veces. La mayoria de los polimeros son organicos ya que su base es el carbon, pero
también hay polimeros inorganicos como las siliconas que estan constituidas por silicio y oxigeno.

Para que un ceramico sea considerado como biomaterial debe ser biocompatible.
2.3.2. Ceramicos

Los ceramicos son materiales inorganicos que pueden contener metales o no en su composicion; los
cuales suelen tener altas temperaturas de fusion asi como una alta resistencia mecanica. Para que

un ceramico sea considerado como biomaterial debe ser biocompatible.
2.3.3. Metales

Los metales se caracterizan por ser conductores de calor y electricidad, donde sus sales forman
iones electropostivos en disolucion. Para que los metales puedan ser Utiles como biomateriales, estos
deben tener ciertas caracteristicas como ser biocompatibles y no toxicos para el organismo asi como
uno de los factores mas importantes que es la resistencia a la corrosion, debido a que la mayoria de
ellos presenta una baja resistencia a la corrosion por lo cual son pocos los metales empleados como

biomateriales.

Los materiales con mas frecuencia empleados para los implantes son aleaciones a base de Fe, Co,
Ti, y niquel-titanio. Con excepcion de los metales nobles como el platinio o el oro, los implantes

metalicos con forma muy delgada se les coloca una pelicula pasiva de 6xido para reducir la corrosion.



Solo un ndmero muy limitado de metales pueden ser implantados de forma segura por largos

periodos de tiempo.!
2.3.4. Materiales compuestos

También denominados compositos son aquellos materiales compuestos por dos o mas fases, las
cuales pueden ser de la misma naturaleza o bien de diferente naturaleza. En el caso de los
biomateriales hay diversos tipos donde podemos encontrar polimero-polimero, ceramico-ceramico,

polimero-cerdmico etc.

Los polimeros mas cominmente usados para compositos es el polidcido lactico PLA y el poliacido
glicélico PGA y sus copolimeros (PGLA); los cuales se han usado clinicamente durante muchos afios
principalmente como materiales de sutura degradables.

En el caso de los compositos polimero-ceramico, suelen emplearse polimeros biodegradables y algun
tipo de cerdmico como hidroxiapatita o biovidrio y su enfoque es hacia la regeneracion del tejido 6seo.
Los compositos pueden resultar en una mejora de las propiedades mecéanicas del material ya que al
adicionar la fase inorganica (ceramico) a la matriz organica (polimero), permite aumentar las
propiedades mecéanicas como rigidez o dureza del material en comparacién cuando el polimero esta
como el Uunico componte del material. Otro problema que enfrenta este tipo de materiales organicos
es la degradacion, pues cuando es demasiado rapida causa una pérdida rapida de las propiedades

mecanicas, pero esto puede ser amortiguado a partir de la adicién del componente inorganico.

Uno de los problemas de los compositos convencionales es que la fase bioactiva se encuentra
“encajonada” en el polimero, asi cuando el material esta en un medio biologico las células se
encuentran solo con el polimero, el cual no es bioactivo, excepto cuando las particulas (bioactivas)
sobresalen de la superficie del polimero. La precipitacion de los fosfatos de calcio ocurre cuando
estas particulas se exponen a la superficie (ya que necesitan estar en contacto con el fluido). Es dificil

tener un control de cuantas particulas hay en el sistema y cuantas de ellas sobresalen del polimero.

Desde el punto de vista de la ciencia de los materiales, el hueso es un nanocomposito que consiste
en fase organica: el colageno y un componente inorganico: que es la apatita hydroxicarbonatada. La
estructura del colageno es una triple hélice la cual contribuye a esa dureza caracteristica del tejido

6seo.

Los nanocompositos son materiales donde al menos una de las fases esta a nanoescala (<100nm).

La estrategia para producir nanocompositos es a partir de la sintesis de un biovidro bioactivo o



nanoparticulas ceramicas y la dispersién de las mismas en una matriz polimérica. Sin embargo, es

dificil producir nanoparticulas con un tamafio homogéneo y su dispersion homogénea en la matriz.

Los hibridos organicos-inorganicos son un tipo especial de nhanocompositos. Estos se clasifican en
dos clases: clase | que contienen “enrredos” moleculares donde las interacciones son a través de
puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals; mientras que la clase Il ademas de estas

interacciones presenta enlaces covalentes.
2.4. Biocerdmicos y biovidro

Hay diversos biocerdmicos entre estos podemos encontrar las hapatitas, los cementos y los
biovidrios. Ciertas ceramicas bioactivas (como el biovidrio) se caracterizan por tener una superficie
dinamica donde hay una disolucion ionica en la superficie del material enlazada con la precipitacion

de capas de fosfato de calcio. ™!

El biovidrio es un material ceramico biocompatible ya que puede coexistir con los tejidos; a su vez es
bioactivo debido a que no presenta respuesta inflamatoria “in vitro” ni “in vivo”. La forma en como este
biovidrio tiene un impacto en la regeneracion de tejido es mediante la formacion de capas de
hidroxiapatita en el tejido 6seo; tras su implantacion, simultdneamente al proceso de degradacion del
material, se produce la formacién de este tejido 6seo a partir de la formacion de las capas de

hidroxiapatita.

El biovidro ha adquirido una gran importancia biolégica ya que permite regenerar el tejido 6seo. Esta
regeneracion es mediante el proceso conocido como osteogénisis, el cual es un proceso de
mineralizacién de una matriz organica especializada sintetizada por los osteoblastos y posteriormente
remodelada. Los biovidrios participan en la osteogéniesis aposicional ya que estimulan la formacion

del tejido 6seo solo en aquellos ambientes donde ha habido un hueso pre-existente.

La capacidad osteoconductiva es debida a las propiedades de superficie y a la activacion de las
células osteogénicas que dependen de la degradacion hidrolitica que sufre el biovidrio al entrar en
contacto con los fluidos corporales; donde hay un recambio i6nico que se produce entre el material y
el medio, provocando la precipitacion de fosfatos calcicos amorfos sobre un capa de silicio que se
cristaliza por difusion, imitando el frente de calcificacion fisiolégoco. De manera que los iones silicio
presentes en la superficie supersaturada de iones calcio y fosforo actGan como nucleo de la

cristalizacion de la apatita la cuél es cristalograficamente idéntica a la biolégica.™



Los biovidrios ceramicos se basan en el sistema SiO,-CaO-P,0Os, su bioactividad depende de la
composicion quimica, de la concentracion de los iones y del tamafio y volumen de poro de las
particulas. Para que el biovidrio presente una actividad bioldgica In-vitro en el tejido es necesario que
se forme la capa de apatita, la cual es afectada por diferentes variables como: concentracion, pH, la
eleccioén de los precursores, la composicion de biovidrio y la textura (el tamafio de particula).

2.5. Propiedades fisicoquimicas y estructurales de los biovidrios

Los componentes mas comunes en los vidrios bioactivos son SiO,, CaO, Na,O y P,0Os. Suelen ser
materiales amorfos donde hay un orden a corto alcance, el SiO, en los vidrios bioactivos proporciona
al material la estructura “red” y la estabilidad quimica. Mientras que los 6xidos metélicos como CaO y
Na,O sirven como los modificadores de red, los cuales facilitan la solubilidad del material al entrar en
contacto con el sistema biolégico. Los vidrios bioactivos con mayor porcentaje de SiO, son
guimicamente mas estables debido al predominio de los enlaces Si-O-Si pero a una menor

concentracion la estabilidad del material disminuye y la rapidez de reactividad incrementa.”
2.6. Proceso de obtencion de los biovidrios

Las técnicas mas empleadas para la obtencién de biovidros son por el método de fundicién directa y
solgel. En el primer caso se parte de los Oxidos correspondientes que conformaran la estructura
amorfa del material como lo son el 6xido de silicio, y los 6xidos metélicos. Para la adicion de los
metales como lo son el calcio y sodio a la estructura del material se suele emplear el carbonato del
metal como precursor del éxido correspondiente. Mientras que el pentoxido de fosforo puede ser
adicionado como el éxido o bien a partir del fosfato de calcio. El biovidrio es llevado a fundicién a una
temperatura de 1350-1400°C en un crisol de Pt-Rh. Después de la homogenizacién el fundido es

vertido en un molde y se le da un enfriamiento rapido.®

En cuanto a la técnica solgel se suele emplear TEOS (tetraetilortosilicato) y TEP (trietilfosfato) como
precursores del SiO, y P,Os mientras que para los 6xidos métalicos se emplean las sales de nitrato
correspondientes. La reaccion se lleva a cabo en presencia de un catalizador (ya sea un medio
bésico o &cido), posterior a la formacion del solgel se le da un tratamieto térmico a la muestra, para

finalmente obtener el biovidrio.
2.6.1. Ventajas de la técnica solgel

La sintesis de biovidros por medio de la técnica de solgel permite tener una gran ventaja con respecto

a la técnica convencional por fundicién; ya que la técnica convencional requiere de altas temperaturas



mientras que con solgel se puede trabajar a temperatura ambiente, ademas de que permite tener un
control con respecto al tamafio de particula (el cual por el método convencional no siempre se
obtiene). A menor tamafo de particula se tiene grandes areas superficiales (dos 6rdenes de magnitud
en comparacién con la técnica de fundicién®®), que consecuentemente producen una mayor area de
contacto (en éste caso entre el biovidro y las células del tejido 6se0).”” también se le atribuye a esta
técnica una mayor pureza en la obtencién de los productos y una alta porosidad de los mismos;
algunos estudios realizados en modelos animales ilustran que los biovidrios obtenidos por la técnica
solgel son mas bioactivos y degradables que aquellos obtenidos por el método tradicional de
fundicién. %33

2.6.2. Proceso a nivel estructural gque se lleva a cabo durante la sintesis de los biovidrios por

medio de la técnica solgel

Es muy importante comprender lo que estd ocurriendo durante el proceso de sintesis; ya que
independientemente del orden de adicion de los reactivos; la primera reaccién que ocurre es la
hidrélisis del componente organico que proporcionara la red inorganica (en este caso el TEOS); es
necesario considerar que para tener un buen rendimiento sera condicién que tanto la hidrélisis como

la condensaciéon sean altamente eficientes.

La reaccion de hidrdlisis en la sintesis del biovidrio se caracteriza por la generacién del subproducto
alcohol correspondiente (metanol CH3;CHs;OH). La molécula precursora TEOS se transforma en un

acido Silicico (acido ortosilicico), como se muestra en la siguiente reaccion:

Hidrolisis:
SiHg
O HO
DN NN H |
Si N H,O —Si—
, o) CH, + 20— HO % OH + Ho\/CH3
(O OH
CH,
TEOS

Fig. 2.1. Hidrdlisis del TEOS.



Lo mismo sucede para el caso del trietilfosfato

I i
/\/P/O\/CHs +HO ———> /Ll\ + HO 4+ HaC__—OH
H:C o \ HO” | “oH
OH
o
CH,
TEP

Fig. 2.2. Hidrolisis del TEP.

La reaccion de policondensacion es catalizada por los mismos catalizadores usados en la reaccion de
hidrolisis, pero su rapidez cambia con el pH de la solucion, esta reaccion continta aun después de

gue se ha terminado la reaccién de hidrdlisis.

La forma y tamafio de las unidades estructurales es determinado por los valores relativos de la
constante de rapidez para las reacciones de hidrdlisis y condensacion. Las hidrélisis rapidas y las
condensaciones lentas favorecen la formacion de los polimeros lineales, es decir, dan como
resultados polimeros de cadena larga y voluminosa. Cuando se presenta el crecimiento de las
particulas en la disolucién y ocurre el fenébmeno de la condensacion se da lugar a la formacion de
macroparticulas. De acuerdo a lo anterior la reaccion de hidrdlisis da lugar a la formacion de cadenas

del tipo —(Si-O-Si-O)n-, cuando la cadenas incrementan su tamafio se incrementa debido a la

conectividad de la misma con otras cadenas. Con el incremento de la conectividad se incrementa la
39]

viscosidad y con esto se obtiene la formacién de un gel.!

Condensacion:

Fig. 2.3. Condensacién. Crecimiento de cadena, a través de la union de unidades estructurales monomericas

hasta formar clusters (aglomerados).
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Las reacciones anteriores se pueden comprender en términos de los productos generados tanto en la
hidrélisis como en la condensacion. La interpretacion que a continuacion se propone esta basada en

las estructuras espaciales generadas por el TEOS y el TEP después de la hidrdlisis.

A través de la espectroscopia Raman y dispersiéon de luz a bajo angulo, Orcel y colaboradores, han
propuesto que las particulas soélidas estdn hechas de particulas primarias cercanas a 2nm de
diametro, que se van agregando unas con otras hasta formar particulas secundarias cercanas a los
6nm de diametro (no hay informes sobre el tamafio de poro a estas dimensiones). La gelacion ocurre
cuando las particulas secundarias se agregan unas con otras para formar estructuras en 3D en la
muestra. Recientemente la estructura de los biovidrios se ha investigado usando técnicas de rayos X.
Newpor y colaboradores, utilizaron técnicas de difraccién de neutrones para caracterizar y proponer la
forma en la que el calcio se introduce en la estructura del biovidrio como modificador de la red

mediante el método solgel para su obtencion.®

Se han propuesto tres etapas en el proceso para la obtencién de biovidrios con composicién quimica

SiO,-Ca0-MgO-P,0s, y que son la de gelacién, secado y estabilizacion.

Gelacion: 24 horas después del mezclado del precursor TEOS, el agua y el catalizador HNO; ya se
presentan nanoestructuras; donde, después de la hidrolisis y la parcial policondensacion, el sol es
una suspensioén de particulas coloidales con un tamafio de particula de aproximadamente 5nm. Las
particulas coloidales resultan de las reacciones de condensacién de las moléculas del precursor
TEOS que se ha hidrolizado. En esta etapa se tienen la presencia de particulas secundarias, las

cuales son cadenas ligadas denominadas clusters (aglomerados).

Después del secado: Las particulas secundarias cambia muy poco durante el gelado,
envejecimiento y secado, ya que el gel seco antes de la estabilizacion consiste de nanoparticulas de
5-8 nm, ademas hay un encogimiento del gel durante el secado de aproximadamente el 50 %. Este
encogimiento del gel se debe a la reduccién de los espacios intersticiales entre particulas secundarias

y a que el liquido intersticial que se encuentra en estos espacios se evapora.

La reduccion del espacio podria ser un resultado de la condensacion capilar entre la estructura de
particula coloidal y la union de particulas secundarias provocadas por la condensacion de grupos -OH
superficiales. San Lin y colaboradores!® compararon imagenes de TEM de un gel seco de silice pura,
gue se compone de particulas mas pequefias que 1 nm, con el estudio que ellos realizaron, donde

llegan a la conclusion de que el nitrato de calcio dentro de sol agranda las unidades estructurales del

11



gel secd y esto podria ser debido a la carga de los efectos de apantallamiento provocados por

cationes de calcio que mejoran la condensacion y agregacion de particulas (ver fig. 2.4).

Secondary Particles

Secondary Particles
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Fig. 2.4. Formacion del biovidrio. a) Formacién de particulas secundarias a partir de particulas primarias que se

encuentran en la disolucién. b) Encogimiento del gel posterior al secado.®

Después de la estabilizacién: Los mismos autores muestran que después de la estabilizacién el
sOlido consiste en nanoparticulas con didmetros de 10-30 nm y estos se denominan particulas
terciarias. Las particulas terciarias se cree que se derivan de la fusion de particulas secundarias a
través de flujo viscoso debido a las relativamente altas temperaturas por la aplicacion de calor
durante esta etapa. Este flujo viscoso podria ser impulsado por la condensacién de grupos -OH en la
superficie de las particulas secundarias. Las particulas terciarias son de forma irregular y tienen una
distribucion de tamafio. Los nanoporos del material se derivan desde el espacio intersticial entre las
particulas terciarias ya que ninguna textura se muestra dentro de las particulas terciarias individuales.
Debido al empaquetamiento aleatorio y la fusién entre las particulas terciarias, los nanoporos tienen
formas totalmente irregulares y una distribucion de tamafio amplio en comparacién con las particulas

en el gel seco.

Algunos autores suelen dar otro proceso mas a los biovidrios después de las tres etapas

mencionadas anteriormente, este proceso se le conoce como sinterizado.

Después del sinterizado: En el trabajo antes citado, los autores muestran nanotextura que tuvieron
de una muestra de biovidrio después de 16 h de sinterizacion a (775 £ 2) ° C. Ellos encontraron que
las particulas terciarias se volvieron menos distinguibles y la superficie era mas suave en
comparacion con las obtenidas después de la estabilizacion. La pérdida de la nanotextura indicé la

existencia de un flujo viscoso local dentro de estos vidrios bioactivos.
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Fig. 2.5. Formacion de las particulas terciarias las que dan lugar a aglomerados (clusters).[g]
2.7. Impacto del Mg en los biovidrios y en el cuerpo humano

Diversos estudios realizados sobre el impacto del Mg en los biovidrios B% 3" 34 han mostrado que la
parcial sustitucion del Mg por el Ca en la composicion de los biovidrios SiO,-CaO-MgO-P,0s influye
en un disminucion de la degradacion del material y como consecuencia retrasa la formacion de las
capas de hidroxiapatita; por lo cual el Mg suele ser considerado como un inhibidor de la

hidrioxiapatita, pues la bioactividad del biovidrio esta relacionada con la disolucién del mismo.

La aparente inhibicion que proporciona el Mg al biovidrio es atribuida a la intensidad de campo iénico
I, la cual es mayor para Mg 4.73 A? que para el Ca 2.04 A%.Cuando los biovidrios activos son
sumergidos en un fluido corporal simulado hay un rapido intercambio de iones entre Ca®* y Mg
presentes en el biovidro con H;O" presentes en la disolucién. La alta energia de enlace entre Mg-O
inhibe la liberacién del Mg?* desde la estructura del biovidrio, lo que genera que los bividrios con Mg
sean menos reactivos en disoluciéon y la velocidad de intercambio deberia de ser mas baja. Por lo
cual retrasa marcadamente la transformacion de los fosfatos de calcio amorfos en la mas estable fase

que es la apatita.*”

La substitucion de CaO por MgO puede proporcionar mayor estabilidad y mejores propiedades
mecanicas; asi como la presencia del MgO puede inhibir la osteoporosis, la fragilidad de los huesos y
mejorar la restauracion del hueso. A demas de que en el caso de la implantacion del biovidrio con una
composicion SiO,-MgO-Ca0O-P,0s, éste presenta propiedades inhibitorias para el crecimiento
bacterial en cepas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa ya que
estos microorganismos pueden conducir a una peligrosa infeccion si hay contaminacion en implantes

o dispositivos pre y pos operacion.
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El Mg puede simular los efectos en la formacién de un hueso nuevo ya que puede estar interactuando
con células osteoblasticas las cuales son responsables de la adhesién y estabilidad celular 32,
ademés es cercanamente asociado con la mineralizacion de la -calcificacion del tejido e
indirectamente presenta una influencia mineral en el metabolismo; sin embargo, su rol no es claro y
no ha sido totalmente comprendido. Se ha sugerido que el Mg directamente simula la proliferaciéon de
osteoblastos con un efecto comparable con la insulina (el conocido factor de crecimiento por los
osteoblastos). También la falta del Mg afecta negativamente a todas las etapas del metabolismo
esquelético, provocando el cese del crecimiento del hueso, disminucion ostoeblastica, actividades
ostoclasticas y osteopenia. & !

Los biovidrios impurificados con Mg han estado mostrando una mejor expresion del colageno |, los
alcalino fosfatos y marcadores osteogénicos (la mayoria de estos estudios han indicado un
incremento en la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos) también como una mejora en los
alcalinofosfatos en células osteoblasticas humanas fetales y una mejora en la expresion en los

marcadores osteogénicos en células derivadas de hueso humano.®?

A continuacién se muestra una tabla donde se presentan los efectos que tienen diversos iones en el

metabolismo del hueso humano:
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PlTabla 2.1. Efecto de los iones en el metabolismo del hueso humano.

I6n o
especie
guimica

Respuesta bioldgica in vivo/ in vitro

Si

Esencial para el metabolismo, formacién y calcificacién del tejido
0seo

El Silice soluble induce la precipitacion de la hidroxiapatita

Si(OH), estimula la formacién del colageno y la diferenciacion
osteoblasica

Ca

Favorece la proliferacion, diferenciacion oesteoblasica y la
mineralizacion de la matriz extracelular

Activa los sensores receptores de Ca en los osteoblastos

Simula la expresion de la proteina (MGP) en la matriz, la cual es la
clave de regulacion en el tejido 6seo

Zn

Muestra efectos anti-inflamatorios y estimula la formacion del hueso
in-vitro por la activacion de sintesis de proteinas en los osteoblastos

Incrementa la actividad de la ATPasa, regula la transcripcion de los
genes de diferenciacion de los osteoblastos

Mg

Simula la formacién de nuevo hueso

Incrementa la adhesion de células de hueso y la estabilidad

Sr

Muestra efectos beneficiosos en las células de hueso y en la
formacién de hueso in-vitro

Prometedor agente para el tratamiento de osteoporosis

Cu

Promueve los efectos de la estimulacion sinérgica en la
angiogénesis cuando se asocia con el factor de crecimiento
angiogénico FGF-2

Simula la proliferacién de células endoteliales humanas

Induce la diferenciacién de células mesenquimales hacia el linaje
osteogénico

Simula la sintesis de RNA en fibroblastos

Simula la formacién del hueso
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2.8. Intercambio de iones en la superficie del biovidro

La capacidad del hueso de enlazarse con los biovidrios es atribuida a la formacién de capas de
hidroxiapatita en la superficie del biovidrio, estas capas interactian con fibras de coldgeno del hueso
dafado para formar el hueso “nuevo”. La secuencia de eventos que conducen al enlace del biovidrio
con el hueso involucra la adsorcion de proteinas, la incorporacion de las fibras de colageno, la fijacién
de la células del hueso progenitor en la superficie del biovidrio después de la formacién de la capa de
hidroxiapatita carbonatada seguido de la diferenciacion celular, la excrecién de la matiz extracelular

del hueso y su mineralizacién.

La formacion de la aptita se da a trevés del intercambio de iones Mg?* y Ca?* presentes en el biovidrio
con H;O" que se encuentran en el medio bioldgico, donde los iones calcio se disuelven desde la
superficie del biovidrio incrementando la actividad iénica mientras que la interrumpida red de silicio en
la superficie forma un sedimento de silice hidratada la cual provee sitios favorables para la nucleaciéon
de la apatita. El ndcleo de la apatita crece “espontaneamente” consumiendo los iones calcio y fosforo
desde los alrededores del fluido biolégico.B” Cabe sefialar que el detallado proceso de nucleacion de

la apatita aln se encuentra en debate.

Fig. 2.6. Descripcion grafica de proceso de intercambio de iones y la formacién de la hidroxiapatita. En esta
figura se puede observar el intercambio de iones entre la disolucién (fluido biol6gico) con el material, la capa de

silice hidratada en la superficie del biovidrio y el crecimiento de la apatita.
2.9. Biopolimeros

Los polimeros que se usan como biomateriales se dividen en dos grupos los que son no degradables

y los degradables.

Los polimeros no degradables, son aquellos que no se degradan al estar en contacto con algun tejido

y suelen usarse en aplicaciones como las bombas de sangre, en maquinas de corazén-pulmon,
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injertos vasculares, en implantes ortopédicos y dentales, suturas, cementos déseos, asi como en
prétesis mamarias; entre estos se encuentran: polietileno, fluoropolimeros, polipropilenos, poliésteres,
poliamidas (naylon), siloxanos (silicona) y poliéterétercetonas, los cuales son usados por su larga
estabilidad estructural y su biocompatibilidad.

Mientras que los polimeros degradables como los poliacidos, la policaprolactona, poliglicolidos asi
como sus copolimeros; por el lado de los sinteticos; y los naturales como el colageno, la gelatina, el
guitosano y los alginatos se degradan basicamente en sus respectivos mondémeros o oligomeros via

hidrolisis en un medio acuoso.*®
2.10. Propiedades fisicoquimicas de los polimeros biodegradables
2.10.1. Peso molecular

El peso molecular de los polimeros cambia y es especifico ya que depende del numero de
repeticiones de las unidades en las cadenas y este nimero es llamado grado de polimerizacion. La
mayoria de los mondémeros estan compuestos por C, N, O e Hy en algunos casos contiene F, Cly S.

El peso molecular es una propiedad que influye mucho en las propiedades de fuerza mecanica de los
polimeros. Conforme el peso molecular se incrementa los polimeros presentan cambios fisicos donde
los mas ligeros se encuentran en estado gaseoso, después le siguen los liquidos y a mayor peso se
encuentran en estado sélido (algunos se les considera como sélidos duros por tener un alto peso
molecular). También hay una tendencia que a un incremento del peso molecular incrementan otras

propiedades como lo es el punto de fusién y el punto de reblandecimiento.”
2.10.2. Concepto de entrecruzamiento y ramificacion

Los polimeros ramificados son aquellos que presentan ramificaciones en su estructura, donde

cadenas mas cortas se unen quimicamente a la cadena principal del polimero (no son lineales).

Los polimeros entrecruzados forman una red en tres dimensiones donde las cadenas se unen con
otras cadenas vecinas de igual o diferente naturaleza; estas redes tridimensionales se logran cuando
existen muchos puntos de unién por cadena primaria (cada molécula se une en dos o0 més puntos a
otras moléculas), de modo que los polimeros entrecruzados que forma redes tridimensionales se
consideran formados por una Unica molécula de tamafio infinito y por tal razén se dice que presentan
un peso molecular infinito; la red de entrecruzamiento que los conforma es estable hasta cierta

temperatura pero estos polimeros presentan las caracteristicas de que no pueden fluir ni fundirse.?®
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2.10.3. Biocompatibilidad

Los factores importantes que influyen en la degradacion de los polimeros son el peso molecular, la
polidispersibilidad, la cristalinidad y la morfologia. Los poliésteres principalmente se someten a una
degradacién mayor; la matrices poliméricas se degradan todas sobre sus secciones de cruce y tienen
una cinética de erosion no lineal usualmente caracterizada por una discontinuidad. La degradacién de
los polimeros semicristalinos se da en dos fases; la primer fase, la region amorfa es hidrolizada y
después la region cristalina. Los polimeros se degradan por hidrélisis de los enlaces éster lo que
resulta en una disminucion molecular sin pérdida de peso. Por ejemplo: los factores que afectan la
degradacién polilactida son la estructural configuracional, el peso molecular y la distribucién, las
condiciones de sintesis, el sitio de implantacién y las condiciones de degradacion.?”!

2.11. Policaprolactona PCL

La poli(e-caprolactona) es un poliéster lineal alinfatico semicristalino y es completamente degradable
a través de actividad enzimatica, es reconocido por ser un material no téxico y un candidato
prometedor para las aplicaciones de liberacién controlada, especialmente para la liberacién de
farmacos a largo plazo (por mas de un afo). Dependiendo del peso molecular de la PCL puede ser
un sélido ceroso (por debajo de varios cientos g/mol de peso molecular) o un polimeros sélido (por
arriba de 20000 g/mol). La PCL cerosa es usualmente usada como un aditivo o co-componete. La
PCL con alto peso molecular pose altas propiedades mecanicas como un alto esfuerzo de tension

entre 12-30MPa y una extension de ruptura de 400-900%.

La PCL puede ser hilada en fibras o en peliculas sopladas por debajo de los 200 °C sin una
degradacién térmica. Presenta un punto de fusién de 59 °C-64 °C y una temperatura de transicion
vitrea de ~-60 °C, es soluble en hidrocarbonos aromaticos y clorados como cloroformo,
diclorometano, tetracloruro de carbono, benceno, tolueno, ciclohexano y 2-nitropropano; tiene una
baja solubilidad en acetona, 2-butanona, etilacetato, N,N-dimetilformamida y acetonitrilo; es insoluble
en hidrocarbonos alifaticos, dietiléter, y alcoholes. La cristalinidad de la PCL disminuye con el
incremento del peso molecular del polimero; un polimero con 5000 g/mol es 80% cristalino, mientras
gue un polimero con 60000 g/mol es 45% cristalino. Puede mezclarse con otros polimeros como
policarbonatos, polietil 6xidos para producir compositos con diferentes propiedades. Es extensamente

usada para empaques de comida y en la ingenieria tisular.

La PCL asi como sus copolimeros se degradan tanto in vitro como in vivo por hidrdlisis del volumen

interno (conocido en inglés como “bulk”); la velocidad de degradacion es afectada por el tamafio y la
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forma de los dispositivos. La degradacion se lleva a cabo en dos fases. En la primera etapa se da una
ruptura por hidrélisis aleatoria de la cadena (en los enlaces éster alifaticos |abiles), lo que resulta en
una reduccion del peso molecular del polimero; en la segunda etapa los fragmentos de bajo peso
molecular y las particulas pequefias del polimero son llevadas lejos del sitio de implantaciéon por la
solubilidad en los fluidos biolégicos o por fagocitosis lo cual resulta en una pérdida de peso. La
completa degradacion y eliminacion de los homopolimeros de la PCL puede durar de dos a cuatro

afios. La rapidez de degradacion significativamente se incrementa con la copolimerizacion.®* ¢ 37!

2.12. Andamios Tisulares
2.12.1. Concepto de andamio tisular

Un andamio tisular es aquel material que sirve de soporte para la regeneracion de los tejidos. Estos
pueden ser de diversos materiales pero por lo regular se hacen a partir de compositos polimero-

polimero o polimero-ceramico.

En el caso de los andamios polimero-ceramico para la regeneracion del tejido éseo las caracteristicas
que debe presentar son que el polimero sea biodegradable y el cerdmico sea bioactivo y ambos
biocompatibles.

La degradacion de las fibras también depende del tamafio de las mismas, a menor tamafio la
degradacién serd mayor. Las nanofibras a comparacion de otros materiales (poliméricos y de
mayores dimensiones) tienen un alto poder de degradaciéon debido a que presentan una mayor area
superficial la cual al entrar en contacto con el agua permite un ataque rapido por difusion, donde en
condiciones fisiolégicas se rompen en trozos por hidrélisis y los productos de la degradacion son

eliminados del cuerpo a través de rutas metabdlicas.™®

Las nanofibras suelen usarse como medios de soporte (andamios) junto con otros materiales como
ceramicos u otros, los polimeros conforman la matiz del sistema y en conjunto estos materiales

conforman lo que se conoce como COMpOSIitos.

A estas nanofibras se les suele afiadir grupos biofuncionalizados como factores de crecimiento con el

fin de obtener una mejor respuesta biolégica.
2.13. Diferentes técnicas para la obtencion de andamios

Muchas de las fibras sintéticas empleadas en el area clinica se sintetizan a partir de dos técnicas que

son por fusion e hilado en disolucion.
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Con la técnica de hilado por fundicién la resina polimérica es calentada por sobre su punto de
fundicion donde se extruye a través de una hilera. El nimero de agujeros en la hilera define el
namero de filamentos en la fibra producida; asi una hilera con un monofilamento contiene un agujero,
mientras que 54 agujeros se requieren para producir 54 multiflamentos (en un hilo); los hilos
multiflamentos son cominmente usados en la construccion de injertos vasculares. Una vez que el
hilo (mono o multifilamento) es extruido, éste se enfria antes de ser enrollado en carretes. El hilo
puede estar fuertemente procesado para formar la configuracion final (por ejemplo muchos de los
hilos empleados en los injertos vasculares son texturizados para mejorar las caracteristicas del
producto final). Los resultados de una texturizacion imparten al hilo en el volumen interno (conocido
en inglés como “bulk”) mejoras como en la flexibilidad y le confieren més poros para el crecimiento
tisular. El hilado por fundicién es cominmente usado con polimeros termoestables ya que estos no

son afectados por las elevadas temperaturas que necesita la técnica.

Polymer extruder

Metering pump

Spinning head

Otianeh s Filamenls

Convergence guide—»
Finish application —»

Take-up spool

Fig. 2.7. Proceso de hilado por fundicion.®®

En la técnica es comun usar aire para enfriar y solidificar la prefibra antes de ser lubricada, torcida y

enrollada.

Si el polimero presenta una degradacién térmica a elevadas temperaturas y si es el caso que el
polimero contiene farmacos, entonces se emplea la técnica de baja temperatura que es el hilado en
disolucién. En este proceso el polimero es disuelto en un disolvente y es hilado a través de una hilera
en un bano que contiene un “no disolvente”. Como el polimero disuelto en el disolvente no es soluble
en el bafio éste precipita como un filamento solido al pasar por el bafio; posterior a ello es lavado para

remover todos los disolventes y no disolventes para finalmente secarlo antes de ser enrollado.®®
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Fig. 2.8. Proceso de hilado por disolucion.”®

2.14. Andamios tisulares parala regeneracion del tejido 6seo
2.15. Técnica de electrohilado para la obtencién de andamios tisulares

El electrohilado consiste en un jet producido por un alto voltaje aplicado a una punta metalica (aguja)
en la cual se encuentra la disolucién del polimero a hilar, cuando la diferencia de potencial aplicado
es alto (lo suficiente para vencer la tension superficial del fluido) se produce el jet el cual se deposita
en un colector metélico (conductor) éste se encuentra alejado de la punta metalica (aguja) de 10-
30cm de distancia. En la punta de la aguja se origina un cono estacionario partiendo desde un
menisco formado en la punta hasta la formacion de una fibra, a este cono se le conoce con el nombre

de cono de Taylor.

Este fendbmeno ocurre porque una pequefia fraccion del liquido adquiere propiedades conductoras (al
aplicar el voltaje a la aguja metdlica), la forma del fluido comienza a cambiar debido al incremento de
carga en la superficie, entonces cuando la intensidad del campo eléctrico aumenta y la fuerza de la
gota excede la fuerza de tensién superficial el cono comienza a formarse, el jet del liquido producido
es el comienzo del proceso de electrohilado. La modificacion en los diferentes montajes (como la
forma de inyeccion, el colector o la atmosfera) puede producir diferentes tipos de fibras, donde se
puede tener una distribucion homogénea de las fibras (orientacién) o bien tener un mejor control del

tamafio de poro. 1*®!
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Taylor cone

Collector

Fig.2.9. Sistema de electrohilado y la fibra proveniente del jet bajo la influencia de un campo electrostatico.
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Fig.2.10. Diagrama esquemaético del electrohilado que muestra el jet.[5] La inestabilidad del jet (en el centro), y la
morfologia de las fibras que se pueden tener a partir de esta técnica (a la derecha). La fotografia a la izquierda

muestra la seccion del jet estable con el menisco coénico (el cono de Taylor).

Fig.2.11. Diferentes tipos de colectores que permiten obtener diferentes morfologias de los andamios.
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SECCION EXPERIMENTAL Y CARACTERIZACION
3.1. Materiales
3.1.1. Reactivos para la sintesis del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

Para la sintesis del biovidrio se utilizaron los siguientes reactivos, todos con excepcién del acido
nitrico fueron adquiridos a Sigma Aldrich (el HNO; fue adquirido a Merck). Tetraetilortosilicato TEOS
cuyo peso molecular es de 208.33 g/mol, con una densidad de 0.933 g/mol y una pureza mayor o
igual que 99 %V/V, trietilfosfato TEP cuyo peso molecular es de 208.33 g/mol, con una densidad de
0.933 g/mL y una pureza mayor o igual que 99.8 %V/V; Ca(NO3),-4H,O cuyo peso molecular es de
236.15 g/mol, y una pureza mayor o igual que 99 %m/m; Mg(NO3),'6H,O cuyo peso molecular es de
256.41 g/mol, pureza mayor o igual que 99 %m/m; HNOz; cuyo peso molecular es de 63.01 g/mol, con
una densidad de 0.933 g/mL y pureza mayor o igual que 65 %V/V.

3.1.2. Reactivos para los andamios

Para la preparaciéon de los andamios tanto los disolventes empleados como el polimero se
adquirieron de Sigma Aldrich; el polimero usado fue poli(e-caprolactona) PCL con un peso molecular
de70000-90000 g/mol. Como disolvente se usé diclorometano DCM con un peso molecular de 84.93
g/mol y una pureza mayor o igual que 99.8 %V/V; también se us6 como disolvente N,N-
dimetilformamida DMF con un peso molecular de 73.09 g/mol, con densidad de 0.944 g/mL y una
pureza mayor o igual que 99.8 %V/V. Y biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0:s.

3.1.3. Disolventes para mediciones de &ngulo de contacto

El disolvente que se utilizé6 como liquido de prueba fue Agua desionizada aun cuando el contenido de
sales es minimo presenté una resistividad = 18MQcm™, cabe mencionar que a mayor concentracion
de sales mayor resistividad (entendiendo como resistividad a la resistencia eléctrica que presenta una

solucion al paso de carga eléctrica).
3.1.4. Disolventes para molienda ultrasénica

Como disolvente N,N-dimetilformamida DMF con un peso molecular de 73.09 g/mol, con densidad de

0.944 g/mL y una pureza mayor o igual que 99.8 %V/V (punto de ebullicion de 153°C).
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3.1.5. Disolventes empleados para determinar el grado de cristalinidad del biovidrio SiO,-CaO-
MgO-P205

Se emplearon como disolventes agua desionizada presentando una resistividad = 18MQcm™ y DMEM
(de las siglas en inglés: Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium; medio de Eagles modificado por
Dulbecco) el cual contiene aminoacidos y vitaminas, asi como la adicion de antibidticos y la

implementacién de vitaminas.
3.2. Equipo empleado para la molienda del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s
3.2.1. Molienda mecénica del biovidrrio

Se emple6é un molino de bolas Retsch PM100 (sistema planetario), con un contenedor de hierro
inoxidable en la parte exterior y en la interior de Agatha. Usando balines de ~ 2 mm de didmetro para
la molienda. EI molino cuenta con un sistema digital de cambios en el tiempo de molienda asi como

las revoluciones por minuto (rpm).

Se utilizaron tamices de diferentes tamafios para la separacion del biovidrio: de 0.25 mm, 0.14 mm,

0.02 mm y otro de un tamafio de malla (ver fig. 3.14) intermedio entre estos dos.

(a) . b)
Fig. 3.1. Molino de bolas. a) Molino de bolas, empleado para la molienda mecéanica del biovidrio.™ b)

Contenedor del molino.
3.2.2. Molienda ultrasénica del biovidrio

Se utiliz6 un procesador de ultrasonido con sonda Sonics Vibra Cell 505, para evitar incrementos
bruscos de temperatura, se emple6 un bafio de agua con hielo como sistema de refrigeracién. El
molino ultrasénico cuenta con un sistema digital que permite cambios en amplitud, frecuencia (kHz) y

periodos de tiempo.
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Fig. 3.2. Sonda de ultrasonido empleada para la molienda ultrasénica del biovidrio."**!

3.3. Equipo e Instrumentos empleados para la caracterizacién del material
3.3.1. Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo se emplea para identificar los grupos funcionales de los compuestos
(contribuye a la determinacion estructural del mismo). Esta espectroscopia se basa en la zona de
infrarrojo del espectro electromagnético; la cual se divide en infrarrojo lejano (~10-400 cm™), medio
(~400-4000 cm™) que es el mas frecuentemente usado para estudiar la vibraciones fundamentales y
el cercano (~4000-14000 cm™).

La espectroscopia de infrarrojo se fundamenta en que las moléculas absorben radiacion infrarroja, la
radiacion infrarroja induce excitaciones vibracionales entre los 4tomos enlazados covalentemente.™™

Para que una molécula se “activa” en el IR su momento dipolar debe ser diferente de cero (p#0).

Cuando se irradia una molécula con radiacién electromagnética, la energia se absorbe si la
frecuencia de radiacion coincide con la frecuencia de la vibracion. El resultado de esta energia es una
amplitud incrementada por la vibracion. Dado que cada frecuencia absorbida por una molécula
corresponde a un movimiento molecular especifico (ya que la cantidad de energia que contiene una
molécula no es variable en forma continua, si no cuantizada, es decir, una molécula presenta
vibraciones de enlace a frecuencias especificas que corresponden a niveles de energia especificos),
al interpretar estos movimientos en un espectro de IR, se puede determinar qué tipos de enlaces

(grupos funcionales) estan presentes en la molécula. *°
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Las muestras de los biovidrios se colocaron directamente en el portamuestras al ejercer presion con
la punta sobre la muestra se forma una pastilla. Se emple6 el espectrometro Thermo Scientific Nicolet
6700. Los espectros se obtuvieron en el intervalo de nimero de onda de 4000-400 cm™,

Fig. 3.3. Equipo de infrarrojo con transformada de Fourier. Espectrémetro Thermo Scientific Nicolet 6700.™%
3.3.2. Difraccion de rayos-X (DRX)

Los rayos X son producidos cuando se hace incidir electrones de alta energia sobre un blanco. Un
electron de alta energia puede producir la salida de un electrén de las capas mas internas (cercano al
ndcleo) de un atomo, la vacante asi producida se rellena por el salto de otro electron de una capa
superior (mas externa al ndcleo) con mayor energia, esa diferencia de energia entre niveles se

transforma en radiacién X con una longitud de onda determinada.’®”

Los rayos X dirigidos hacia un cristal interactian con los electrones de los &tomos en los planos de
los cristales los cuales son “reflejados”. El principio de la difraccién de los rayos X, es que los rayos X
al interactuar con los electrones, éstos son dispersados en varias direcciones por las nubes

electrénicas (fig. 3.4).

La difraccion ocurre cuando la longitud de onda de la radiaciébn es comparable con los espacios
caracteristicos dentro del objeto que causa la difraccion; debido a que los rayos X tienen una longitud
de onda del mismo orden de magnitud que el espaciamiento atémico del material (~ 1A).?% Sin
embargo, sélo son difractados aquellos rayos X que golpean ciertos planos cristalograficos en
angulos especificos, es decir, los rayos X sélo son difractados cuando las condiciones satisfacen la

ley de Bragg:

26



Donde el angulo 8 es la mitad del angulo entre el haz difractado y la direccién original del haz, A es la

longitud de onda de los rayos X y dy €s la distancia interplanar entre los planos.

Cuando el material a analizar se prepara en forma de polvo fino, siempre habra algunas particulas
cuyos planos (hkl) queden orientados en el angulo 6 adecuado para satisfacer la ley de Bragg, con lo
que se producira un haz difractado a un angulo de 26 en relacién con el haz incidente. Los rayos X
difractados contienen informacién sobre la posicién y el tipo de atomos que se encuentran en la
muestra. Al conocer la longitud de onda de los rayos X, se pueden determinar los espaciamientos

interplanares v, finalmente, la identidad de los planos que generan dicha difraccién. **!

La técnica se emplea para determinar el arreglo de los atomos en los compuestos sélidos y para

medir las longitudes y los angulos de enlace.

1  Haz icdenbe Haz difractade 1"

Fig. 3.4. Planos en un cristal, difraccién.

Para el analisis, se utilizé un difractdmetro de rayos X de polvos Siemens D500 con lampara de Cu,

linea kq4 y longitud de onda de 0.15406 nm. Las muestras no requirieron ningln tratamiento previo.
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- a) b)

Fig. 3.5. Equipo de difraccion de rayos X. a) Difractémetro Siemens D500.™ b) El interior del equipo de DRX.!*?
3.3.3. Analisis térmicos
3.3.3.1. Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

Esta técnica mide las diferencias en la cantidad de calor aportado a una muestra y una sustancia de
referencia en funcién de la temperatura de la muestra estando las dos sometidas a un programa de
temperatura controlado; es decir, es un método calorimétrico en el que se miden diferencias de

energia./?

El método consiste en proporcionar un flujo de calor, a velocidad constante a la muestra y al material
de referencia (de composicion conocida, que se sabe que no sufre cambios en el intervalo de
temperatura en el que se va hacer el analisis). La transicion de calor ha de ser “instantanea” por lo
cual se trabaja con masas pequefias. Las muestras se colocan en crisoles que pueden ser cerrados
herméticamente, lo que impide que se produzcan cambios de humedad. Lo que se registra es la
diferencia en el de flujo de calor que hay que suministrar a la muestra y a la referencia para mantener
la misma temperatura de ambas. Cuando ocurre una transicion térmica, es decir, un cambio fisico o
guimico que produce una liberacion o absorciéon 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.
Esta técnica se utiliza para detectar cambios endotérmicos o exotérmicos que ocurren durante el

analisis.[?3 13

28



muestra referencia

Barrido lineal de temperatura

7| 9% =20°Gmin

calentador calentador

poder poder tiempo
Pico
\ endotérmico
Pico
Flujo de calor exotérmico

(mcal/sec)

tiempo y temperatura
Fig. 3.6. Esquema de un sistema de calorimetria diferencial de barrido. Los triangulos son amplificadores que
determinan la diferencia entre las dos sefiales 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.™

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 muestras se corrieron

desde temperatura ambiente (~25°C) hasta los 500°C.

Fig. 3.7. Equipo CDB 2910 de TA Instruments.™
3.3.3.2. Analisis termomecanico (ATM)

El analisis termomecanico proporciona mediciones de penetracion, dilatacion, contraccion y
alargamiento de los materiales como una funciéon de la temperatura, bajo una fuerza mecanica

definida (durante el calentamiento de la muestra se aplica una fuerza constante). Generalmente el
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ATM se utiliza para caracterizar la expansion lineal, temperatura de transicion vitrea (Tg) y los puntos

de reblandecimiento de materiales. ™3

La técnica se utilizé para determinar el coeficiente de dilatacion lineal (a) del biovidrio. La curva
termomecanica se obtuvo a través de un analizador termomecanico TA Instruments TMA 2940. Las
muestras se calentaron con una rapidez de calentamiento de 10 °C/min. Las muestras se corrieron

desde temperatura ambiente (~25°C) hasta los 700°C.

Fig. 3.8. Analizador termomecanico TMA 2940 de TA Instruments.™

3.3.3.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

La termogravimetria es una técnica en la que se determina la pérdida o ganancia de masa de una
muestra en funcion de la temperatura; hay tres tipos de analisis, isotérmico, cuasi isotérmico y
dinamico; en este Ultimo la muestra se calienta en una atmosfera controlada con una rampa de

temperatura previamente fijada.

A partir de ésta técnica se obtiene un termograma (curva termogravimétrica o curva de
descomposicién térmica de masa), donde se representa la variacion de la masa (generalmente en
porcentaje de perdida) en funcién de la temperatura o el tiempo. La variacién de la masa en funcién
de la temperatura suministra informacién sobre la estabilidad térmica y composicion de la misma, la
estabilidad térmica y composicion de intermedios que pueden formarse durante el andlisis y de la

composicién de residuo que queda al final del mismo.

La técnica se empled para estudiar la estabilidad térmica del biovidrio, asi como la presencia de
contaminantes y de agua en la superficie y en los poros. La curva termogravimétrica se obtuvo

mediante un analizador termogravimétrico de alta resolucion TA Instruments TGA 2950. Las muestras
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se calentaron con una rapidez de calentamiento de 10 °C/min. Las muestras se corrieron desde

temperatura ambiente (~25°C) hasta los 700°C.

Fig. 3.9. Analizador termogravimétrico de alta resolucion TGA 2950 de TA Instruments.™*?!

3.3.4. Microscopia
3.3.4.1. Microscopia electronica de barrido (MEB) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

El microscopio de barrido es similar al de transmision en que ambos emplean un haz de electrones
para iluminar las muestras (ver seccion 3.3.4.2.), es decir, que ciertas caracteristicas como la fuente
de electrones, las lentes condensadoras y el sistema de vacio son similares en ambos instrumentos.
Sin embargo la forma en que las imagenes son producidas y aumentadas son totalmente diferentes.
Mientras que el MET proporciona informacién acerca de la estructura interna de las muestras, el MEB

se utiliza para estudiar la superficie de las muestras.

En el MEB el haz de electrones pasa a través de las lentes condensadoras y de objetivo, y es barrido
a lo largo de la muestra por la bobinas de barrido, mientras que un detector cuenta el nUmero de
electrones secundarios de baja energia emitidos por cada punto de la superficie (ya que los
electrones no atraviesan la muestra, sino que son absorbidos por la superficie de la misma, lo que
produce una emisién secundaria de electrones, los cuales son capturados por un sistema integrador y
transductor de imagen). Al mismo tiempo se utiliza el foco de un tubo de rayos catédicos para
proporcionar contraste a la imagen. Tanto el haz de electrones que proviene del detector como el foco
son barridos dando lugar a la imagen amplificada (en este microscopio no existen lentes

proyectoras).?* 3]

La diferencia de potencial de aceleracion de un MEB se encuentra entre 2kV y 40kV y su resolucion

50 a 20A. Para el andlisis a las muestras que son poco conductoras se les debe aplicar una delgada
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capa de un material conductor, un metal, (en este caso suele emplearse Au como material

conductor).?¥

La técnica se empled para estudiar la morfologia y el didmetro de las particulas del biovidrio, asi
como los andamios. Las muestras en el caso del biovidrio no requirieron preparacion previa, mientras
gue en los andamios si (ver seccion 3.3.4.1.1). Las imagenes se obtuvieron con un microscopio
electrénico de barrido de emisién de campo térmico de alta resolucion JEOL JSM-7600F. Para las

mediciones del diametro de particula y de las fibras se empleé el programa ImageJ.

Haz de
electrones

Fuente de
“4— electrones
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retrodispersados
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S electrones
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a) b)

Fig. 3.10. Microscopio electrénico de barrido. a) Microscopio JEOL JSM-7600F."* b) Diagrama de los
[13]

componentes de un sistema de MEB, donde se observa el paso del haz de electrones.

3.3.4.1.1. Recubrimiento en Au para los andamios de Poli(e-caprolactona) con biovidrio SiO,-
CaO-MgO-P,05

Las técnicas de recubrimiento a bajo vacio se caracterizan porque los atomos son desprendidos a
alta velocidad de un catodo por el impacto de iones de un gas (que suele ser Ar; en este caso aire
atmosférico). Los atomos de metal al moverse en el espacio de la campana ocupado por apreciables
cantidades de gas chocan numerosas veces con los atomos del gas antes de llegar a la muestra
situada sobre el anodo. El instrumento estda formado por un pequefio recipiente cuya cara
circunferencial es de vidrio y que es evacuado por una bomba de alto vacio; unido a la base de la
camara se encuentra el catodo (alrededor de éste hay un iman) formado por una hoja del material con
el cual se desea recubrir: oro, aleacion oro-paladio, plata, platino, niquel, cromo etc.
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La fuente de poder suministra la diferencia de potencial entre el catodo y el &nodo, con la bomba se
evacua la camara, finalmente se aplica el alto voltaje al catodo lo que produce electrones libres que
en su recorrido espiral a lo largo de las lineas de campo magnético ionizan atomos del gas,
desprendiendo nuevos electrones libres en un efecto de cascada. Los iones positivos del gas son
atraidos por el catodo sobre el que se encuentra el blanco de oro. Al chocar sobre él desprenden
atomos del mismo, que a velocidad van chocando con los atomos del gas hasta chocar con la
muestra (en diferentes angulos) donde se depositan formando al comienzo pequefios cumulos y

finalmente una capa delgada continua.®

Esta técnica se utiliz6 para el andlisis mediante MEB con el cual se estudié la morfologia y el
diametro de las fibras de los andamios con biovidrio. Las muestras fueron previamente recubiertas en
oro, para hacerlas eléctricamente conductoras. El recubrimiento se realiz6 al vacio en un aparato de
dispersion (sputtering) de iones JEOL JFC-1100 (ver Fig. 3.11), con una corriente 30 mA y durante 3
minutos. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio electrénico de barrido de emisién de campo
térmico de alta resolucion JEOL JSM-7600F.
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Entrada —, ’ = 1 J Jl
de argdn —— ._I ! +— Llave de entrada

» = de aire

Ala bomba de vacia | | b)
Fig. 3.11. Equipo para el recubrimiento de materiales no conductores. a) Aparato JEOL JFC-1100 para

sputtering de iones.*?! b) Diagrama donde se muestran los componentes del instrumento de recubrimiento,

donde se observa los atomos desprendidos por el impacto de iones del gas. [25]

3.3.4.2. Microscopia electrénica de transmision (MET) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,05

La técnica de microscopia electrénica de transmisibn es usada para tener imagenes con
caracteristicas microestructurales, donde es posible determinar diferencias entre diferentes regiones
cristalinas y entre un material amorfo de uno cristalino en escalas muy pequefias (~1-10nm). Se basa
en el principio de que los electrones se comportan como ondas, por lo cual el equipo utiliza un haz de

electrones acelerados originados a partir de la emision termoidnica de un filamento caliente; estos
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son acelerados mediante una diferencia de potencial; generando un haz de electrones de energia
controlada (y por tanto de longitud de onda conocida), el cual irradia una muestra delgada por un de
sus caras, dandonos una imagen formada por los electrones que emergen por la cara contraria; (el
haz es focalizado mediante lentes condensadoras y posterior al pasar por la muestra los electrones
son recolectados y focalizados por una lente objetivo), la imagen obtenida a partir de una
amplificacion es proyectada dentro de una pantalla fluorescente o en pelicula fotografica. 2 21} (13 [25]

MET trabaja alrededor de los 100000 eV lo cual permite una longitud de onda de 0.004nm, (el tamafio
pequefio de longitud de onda implica una resolucion alta y simultaneamente una imagen de la

microestructura en pequefia escala).!

La técnica se utiliz6 para determinar el grado de cristalinidad del biovidrio 55Si0O,-16Ca0-23MgO-
6P,05 después de haberlo sumergido durante (27.5, 96 y 169.5) horas en agua desionizada y (25 y
164.5) horas en DMEM. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio JEOL JEM-1200EX.

objective lens == {1

&%
phase plate _..I__

!

image lens

image ————— 'i
. b)
Fig. 3.12. Microscopio electrénico de transmision. a) Microscopio JEOL JEM-1200 EX.'¥ b) Diagrama que

muestra el sistema Optico para observar y amplificar la imagen en un microscopio de MET.

3.3.5. Angulo de contacto (en la superficie de los andamios de PCL)

El &ngulo de contacto permite conocer la superficie de un material ya que es un parametro que refleja
el grado de humectacion entre un liquido y una superficie solida en el punto de contacto. Por
convenciéon cuando la humectacién es completa el angulo de contacto es cero.”” El angulo de
contacto 6 viene determinado por la interaccién (atraccién o repulsién) entre las fuerzas moleculares
liquido-liquido y liquido-soélido el cual dependeréa del sélido y del liquido que se trate.?® El angulo de

contacto se define como el angulo entre la tangente a la superficie de la gota y la tangente a la
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superficie de la interseccién vapor-liquido-sélido. Un angulo de contacto grande (mayor a 90°) indica
que la superficie es hidrofobica y tiene una baja energia superficial, mientras que un angulo de
contacto pequefio (menor de 90°) indica que la superficie es hidrofilica y tiene una alta energia

superficial.™!

e "ﬁ/ \\
Liquido

V2 /7/}75"/7////;“////////////!}://// @) Hiorodbes (b Moo
Sélido a) grande pequefio, b)

Fig. 3.13. Diagramas de medicion de angulo de contacto. a) Definicién de angulo de contacto.™ b) Angulos de

contacto grandes y pequefios.*

El instrumento cuenta con un goniébmetro, una cdmara de aluminio con ventanas de cuarzo en la cual
se coloca la muestra, la cAmara se encuentra situada sobre un riel 6ptico, que a su vez esta acoplado
a una camara; el gonibmetro tiene acoplada una fuente de luz de alta intensidad. El instrumento
cuenta una jeringa con la cual se coloca la cantidad de liquido sobre la muestra pudiendo asi

controlar el volumen (generalmente pL) del liquido colocado en el punto de contacto (ver fig. 3.16).

Las mediciones del angulo de contacto se obtuvieron con goniémetro modelo 100-07-00 de Ramé-
Hart, Inc. acoplado a una fuente de luz de alta intensidad Fiber-Lite A3200 de Dolan-Jenner
Industries, Inc. Dichas mediciones se realizaron con la finalidad de estudiar el comportamiento de la

superficie de los andamios con y sin la insercién de las particulas de biovidrio.
3.4. Procedimiento experimental
3.4.1. Sintesis de biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s por el método solgel

Inicialmente con base a la informacién encontrada en la literatura [6, 7 y 42], no se tenia un
procedimiento definido a seguir para la obtencién del biovidrio cuya composicién diera lugar al
biovidrio SiO,-Ca0O-MgO-P,0s. El propésito de esta primera etapa era establecer dicho procedimiento
y en base a los resultados se prepar6 una segunda etapa en la cual se buscaba obtener 5 muestras

de biovidrio con diferentes concentraciones en %mol de MgO.

Para alcanzar los objetivos de la primera etapa se disefiaron tres procedimientos diferentes; los

cuales difieren en el orden de adicion de los reactivos y el tiempo de reposo por cada adicion.
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Tabla 3.1. Composiciones en %mol de los tres biovidrios sintetizados como muestras piloto.

Muestra Composicion
1 55Si0,-26Ca0-13Mg0O-6P,05
2 55Si0,-16Ca0-23Mg0O-6P,05
3 55Si0,-36Ca0-3Mg0-6P,05

Muestra 1 (13% mol MgO)

En un vaso de precipitado se agreg0 inicialmente las sales de Ca(NO3),'4H,O y Mg(NOs3),'6H,0,
enseguida se adiciond el tetraetilortosilicato (TEOS), después el trietilfosfato (TEP), la cantidad
requerida de H,O, y finalmente se adicion6 el HNO; concentrado 65% v/v, la mezcla se llevé a
agitaciéon magnética durante 3-4 min, pasado éste tiempo, la reaccion se torné amarillenta donde se

desprendieron gases de color café-amarillento atribuidos a emisiones de diéxido de nitrégeno.

4HNO; > 4NO, + H,0 + 0,

La reaccion fue violenta, pues se generaron proyecciones del biovidrio (debido a una adicién rapida
de &cido nitrico y a una sobre-concentracién del mismo, ya que al formarse el gel la agitacion

magnética ya no funciond, pues el mismo gel no permitia la agitacion de la barra magnética).

El xerogel formado se dejé reposar dos dias en la campana; se llevd a 80 °C en un horno de secado
Riossa de (41x35x30) cm modelo H41 serie 010910 durante aprox. 3 dias; 2 dias se sec6 a 164 °C y
finalmente se llevd a un tratamiento térmico en una mufla Barnstead Thermolyne 47900 a 700 °C
durante tres dias en el cual el polvo blanco obtenido del secado se colocé en un crisol de ceramica.

Una vez enfriada la muestra se guardd en un vial de vidrio para evitar la humedad.
Muestra 2 (23% mol MgO)

En este procedimiento a diferencia del anterior en un vaso de polipropileno las sales de Ca y Mg se
disolvieron en la cantidad de agua necesaria, la disolucién se llevé en agitacion magnética, a esta
disolucién se le adiciono el TEOS posteriormente el TEP y finalmente se adiciono el HNO;
concentrado 65% v/v (dos mL por minuto); después de 5 min de agitacion la reaccibn comenzé a

proyectarse de forma violenta, liberando gases de color café-amarillento (NO,).
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Terminadas las emisiones de NO, el producto (xerogel) formado se dejé reposar dos dias en el vaso
de polipropileno; se llevé a 74 °C en un horno de secado Riossa de (41x35x30) cm modelo H41 serie
010910 durante aprox. 3 dias; 2 dias se sec6 a 143 °C y finalmente se llevo a un tratamiento térmico
en una mufla Barnstead Thermolyne 47900 a 700 °C durante tres dias en el cual el polvo blanco
obtenido del secado se coloco en un crisol de ceramica. Una vez enfriada la muestra se guardé en un

vial de vidrio para evitar la humedad.
Muestra 3 (3% mol MgO)

En esta muestra a diferencia de las anteriores se redujo el tiempo y la adicién del HNO3z; donde en un
vaso de polipropileno, al TEOS se le agregd el HNO3; concentrado 65% v/v (un mL por minuto) de
forma lenta y en agitacion en seguida se adiciono el TEP esperando 15 min para la adicién de la
disolucion de las sales de Ca y Mg (la cuales previamente se disolvieron en la cantidad de agua
requerida). La reaccién se mantuvo en agitacion manual durante el procedimiento. Una vez que se

dejé en reposo el solgel pasada 1 h la reaccién se proyect6 de forma violenta.

El solgel formado se dejé reposar en el vaso de polipropileno siete dias; se llevd a 77 °C durante
aprox. 3 dias; 2 dias se sec6 a 160 °C en un horno de secado Riossa de (41x35x30) cm modelo H41
serie 010910 y finalmente se llevdé a un tratamiento térmico en una mufla Barnstead Thermolyne
47900 a 700 °C durante tres dias en el cual el polvo blanco obtenido del secado se coloc6 en un

crisol de ceramica. Una vez enfriada la muestra se guard6d en un vial de vidrio para evitar la humedad.

3.4.2. Obtencion de diferentes composiciones del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s variando la

concentraciéon en %mol del MgO

Posterior a sintetizar las muestras piloto, con base a los resultados obtenidos por el analisis de
difraccion de rayos-X se definio el procedimiento experimental por el cual se obtendrian las demas

muestras de biovidrio.

En los resultados de difraccién de rayos X se obtuvo la Unica muestra de biovidrio 100% amorfa. Por
lo cual se concluy6 que fue el mejor procedimiento experimental el cual fue, el llevado a cabo con la
muestra 2 (23% mol MgO).

La sintesis de las cinco muestras se realizé con el procedimiento de la muestra 2 (23 % mol MgO;
donde solo se dej6é un mayor tiempo de reposo de cinco dias para las cinco muestras). Considerando
gue se deseaba obtener 5 g de producto (biovidrio), se realizé la sintesis donde se mantuvo

constante la concentracion de SiO; y P,Os variando la composicién en % mol de CaO y MgO. Como
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se muestra en la tabla 3.2 se trabajé con cinco muestras con diferente relacion CaO y MgO (se

incluye en la tabla la muestra piloto 23% mol MgO).

Tabla 3.2. Composiciones del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s en % mol.

Si 02 CaO Mg O PzOs
%mol | %mol | %mol | %omol
55 16 23 6

55 21 16 6

55 26 13 6

55 31 8 6

55 34 5 6

55 36 3 6

Tabla 3.2. Se eligieron tres composiciones diferentes como muestras piloto inicialmente para definir el

procedimiento por el cual se realizaria la sintesis de las cinco muestras finales a sintetizar.

3.4.3. Reacciones

A continuacion se muestran las reacciones que se llevan a cabo a lo largo del procedimiento

experimental; primeramente la reaccién general donde se parte de los reactivos las sales de calcio y

magnesio, el TEOS y el TEP para llegar al producto deseado, el biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s; asi

como las reacciones del proceso en pasos que son la hidrélisis de TEOS en medio acido

(proporcionado por el HNO3); la condensaciéon del mismo, donde se tiene como subproducto la

formacion de agua; la formacion de la red de SiO, que es lo que le confiere la estabilidad al material y

el tratamiento térmico donde se introducen los modificadores de la red, en este caso los iones Ca y

Mg.

Reaccion general

HNO
Si(0CyHs) 4 + 2P0, (CoHs)3 + Ca(NO3), + Mg(NO3), + 5H,0 + — Si0, — Ca0 — Mg0 — P,0s

+4N0, + 0, + 10CH;CH,0H

Hidrolisis

H;0%
Si(OR), —> (R0O)3SiOH + HOR + H*

Condensacion

Si(RO)30H + HOSi(R0)3 = (R0)3Si0Si(RO)5 + H,0
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Formacién de la red SiO,

(HO0)3Si0Si(OH)5 + 6Si(0H), — 6H,0 +

OH OH

1 H H Tertiary Particles
HO—Si—0 O- ﬁi ~-OH
\ ‘
OH 0 0 OH
| | | | 700°C
HO—Si— O —Si 0 Si— O —Si—OH .
i i | "
OH (g 0 OH
| | _
HO—Si—0 O—Si—OH , i
H H t e ¢ 4 Bridgh
OIH 0|" e ter :' Stabilisation | « :T.ua'?uy:uqo [8]
A *H

3.4.4. Molienda mecéanica del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

Con la finalidad de reducir el tamafio de particula se realiz6 la molienda de la muestra piloto 23% mol
MgO en un molino de bolas Retsch PM100, durante 40 min a 150 rpm, donde se emplearon balines
de ~ 2 mm de didmetro, el contenedor y los balines del molino fueron previamente lavados con agua
destilada y secados con acetona o etanol. Posterior a la molienda se tamiz6 la muestra con un tamiz
de 0.25 mm de malla, las particulas de biovidrio obtenidas fueron posteriormente analizadas por
microscopia electronica de barrido (MEB) para determinar su diametro promedio.

A partir de los resultados obtenidos con la molienda de la muestra piloto (los cuales no fueron
satisfactorios debido a que no se redujo significativamente el tamafio de particula del biovidrio, solo
un 33% y la reduccion no fue muy homogénea) se decidi6 aumentar las revoluciones y el tiempo de
molienda con las demas muestras, donde la muestra con 8% mol MgO se molié durante 40 min. a
300 rpm paséandola por tres tamices de 0.14 mm, 0.02 mm y otro de un tamafio de malla (ver fig.
3.14) intermedio entre estos dos. Las demas muestras se molieron durante 60 min a 300 rpm las
cuales se tamizaron con los tamices de 0.14 mm y el de un tamafio de malla intermedio (el cual es

menor al de 0.14 mm).
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Fig. 3.14. Tamices que se emplearon para clasificar el tamafio de particula de acuerdo a su didmetro. a)

Tamices empleados de izquierda a derecha 0.25 mm, 0.14 mm y tamafio de malla intermedio entre 0.14 mm y

0.02 mm. b) Tamiz de tamafio de malla intermedio entre 0.14 mm y 0.02 mm.
3.4.5. Molienda ultrasdnica del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,05

Se realiz6 una molienda ultrasénica debido a que en el primer experimento realizado con la molienda
mecanica la reduccion del tamafio de particula fue minimo y muy poco homogéneo, por lo cual se
buscdé por otra técnica para reducir ain mas el tamafio de particula, para esto se empled el biovidrio
13% mol de MgO.

Se utilizé un procesador de ultrasonido con sonda Sonics Vibra Cell 505 (fig. 3.2). Se disperso el
biovidrio en 250 mL de N,N-dimetilformamida, se colocé la sonda del procesador dentro de la
suspension y se tapo el recipiente. Inicialmente se habia propuesto un disolvente no polar para evitar
gue el biovidrio adsorbiera humedad o bien reaccionara quimicamente con el medio dispersante: el
disolvente, (pudiendo incluso inducir la formacion de capas de hidroxiapatita en la superficie del
material), pero se decidid utilizar el mismo disolvente que se usé para disolver la poli(e-caprolactona)
por lo cual se empled N,N-dimetilformamida como disolvente, de esta forma las particulas de biovidrio
no tendrian adsobidos solventes ajenos a los que se habrian de utilizar en la elaboraciéon de los
andamios de poli(e-caprolactona) con la insercion de particulas de biovidrio. Para evitar incrementos
bruscos de temperatura, se empleé un bafio de agua con hielo como sistema de refrigeracion. La
molienda se llevo a cabo considerando un 70% de amplitud de la maxima frecuencia (20 kHz) y por
dos periodos de 30min, con un reposo de 10 min entre los periodos. Posteriormente, se dejé
sedimentar el biovidrio y se decant6 la N,N-dimetilformamida . Finalmente, se secé el biovidrio en un
horno de secado Riossa (41x35x30) cm, modelo H41, nimero de serie 010910, a 170 °C durante 3

dias, para eliminar N,N-dimetilformamida residual.
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3.5. Procedimiento experimental para el analisis de superficie del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

con respecto a la dentina en un molar
3.5.1. Preparacion de la pasta para obturacion

La muestra de biovidrio 13% mol MgO se mezclé con agua desionizada hasta lograr una pasta

homogénea.
3.5.2. Preparacién del molar

Se extrajo el tercer molar de una mujer de 30 afios, molar que habia sido extraido cinco horas antes

del experimento.

Una vez extraido el molar este se mantuvo en agua desionizada a temperatura ambiente. Justo antes
de colocar la pasta de biovidrio al molar se le realizé una perforacién cilindrica por la parte superior
hasta llegar a la dentina; una vez retirados los restos de la perforacion el molar se lavé con agua

desionizada.
3.5.3. Obturacién del orificio en el molar

En condiciones de asepsia tanto del molar como del instrumental, se llevé a cabo la obturacion del
molar, para lo cual se coloc6 en su interior la pasta de biovidrio. Dicha pasta fue compactada con una
espatula de acero inoxidable, posteriormente se colocd una pasta de 6xido de zinc mezclado con
eugenol; una vez que solidifico dicha pasta, el molar se llevé a una estufa a 37 °C durante 14 dias.
Posterior a ello el molar fue cortado con un ultramicrotdbmo dejando las fases dentina biovidrio

expuestas para su analisis por MEB.
3.6. Caracterizacién del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s5

3.6.1. Determinacion del método experimental para la obtencion del biovidrio por el proceso de

solgel
3.6.1.1. Analisis por difraccién de rayos X (DRX)

El analisis se llevé acabo para determinar la estructura del biovidrio ya sea cristalina o0 amorfa de las

muestras piloto.
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3.6.2. Obtencion de diferentes composiciones del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s variando la

concentracion %mol del MgO

3.6.2.1. Analisis de Infrarrojo por transformada de Fourier (IRTF) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-
P20s

El andlisis se llevé acabo para identificar los grupos funcionales P-O y Si-O correspondientes a la red

de SiO, presentes en el biovidrio.
3.6.2.2. Analisis por difraccion de rayos X (DRX) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

El andlisis se llevd acabo para identificar los grupos funcionales P-O y Si-O correspondientes a la red
de SiO, presentes en el biovidrio.

3.6.2.3. Estudios de propiedades térmicas del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,05
3.6.2.3.1. Calorimetria diferencial de barrido (CDB) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

La 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 (Ty).
3.6.2.3.2. Analisis termomecanico (ATM) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s5

La técnica se utilizd para determinar el coeficiente de dilatacion lineal (a) del biovidrio, y asi saber

cémo influenciaba el porcentaje de MgO en las propiedades mecéanicas del material.
3.6.2.3.3. Analisis por termogravimetria (ATG) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

La técnica se empled para estudiar la estabilidad térmica del biovidrio, asi como la presencia de

contaminantes y de agua en la superficie y en los poros.

3.6.2.4. Andlisis por microscopio electrénico de barrido (MEB) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-

P,Os antes y después de la molienda mecanica

La técnica se utiliz6 para determinar el diametro de particula del biovidrio antes y después de la

molienda. Para las mediciones del diametro de particula se empleé el programa ImageJ.
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3.6.2.5. Anélisis por microscopio electronico de transmision (MET) del biovidrio SiO,-CaO-
MgO'P205

Esta técnica se emple6 para determinar el grado de cristalinidad del material después de haber sido
sumergido durante (27.5, 96 y 169.5) horas en agua desionizada y (25 y 164.5) horas en DMEM; se

empled campo claro y campo obscuro para la obtencién de las imagenes.

3.6.2.6. Andlisis de superficie del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0Oscon respecto a la dentina en un
molar por MEB

La técnica se utilizé para observar si el material habia presentado cambios fisicoquimicos, es decir, si
habria formacién de la capa de hidroxiapatita.

3.6.3. Obtencion de las nanofibras de poli(e-caprolactona)
3.6.3.1. Disoluciones de poli(e-caprolactona)

Se realizé el electrohilado de cinco andamios de poli(s-caprolactona) PCL; donde se prepararon
disoluciones al 12 9%m/v de PCL respecto a wuna relacion de disolventes (N,N-
dimetilformamida/diclorometano): DMF/DCM 1:4. Se disolvi6 1.2 g de PCL en la mezcla de
disolventes para tener una disolucion final de 10 mL, para ello se dej6é aproximadamente 24 h en

agitacion magnética a temperatura ambiente.
3.6.3.2. Electrohilado de poli(e-caprolactona)

Se colocaron 2 mL de disolucién de PCL en una jeringa de 5 mL de capacidad, la jeringa tiene una
aguja de punta roma calibre 21G (0.8 mm), una vez colocada la disolucién se eliminan las burbujas
de aire. Posteriormente, se fija la jeringa en el inyector de la bomba marca New Era Pump Systems
Inc. NE-1600 y se fija también a la camara del sistema de electrohilado, enseguida se programa la
rapidez de flujo a emplear y el volumen deseado de disolucién. Se coloca el colector, el cual es un
soporte cuya superficie es perpendicular a la direccion de la jeringa, en la superficie del soporte se fija
una placa (ldmina) metalica (en este caso de aluminio); donde el colector se encuentra a X cm de la
punta de la aguja de la jeringa. Una vez fijo este sistema con un cable banana-banana y un caiman se
conecta el polo positivo de la fuente de fuerza electromotriz (fem) a la aguja del sistema y el polo
negativo se conecta a la placa de Al. Hecha la conexion se procede aplicar la diferencia de potencial
(AV) deseado desde la fem cuando esta trabaja en una corriente directa o continua; la fem utilizada
es de marca Glassman High Voltage Inc. Serie EH. Aplicada la diferencia de potencial se inicia la

inyeccion de la disolucién; después de cierto tiempo cuando la placa de Al se haya recubierto con el
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andamio polimérico, se detiene la inyeccion de la disolucién y se apaga la fuente de diferencia de
potencial. Finalmente se retira la placa del soporte y se almacena en una bolsa de polietileno para su

posterior caracterizacion.

[13]

Fig.3.15. Equipo de electrohilado.

3.6.3.3. Obtencion de las nanofibras de poli(s-caprolactona) con insercion de particulas de
biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s.

Se realizé el electrohilado de diecisiete andamios con PCL insertando el biovidrio SiO,-CaO-MgO-
P,Os. La preparacion de estas disoluciones se diferencia de las anteriores solo en la inclusiéon de un
porcentaje en masa de biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s (ver tabla 4.11).

Se prepararon 10 ml de estas disoluciones considerando un 12 %m/v de PCL con respecto a una
mezcla compuesta por DMF/DCM con una relacion 1:4 y una concentracion de 4%-6% m/m respecto
a la PCL de biovidrio, donde los solutos son la PCL y el biovidro (ver tabla 4.11).

Para disolver el polimero en la mezcla de disolventes se dejé aproximadamente 24 hrs en agitacion
magnética. Posterior a ello se agrego la cantidad necesaria de biovidrio; la disolucion se llevé durante
30min en un bafio ultrasénico 5 min en agitacion y 5 min de reposo para lograr la mayor dispersion
posible del biovidrio en la disolucién. Se colocaron aproximadamente 2 mL de la disolucién en la
jeringa y se procedié a hilar en las condiciones mencionadas en la tabla 4.11 y en la seccién 4.4.1

para cada andamio.
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3.6.4. Mediciones de angulo de contacto de los andamios de PCL

Para cada medicion, se cortd un cuadrado de la muestra de 1 cm x 1 cm del andamio sobre aluminio,
la muestra se fij6 sobre un cubre objetos. Se vertié una pequefia cantidad de agua en un vial limpio,
el cual se colocé dentro de una cdmara de aluminio con ventanas de cuarzo (con el fin de tener las
condiciones de presiébn de vapor en el equilibrio). La camara esta sobre un riel Optico en el
goniémetro modelo 100-07-00 de Ramé-Hart, Inc. Posteriormente se colocé la muestra dentro de la
camara de medicion. Se tomdé una pequefia cantidad del agua desionizada con la jeringa del
gonidometro y ésta se colocé dentro del soporte correspondiente. Se encendié la fuente de luz de alta
intensidad Fiber-Lite A3200 de Dolan-Jenner Industries, Inc., la cual estaba acoplada al goniémetro.
Una vez realizados estos ajustes, se procedi6 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 grabacién hasta que se
observo que la gota se ha extendido hasta llegar al angulo de contacto en el equilibrio para el liquido
en cuestion. Una vez terminada la grabacion, se retiré la muestra. Las mediciones fueron tomadas en

un rango de temperatura de 22 °C-24 °C.

Fig.3.16. Gonidmetro. Goniémetro modelo 100-07-00 de Ramé-Hart, Inc. acoplado a una fuente de luz de alta

intensidad Fiber-Lite A3200 de Dolan-Jenner Industries, Inc.™
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3.6.5. Caracterizacion de las nanofibras de PCL y de las nanofibras compuestas de PCL-SiO,-
CaO—MgO—P205

3.6.4.1. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

La técnica se utilizé para determinar el didmetro de las fibras. Para las mediciones del diametro se

empled el programa ImageJ.
3.6.4.2. Analisis de superficie por medio de angulos de contacto

La técnica se emple6 para determinar la superficie de los andamios con y sin la insercion de las
particulas de biovidrio; para determinar el grado de humectacion entre un liquido (en este caso agua)
con la superficie del andamio en el punto de contacto.
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RESULTADOS Y DISCUCION
4.1. Sintesis y Caracterizacién del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,05

4.1.1. Determinacién del procedimiento experimental para la obtencidn del biovidrio SiO,-CaO-

MgO-P,0s muestras piloto

El biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s5 se obtuvo en dos etapas, la primera corresponde a una etapa en la
gue se buscé el procedimiento experimental que mas se ajustara a la obtencién de nanoparticulas del
biovidrio y que a su vez presentara una de las caracteristicas principales que es la amorficidad. Se
consultaron tres fuentes de informacién® " *? donde cada una de ellas definié una procedimiento
experimental (dichos procedimientos se ajustaron lo mas cercano posible a lo citado en las

referencias).

Cabe destacar que durante los experimentos para la obtencion de cada muestra, se presentaron
proyecciones en la reaccion emitiendo gas de NO,, esto se atribuye a que la reaccién de hidrolisis es
exotérmica y al empleo de HNO; concentrado (65% v/v) el cual hacia que la hidrolisis fuera muy
rapida y como consecuencia de ello la gelacion del material también era demasiado rapida, esta
gelacion rapida obstruia el movimiento de la barra magnética durante la agitacion y por ende al
adicionar el &cido se concentraba solamente en una parte (la distribucién del acido no era muy

homogénea) favoreciendo a que se dieran las proyecciones.

A continuacion se muestra la tabla 4.1 en donde se cita en orden descendiente la adicion de los
reactivos; asi como los diferentes tratamientos térmicos a los que se sometieron cada una de las

muestras.

Tal y como se observa en la tabla 4.1 no hay diferencias significativas en cuanto a las temperaturas
gque se emplearon para los procesos de envejecimiento ~60°C, secado ~150°C y estabilizacién
700°C; solo hay diferencia en el tiempo de reposo el cual es mas largo para la muestra con un 13%
mol de MgO que es de 7 dias (las otras dos muestras son de 3 dias) y en el orden de adicion de los

reactivos.
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Tabla 4.1. Resumen de condiciones de sintesis del Biovidrio.

%Mol | Orden en que | Observaciones | 1° 2° 3°
de se agregan | durante la | Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
MgO | los reactivos | reaccion térmico térmico térmico
(°C/Tiempo) | (°C/Tiempo) | (°C/Tiempo)
Ca(NOs3),'4H,0 | Mezcla en
reposo por 3 |74°C/3dias | 143 °C/ 2|700 °C/ 3
23 % dias (s6lido dias dias
Mg(NOs),-6H,0 | Proyecciones amarillento)
violentas
H,0 Emisiones de
TEOS NO,
TEP
HNO; Conc.
Ca(NOs3),'4H,0 | Mezcla en
reposo por 7 |80°C/3dias | 164 °C/ 2|700 °C/ 3
13 % dias (so6lido dias dias
Mg(NOs),-6H,0 | Proyecciones amarillento)
violentas
TEOS Emisiones de
TEP NO,
H,0
HNO; Conc.
TEOS Mezcla en
reposo por 3| 77 °C/3dias | 160°C/ 21700 °C/ 3
3% dias (so6lido dias dias
HNO; Conc. Proyecciones amarillento)
Agitacion Emisiones de
TEP agregado | NO;
lento (15 min)
Ca(N03)2'4H20
Mg(N03)26H20

La informacién de la literatura consultada no permite saber si el tiempo de reposo de la mezcla sea
una variable que determine que el producto final sea un materia amorfo o semicristalino; a pesar de
ello dados los resultados obtenidos por DRX para las muestras piloto y las cinco muestras finales, se
observa que dicho tiempo de reposo aparentemente no presenta una influencia en la formacién de la
cristalinidad en las muestras, ya que, en la sintesis de las cinco muestras finales el tiempo de reposo
fue constante para esas cinco muestras (cinco dias de reposo) donde solo tres de esas muestras (16,
8 y 5% mol MgO) fueron 100% amorfas. También se observé que el orden de adicion de los reactivos

no influia en la sintesis de los biovidrios, pues en todos los casos se obtuvo el producto deseado.

Es necesario aclarar que la ruta que involucra la formacion de especies cristalinas o amorfas a partir

de las especies condensadas desde la solucion acuosa de las sales inorgénicas esté influenciada por
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el pH de la mezcla, el incremento de la temperatura o cambio en los estados de oxidacién de los

elementos participantes.®

La determinacién del procedimiento experimental para la obtencion del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s
se hizo a partir de los resultados obtenidos por DRX, en los cuales solo se observé una muestra con
un 100% de amorficidad (23% mol de MgO), por tal razon se eligioé este procedimiento para sintetizar
las cinco muestras finales, las cuales se mencionaran mas adelante; a este método se le denomino

método normalizado.
4.1.2. Andlisis por difraccion de rayos X (DRX) de las muestras piloto

De las muestras preparadas durante la fase de “pruebas piloto” solamente dos de las muestras
presentaron cristalinidad, las que contienen un 3 % y 13% mol MgO y que pueden observarse en las
figuras 4.2 y 4.4 respectivamente. Cabe recordar que el objetivo de esta primera fase experimental
fue determinar el procedimiento experimental a través del cual se obtuvo un biovidrio amorfo, por lo
gue la muestra que contiene un 23 % mol de MgO, es la que nos permitié definir el procedimiento
experimental con el cual se obtuvieron el resto de las composiciones ya que esta muestra presento
un 100% de amorficidad fig. 4.1.

Inicialmente se atribuia que esta diferencia entre la cristalinidad de las muestras 3% y 13% mol MgO
respecto al 100% de amorficidad de la muestra 23% mol MgO era debido al tiempo de reposo de las
muestras ya que algunos autores® atribuyen la formacién de zonas cristalinas al tiempo de reposo;
pero los resultados obtenidos con las cinco muestras finales por el método “normalizado”
demostraron que en este caso no fue asi ya que se presentaron zonas cristalinas en dos de las
muestras finales 3% y 13% mol MgO, donde el tiempo de reposo fue constante para las cinco

muestras finales (cinco dias); estos resultados se comentan mas adelante con detalle seccion 4.2.4.2.

Una vez definido el procedimiento experimental se obtuvieron por segunda vez biovidrios que
contienen 3 y 13 % mol de MgO, pero con el método con el cual se obtuvo una masa amorfa. Los

resultados se analizaron por DRX (seccién 4.2.4.2).

En el caso de la muestra al 23% mol MgO, presento que el 100% de la muestra es amorfa.
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Fig. 4.1. Difractograma de la muestra piloto 23% mol MgO. La estructura es completamente amorfa.

La muestra con un 13% mol MgO presento un 81% de biovidrio amorfo, mientras que el 19% restante
corresponde a un material cristalino. Este material cristalino es silicato de calcio magnesio

CasMgSiz0;,, enstatita MgSiOz y 6xido de silicio SiO,.
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Fig. 4.2. Difractograma de la muestra piloto 13%mol MgO. Un 81% amorfo y 19% material cristalino.

Cuando se analiza la composicion de la zona cristalina de esta segunda muestra se obtiene el

difractograma mostrado en la figura 4.3.
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13% mol MgO
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m\-ﬁ-hlg-! -File: F-VBMg-1-sraw- Type: 2ThiThlocked - Start 10000 - End: 70,002 * - Step: 0.017 * - Step time: 519, 5 - Temp. 25*C (Room) - Time Sladed 10 s-2-Theta: 10.000 * - Theta 50
Operations: Impart
[#100-034-1350 (@) - Cslcium Megnesium Silicate - CaGwgSi3012 -WL 1 5406 - Orhorhombic - a 10.78500 - b 1883800 - ¢ 650800 - alpha 50,000 - beta 30,000 - gamma S0000 - 138343 -F30= 2
(W01 -073-1937 (C) - Enstatite - MgSiO3 -WL: 1.5406 - Grihorhombic - 21821100 - b 881000 - c 520300 - alha 30,000 - beta 80,000 - ganma 90 000 - Primifive - Pbea (61) - 16 - 634764 - IcPDF
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Fig. 4.3. Las tres estructuras cristalinas presentes en el biovidrio piloto 13% mol MgO. Azul: silicato de calcio

magnesio CasMgSizO1,, rojo: enstatita MgSiO; y verde: 6xido de silicio SiO,.

La presencia de sodio dentro de la composicion del biovidrio se atribuye a una contaminacion del
material ya que este elemento no fue incluido en la sintesis de biovidrio pero que esta presente en la
fase cristalina. Esta contaminacién posiblemente se dio en la sintesis del biovidrio ya que en todos los
casos las cinco muestras finas obtenidas por el método “normalizado” se empled un vaso de vidrio,
donde el Na puedo provenir de este medio. A pesar de ello el Na no es considerado un elemento
nocivo para medios biologicos. La siguiente tabla muestra la diferencia estructural y composicional del
biovidrio que contiene un 13 % mol de MgO, cuando se utilizan dos métodos diferentes para su
sintesis.
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Tabla 4.2. Fases cristalinas presentes en las muestras 13% mol MgO. Se muestran el porciento de cristalinidad

y amorficidad de las muestras con un 13 % mol de MgO piloto y cuando es obtenida por el método normalizado

(resultados obtenidos por el método normalizado seccion 4.2.4.2 fig.4.23).

Método % de % de Cristales Formula
zonas cristalinidad presentes condensada
amorfas
Silicatos de CasMgSizO;,
Calcio y
Piloto 81 19 Magnesio
Enstatita MgSiO;
@]
Eritrita
Oxido de silicio SiO,
Rankinita Ca;Si, 04
Normalizado 71 29 Afwillita Ca3(SiO30H),2H,0
Grumantita NaSi,O4(OH)-H,O

La muestra con un 3%mol MgO presento una amorficidad del 61.5% y el restante 38.5% corresponde

a un material cristalino. Solo presento una fase cristalina la cual es larnita Ca,SiO,.
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Fig. 4.4. Difractograma de la muestra piloto 3% mol MgO. Con 61.5% de biovidrio amorfo y 38.5% material

cristalino.
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A continuacién se muestra el difractograma para la muestra 3% mol MgO de la larnita.

3% mol MgO
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Fig. 4.5. Difractograma de la estructura cristalina presente en el biovidrio piloto 3% mol MgO. Rojo: larnita
Ca,SiO,.

En la tabla 4.3, se muestra el porciento de cristalinidad y amorficidad que presentan las muestras de
biovidrio obtenidas muestra piloto y por el método normalizado con un 3 % mol de MgO, asi mismo,

se muestra el tipo de zonas cristalinas presentes de cada muestra.
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Tabla 4.3. Fases cristalinas presentes en las muestras 3% mol MgO. Se muestran el porciento de cristalinidad y
amorficidad de las muestras con un 3 % mol de MgO piloto y cuando es obtenida por el método normalizado

(resultados obtenidos por el método normalizado seccion 4.2.4.2 fig.4.25).

Método % de zona % de Cristales Formula
amorfa cristalinidad presentes condensada
Piloto 61 38.5 Larnita Ca,(Si0y)
Normalizado 51.1 48.9 Wollastonita CaSiO;
Silicato de
Sodio Magnesio Na,MgSiO,

4.1.3. Analisis de las muestras piloto por MEB del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0Os antes y

después de la molienda mecénica

Para determinar el tamafio de particula de los biovidrios se realizé un andlisis por MEB; esta
determinacion se llevé a cabo posterior a la estabilizacion a 700 °C de cada una de las muestras, se
observa mas adelante, que el didmetro de particula oscila entre los 476 nm y los 539 nm; estos
didmetros de particula resultan desproporcionados respecto al diametro de la fibra que se propuso
obtener, en donde el diametro debe variar aproximadamente de 100 nm a 400 nm, razén por lo cual

se realizé una molienda mecéanica con un molino de bolas para reducir el tamafio de particula.

A continuacion se presentan las microfotografias de las muestras sintetizadas a través de diferentes
métodos, tal y como se ha referido anteriormente (antes de la molienda). Estas muestras, a las que

hemos denominado muestras piloto contienen 23%, 13% y 3 % en mol de MgO en el biovidrio.
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Fig. 4.6. Micrografias por MEB de la muestra 23%mol MgO antes de la molienda mecanica. En esta muestra se
obtuvo el menor valor de desviacion estdndar 112 nm a comparacion de las otras dos, lo que implica que el
tamafo de particula es mas uniforme que las otras muestras. Se observan demasiados aglomerados de
particulas de didmetros pequefios (en comparacion con la muestra 13% mol MgO). El promedio de tamafio de

particula es de 539 nm.

En la microfotografia de la muestra 13% mol MgO fig. 4.7 (a), se observa que se han obtenido
particulas con una gran variedad de diametros, que pueden ir desde los 100 nm hasta aglomerados
de 1 um. Esta situacién se confirma en la figura 4.7 (b), en la misma imagen puede observarse que
hay un proceso en desarrollo el cual consiste en la formacién de aglomerados tendenciales a formar

esferas dando solidos extremadamente porosos.

E— lpm  IIM-UNAM
X 10,000 10.0kV LABE  SEM WD 7.6mm

lpm  IIM-UMAM
X 25,000 10.0kV LAEE SEM WD 7.6mm

Fig. 4.7. Micrografias por MEB de la muestra 13% mol MgO antes de la molienda mecanica. En esta muestra se
obtuvo el menor tamafio de particula con un promedio de 476 nm, a pesar de ello el valor de la desviacion
estandar es algo grande 207 nm. Se observa el curso de la formacion de aglomerados de particulas de

diametros pequefios (posiblemente menores a 100 nm).
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Para el caso de la muestra que contienen 3 % mol de MgO, en la fig. 4.8 (a) se observan
aglomerados mayores a 3 um, sin embargo, es visible que estas macroparticulas estan formadas por
una gran cantidad de particulas cuyo diametro es mucho menor. La figura 4.8 (b) muestra una
ampliacion de una de las macroparticulas, es posible observar que en realidad se trata de un
aglomerado de varias particulas cuyo didametro no sobrepasa los 100 nm. En la fig. 4.8 (c) se pueden
observar diversas particulas de un tamafio variado, sin embargo, predominan particulas alrededor de
los 500 nm, la presencia de las zonas cristalinas no se observaron en ninguna muestra, pero se

obtuvo una imagen de un cristal en una de las muestras finales 8% mol MgO fig. 4.9.

— ipm  IIM-UNAM I 1pm TTIM-UNAM
X 10,000 10.0kV LABE  SEM WD 10 . 2mm X 25,000 10.0kV LABE SEM WD 10 . 2mm|

) -
— 1pm  IDM-UNAM — ipm  IIM-UNAM
10.0kV LABE SEM WD 10 .Z2mm)| X 10,000 10.0kV LABE SEM WD 10.2mm|

Fig. 4.8. Micrografias por MEB de la muestra 3% mol MgO antes de la molienda mecanica. Las particulas
obtenidas tiene un diametro de 502 nm la desviacion estandar es mayor 213 nm en comparacion a la muestra
23% mol MgO. También se observa aglomerados de particulas de diametros pequefios hasta 100 nm ay b. Las

imagenes de (c) y (d) muestran particulas con cortes mas geométricos.
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— lpm IIM-UNAM
10.0kV LABE SEM WD 7.6mm

Fig.4.9. Micrografia por MEB donde se muestra la estructura de un cristal. Muestra 8% mol MgO donde se

aprecia un cristal presente en la muestra, se observa como una masa continua (sin poros) y geométrica.

Debido a que no se tenia el tamafio deseado de las particulas para su insercion en las fibras de PCL
se procedi6 hacer una prueba en el molino de bolas con las muestra 23% mol MgO con la finalidad de
reducir el didmetro promedio de los aglomerados, las condiciones de la molienda fueron 40 min a 150
rpm empleando balines de 6xido de zirconio de ~2 mm de didmetro; se logré reducir el tamafio de

particula de 539 nm a 360 nm a estas condiciones.

— ipm  ITM-UNAM
X 10,000 10.0kV LABE  SEM WD 7. 6mm

— 1pm IIM-UNAM
X 10,000 10.0KV LABE  SEM WD 7. 6mm

Fig. 4.10. Micrografias por MEB de la muestra 23% mol MgO después de la molienda mecéanica. Se observo
gue después de moler la muestra en un molino de bolas se logré reducir el tamafio de particula donde

inicialmente se tenia un promedio de 539nm hasta llegar a los 360nm y con una desviacion estandar de 168nm.
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Las particulas de biovidrio son altamente porosas. La geometria de los poros puede ser variada como
lo muestra la fig. 4.11. En ella es posible observar que los poros pueden ser abierto o cerrados, poros
penetrantes 0 no penetrantes segun sea si pasan de lado a lado la particula, incluso se pueden

encontrar poro en “forma de botella”.

Poros cerrados

Poros abiertos Poros no

penetrantes

Poros en
forma de
“botella”

Poros
penetrantes

Fig. 4.11. Diagrama de la porosidad de los biovidrios. El diagrama muestra los diferentes tipos de poros que se

pueden encontrar en una particula de biovidrio.

El tamafio de poro esta definido por la etapa en la cual se encuentra el proceso solgel sea formacion
del gel, secado, estabilizacion y sinterizacion; en este caso los biovidrios obtenidos pueden presentar
un amplio intervalo en el tamafio de poro, tamafio que va desde el tamafio atébmico hasta el
milimétrico, el tamafio de poro obtenido implican didmetros que van hasta los 2 nm que dan lugar a
los microporos, poros con diametros que van de los 2 a los 50 nm conforman los mesoporos y los
macroporos se pueden considerar si su didmetro es mayor a los 50 y hasta 1000 nm."” por tal razén,
al final de la estabilizacidbn nos encontramos con una serie de aglomerados cuya porosidad se puede
suponer hasta los mesoporos de acuerdo a las imagenes obtenidas por SEM, fig.4.8 ay b.

4.1.4. Andlisis de la muestra piloto 55Si0,-16Ca0-23Mg0O-6P,0s por MET después de haberse
sumergido en aguay DMEM

Las imagenes se tomaron en campo claro y campo obscuro después de haber sumergido la muestra
23% mol MgO; se escogié esta muestra porque presento un 100% de amorficidad en comparacién
con las otras dos muestras piloto, y dado que se queria analizar la formacion de la hidroxiapatita en
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funcién del tiempo, esta muestra era la adecuada para el andlisis. Dicha muestra se sumergié en
agua desionizada durante (27.5, 96 y 169.5) horas y (25 y 164.5) horas en DMEM (de las siglas en
inglés: Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium; medio de Eagles modificado por Dulbecco; el cual
contiene aminodcidos y vitaminas, asi como la adicion de antibi6ticos). A continuacion se presentan

los resultados:

En la muestra a 27.5 horas en agua desionizada se encontré mas facilmente particulas cristalinas
presentes en la muestra a comparacion de las otras dos muestras que fueron sumergidas en agua
desionizada; la parte cristalina corresponde en campo claro fig. 4.12 b al area mas brillante, esta zona
cristalina posiblemente sea hidroxiapatita; mientras que el area mas borrosa corresponde a la zona

amorfa del material; en el caso de campo obscuro no se distingue bien ambas zonas fig. 4.12 a.

Zona amorfa

Zona cristalina

Fig. 4.12. Imagenes por MET de la muestra 23% mol MgO, sumergidas en agua desionizada a 27.5 horas. a)

Campo obscuro. b) Campo claro.

A pesar de que la muestra de 96 horas estuvo mas tiempo sumergida en agua desionizada fue mas
dificil encontrar particulas con cristalinidad; estas particulas casi no presentan cristalinidad como se
puede observar en las siguientes imagenes fig. 4.13 a y b, pues no hay una zona muy brillante que lo

indique.

Fig. 4.13. Imagenes por MET de la muestra 23% mol MgO, sumergidas en agua desionizada a 96 horas. a)

Campo obscuro. b) Campo claro.
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La muestra con 169.5 horas se observd presencia de cristalinidad alrededor de las particulas de

biovidro fig. 4.14 b, se encontraron mayor cantidad de particulas con criatalinidad que en las otras dos

muestras.

Zona amorfa

Zona cristalina

Fig. 4.14. Imagenes por MET de la muestra 23% mol MgO, sumergidas en agua desionizada a 169.5 horas. a)

Campo obscuro. b) Campo claro.

En cuanto a las muestras sumergidas en DMEM se observé que a 25 horas practicamente habia muy
poco porcentaje de zona cristalina en las muestras fig. 4.15 b.

Zona amorfa

Zona cristalina

Fig. 4.15. Imagenes por MET de la muestra 23% mol MgO, sumergidas en DMEM a 25 horas. a) Campo

obscuro. b) Campo claro.

La muestra a 164.5 horas en DMEM presento una menor cantidad de zona cristalina que la muestra
anterior, donde practicamente toda la zona es amorfa; por lo cual se concluye que se requiere de un
mayor tiempo de contacto entre el material y el DMEM pues practicamente no hay un gran diferencia
respecto a la otra muestra como se esperaba; los resultados se muestran a continuacion donde

apenas se puede observar algunos puntos brillantes (zona cristalina) en la muestra.
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Zona cristalina

Fig. 4.16. Imagenes por MET de la muestra 23% mol MgO, sumergidas en DMEM a 164.5 horas. a) Campo

obscuro. b) Campo claro.

4.2. Obtencién de diferentes composiciones del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,Os variando la
concentracién %mol del MgO

4.2.1. Rendimiento del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s
Se realiz0 la sintesis de cinco muestras de biovidrio donde se varid la composicion en %mol de MgO.

Tabla 4.4. Composiciones de las cinco muestras de biovidrio mas la muestra piloto 23% mol MgO.

SiO, | CaO | MgO | P,Os
%mol | %mol | %mol | %omol
55 16 23
55 21 16
55 26 13
55 31 8
55 34 5
55 36 3

DO O|O|OO

El rendimiento obtenido fue alto para la mayoria de las muestras, en un intervalo de 77%-94%.
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Tabla 4.5. Rendimiento de las cinco muestras de biovidrio mas la muestra piloto 23% mol MgO.

Rendimiento
23% mol MgO 77.9%
16% mol MgO 93.9%
13% mol MgO 94.1%
8% mol MgO 78.9%
5% mol MgO 91.4%
3% mol MgO 84.8%

4.2.2. Molienda ultrasénica del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

Una vez que se obtuvieron y estabilizaron los biovidrios se procedié a la reducciéon del tamafio de
particula. Para ello se dispuso de una molienda mecanica, los resultados obtenidos muestran que el
tamafio de particula no es el deseado 360 nm ya que este didmetro resulto grande para los objetivos
de esta tesis en relacion al diametro de las fibras que se deseaba obtener de PCL, razon por la cual

se probé la molienda ultrasénica cuyos resultados se comentan a continuacion.

La molienda ultrasénica se realizé con un medio dispersante en donde el liquido de dispersion fue
N,N-dimetilformamida DMF. Tal y como se mencioné en la parte experimental, al final de la molienda
se evapor6 la DMF quedando unas particulas sélidas con una apariencia fisica: como si las mismas
hubieran adsorbido humedad y de color grisaceo. El motivo por la cual se utiliz6 DMF es porque la
PCL es parcialmente soluble en este disolvente y dado que al inyectar al sistema de electrohilado
PCL-DMF-DCM-Biovidrio se trataba del mismo disolvente por lo cual se consideré que no habria
problemas. Sin embargo, las particulas de biovidrio adquirieron un tono gris durante la molienda
ultrasénica e incluso este tono no desaparecié después de realizar la evaporizacion del medio

dispersante a 170 °C (por arriba del punto de ebullicion del DMF el cual es de 153°C).

A continuaciéon se muestran los andlisis realizados por microscopia electrénico de barrido (MEB) se
observo que el disolvente quedo atrapado entre los poros del material (ya sea una union fisica o bien
mediante interacciones de fuerzas electrostaticas entre el material y el biovidrio) ya que el material no
se observa como un solido en forma de particulas si no una fase continua del material (ver Fig. 4.17 a

y b) y a su vez porosa.
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— 10pm IIM-UNAM ) — 10pm  IIM-UNAM
10.0kV LABE SEM WD 7.6mm X 10.0kV LABE SEM WD 7.6mm

Fig. 4.17. Micrografias por MEB comparacion de la molienda ultrasonica con la molienda mecénica. a)
Micrografia de la muestra 13% mol MgO (muestra final) posterior a la molienda ultrasoénica; se observa que el
material no es un solido en forma de particulas si no presenta una fase continua. b) Micrografia de la misma

muestra posterior a la molienda mecénica.

En la micrografia anterior se aprecia que el material es altamente poroso e incluso se observan poros
de alrededor de 10 um, esto posiblemente se deba a que el biovidrio al ser sometido al haz incidente
de la técnica MEB para su andlisis, este haz al presentar una alta energia evaporo el disolvente que

se encontraba adsorvido y absorbido en el material dejando asi esta porosidad.

Este resultado no es favorable para obtener tamafios de particulas menores a 400 nm; por lo cual fue

necesario volver a emplear la técnica de molienda mecéanica.

4.2.3. Andlisis por Microscopio electronico de barrido (MEB) biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

antes y después de la molienda mecéanica

Se realizo el analisis por MEB para determinar el tamafio de particula; el tamafio de particula varia en
cada muestra pero se observa que el intervalo es de 1000nm a 400nm; por lo cual se hizo una

molienda mecénica con un molino de bolas para determinar si el tamafio se reducia.

Para determinar el diametro de particula se realizé el célculo de las particulas mas esféricamente
homogéneas y de aquellas que no se observaban como aglomerados, ya que estos son los que
presenta un mayor diametro debido a que son justamente aglomerados de particulas mas pequenfas.

La tabla 4.7 muestra los valores del diametro de particula obtenidos los cuales son un promedio. Las
condiciones de la molienda fueron en la muestra 8% y 23% a 150 rpm durante 40 min y las muestras
restantes a 300 rpm durante 60 min. A las muestras con excepcion de la de 23% se les realizar6 un
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tamizado pasando por dos tamices diferentes con diametros de 0.14 mm y uno de diametro de malla

intermedio a 0.14 mm y 0.02 nm.

Tabla 4.7. Tamafio de particula del biovidrio de las muestras finales.

Muestra Diametro | Desviacion Diametro de Desviacion
de estandar particula estandar
particula (nm) después de la (nm)
antes de molienda (nm)
la
molienda
(hm)
23% mol MgO 539 112 360 168
16% mol MgO 971 362 174 39
13% mol MgO 426 182 281 86
8% mol MgO 381 132 49 19
5% mol MgO 1081 378 160 41
3% mol MgO 666 307 357 102

A continuacion se presentan unas micrografias de la muestra 8% mol MgO antes y después de haber
realizado la molienda mecéanica donde podemos observar la méaxima reducciéon del didmetro de
particula que se obtuvo de las muestras de los biovidrios, pasando de un promedio de 381 nm (antes
de la molienda) a 49 nm (después de la molienda).

Aun se puede apreciar los aglomerados los cuales se han reducido de tener aglomerados con mas de
3um de didmetro (es el caso de la muestra piloto 3% mol MgO fig. 4.18 a antes de la molienda
mecanica) a tener aglomerados que oscilan en su mayoria en 1um (fig. 4.18 b).

¥ 1,000

Fig. 4.18. Micrografia por MEB de la muestra piloto 3% y 8% mol MgO antes y después de la molienda

mecanica respectivamente. a) Micrografia de la muestra piloto 3% mol MgO antes de la molienda mecanica
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con un promedio de particula de 381 nm y una desviacién estandar de 132 nm. b) Micrografia de la muestra
8% mol MgO después de la molienda mecanica; con un promedio de particula de 49 nm y una desviacion
estandar de 19 nm. A comparacién con las demas muestras, ésta muestra presenta el menor valor de

desviacion estandar. Se observaban aglomerados de particulas de diametros pequefios.

4.2.4. Resultados de la caracterizacion de diferentes muestras de SiO,-CaO-MgO-P,0s cuando

se varia la concentracion en % mol del MgO

4.2.4.1. Andlisis de Infrarrojo por transformada de Fourier (IRTF) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-
P20s

Se observaron las bandas de las interacciones Si-O-Si correspondientes a la red de SiO,, las cuales
se traslapan con las bandas de las tensiones asimétricas de las interacciones P-O debido a que estas
se presentan practicamente en el mismo intervalo de longitud de onda (1000cm™-800cm™)."® Las
tensiones asimétricas para Si-O-Si se encuentran alrededor de 1025 cm™, mientras que los hombros
presentes en la zona del 920 cm™ son atribuidos a los enlaces Si-O no enlazantes, es decir, a las
interacciones Si-O-Ca o Si-O-Mg.?” La tensién simétrica para el enlace Si-O-Si se asocia a la banda
en 894 cm™ y las vibraciones de flexion del enlace Si-O-Si se encuentran alrededor de 450 cm™;

mientras que los picos alrededor de 550 y 600 cm™ corresponden a la tension del enlace P-O.

10— e ek =Gy i Flexign O-5i-0
b 31.
S\GE 23% mol MgO asimétrica 1021.1 453
601 $i-0-5i, P-O 1
1003~ ST ooyt = Flexion 0-5i-0)
i ension
| 16% mol MgO asimétrica s
307 5i-0-5i, P-O
100 e B T Tension P-0
1 ension
| 13% mol MgO asimeétrica
oeT §i-0-5i, P-O Flexién O-5i-0
E ek \
804 Tension
6[-‘:: 8% mol MgO asimétrica
1 5i-0-5i, P-0 0-5i-0
100+ Tension P-O
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. 15% mol MgO asimeétrica
504 5i-0-5i, P-O Flexion O-5i-0
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Fig. 4.19. Espectro de infrarrojo de diferentes composiciones del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s sintetizados por

la técnica solgel. Donde se observan las tensiones asimétricas de los enlaces P-O y Si-O-Si entre 1000 cm™-
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800 cm™, alrededor de 920 cm™ Si-O no enlazantes, tension simétrica Si-O-Si en 894 cm™, flexion del enlace Si-

O-Si alrededor de 450 cm™ y entre 550 cm™-600 cm™ la tensién del enlace P-O.
4.2.4.2. Analisis por difraccion de rayos X (DRX) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

Las muestras con un 16%, 8% y 5% mol MgO fueron 100% amorfas fig. 4.21; esto posiblemente se
deba a la rapidez con la que fueron sustraidas del tratamiento térmico, ya que un enfriamiento lento

de las muestras puede favorecer la formacion de estructuras cristalinas.

La muestra con un 13 % presento un 29% de cristalinidad y el correspondiente 71% es masa amorfa
tal y como se puede observar en la figura 4.22 mientras que la muestra 3% mol MgO fig 4.24

presentd un 48.9% de cristalinidad y un 51.1% de zona amorfa.

23% mol MgO
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Fig. 4.20. Difractograma de la muestra piloto 23% mol MgO es 100% amorfa.
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Las muestras no presentaron difraccion cristalina

‘
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Fig. 4.21. Difractogramas de las muestras16%, 8% y 5% mol de MgO. Las muestras con la composicién 16%,

8% y 5% mol de MgO presentaron un 100% de amorficidad.
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Fig. 4.22. Difractograma de la muestra 13% mol MgO.

Algunos autores han atribuido la formacién de zonas cristalinas al tiempo de reposo de la muestra’®®;

pero en nuestro caso parece contradictorio ya que a pesar de que el tiempo de reposo se varid
durante la busqueda del mejor procedimiento experimental para la obtencion de las cinco muestras
finales de biovidrio (procedimientos realizados en las muestras piloto, ver seccion 4.1.1 y tabla 4.1) en
estas cinco muestras finales se mantuvo constante ese tiempo de reposo, el cual fue de cinco dias.
Por lo cual se concluye que la presencia de zonas cristalinas debe estar ligada a alguna variable que
impacta el proceso y que no es precisamente el tiempo de reposo que se da a la muestra. Dado que
las zonas cristalinas estan ligadas fuertemente a los cambios de temperatura y rapidez de
calentamiento y enfriamiento es necesario que en estudios posteriores se revise la rapidez de
enfriamiento de la muestra después de haber logrado la estabilizacién a 700 °C; asi como analisis de
difraccibn de rayos X en experimentos donde se realice la variacion del tiempo de reposo
(considerando un secado posterior al material) para descartar o bien confirmar la presencia de zonas

cristalinas (o formacion de zonas cristalinas) atribuidas al tiempo largo de reposo.

69



Posteriormente se analiza la zona cristalina de ésta muestra a través del difractograma mostrado en
la fig. 4.23.

13% mol MgO

80

Lin{Counts)

60 —

l‘u' || ik |

=¥

2-Theta - Scale
FIMGE - File: F-MGE-2RAM - Type: ZTHT hlocked - Stert: 1.990 ° - Erck £9.990 ° - Step: 0,020 ° - Step time: 1.25- Temp.: 25°C Room) - Time Statted: 05~ 2-Theta 1.990° - Thetst 0.995° -CH: 0
Operations, Background 0457 0,000 | Background 0.000,0.000 | lmport
(] -076-0623 (C) - Rankinite - Ca3Si207 - wWL: 1.5406 - Monoclinic - 8 10.60000 - b 8592000 - ¢ 7.59000 - alpha 90.000 - beta 119.600 - gamma 90000 - Primitive - P21/a (143 - 4 - 648 657 - IcPDF
[#]00-029-05330 () - Afwdlite - C a3(SI030H)2-2H20 -viL: 1.5406 - Monodinic - & 16.27100 - b 563260 - ¢ 13.23700 - alpha 90000 - beta 134 .900 - gamma 90,000 - Bass-carterad - Co (9)- 4 - 55931
[#]00-042-1331 ) - Grumartite - NaSi2040OHH20 -WWL: 1 5406 - Ortharhombic - 2 16.00000 - b 18 24000 - ¢ 718000 - alpha 90.000 - bets 50,000 - gamma 90.000 - Face-cartered -F (0)- 16- 208

Fig. 4.23. Las tres estructuras cristalinas presentes en el biovidrio 13% mol MgO. Rojo: rankinita CasSi,O, azul:
afwillita Cas(SiOs0H),-2H,0, y verde: grumantita NaSi,O4(OH)-H,0.

Los resultados mostraron la presencia de diversas fases cristalinas. La rankinita es un dimero de
silicatos de calcio cuya férmula condensada es CasSi,O;, cuyo peso molecular es de 288.40 g/mol
formado a partir de 41.3 % mol de SiO, y 58.4 % mol de CaO, contiene grupos sorosilicatos Si,O-, y
generalmente no adiciona aniones. También se encuentran cristales de afwillita que es un silicato
hidroxilado e hidratado de calcio. La estructura molecular corresponde a un neosilicato con tetraedros
aislados de silice y cationes en coordinacién seis o0 mayor. Suele tener entre sus impurezas al
magnesio, su formula quimica corresponde a Cas(SiO3;0H),-2H,0. Este mineral puede generar tres

enlaces puentes de hidrégeno con el agua.””*®
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También se encuentra la grumantita cuya férmula condensada corresponde a NaSi,O4(OH)-H,O. Es

un mineral que esta compuesto por un 67.44 % mol de SiO,, un 17.39 % mol de Na,O y un 15.17 %

mol de H,O. Es un silicato capaz de formar enlaces puentes de hidrogeno en el interior de su

estructura.
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Fig 4.24. Difractograma de la muestra 3% mol MgO.

El difractograma correspondiente a la fig. 4.25 se comparé en la seccién 4.1.2 tabla 4.3.
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Fig. 4.25. Las dos estructuras cristalinas presentes en el biovidrio 3% mol MgO. Rojo: wallastonita CaSiOs y

azul: silicato de sodio magnesio Na,MgSiO,.

Por otra parte en la fig. 4.26 muestra el porciento de cristalinidad en las muestras que contienen una
concentracion de % mol de MgO de 3 y 13 respectivamente. Tal como puede observarse, ambas
muestras se han obtenido con el método normalizado, sin embargo la muestra con un 3% mol de
MgO presenta una cristalinidad del 48.9 %, mientras que la muestra que contiene un 13 % mol de
MgO presenta un 29 % de cristalinidad, hay una diferencia de aproximadamente 20 %. Es probable
gue esta diferencia pueda deberse a la presencia de MgO ya que es un compuesto que actllia como

modificador de red y si aumenta su concentracion la cristalinidad de algunas fases disminuye.
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Fig. 4.26. Cristalinidad respecto al porcentaje en mol de MgO. Donde se tiene que las Unicas muestras que

presentaron cristalinidad son 3% mol MgO con un 48.9% y 13% mol MgO con un 29%.
4.2.4.3. Estudios de propiedades térmicas del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s
4.2.4.3.1. Calorimetria diferencial de barrido (CDB) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s5

Las lineas que se observan en el termograma de CDB, fig. 4.27, corresponden a las diferentes
composiciones del biovidrio indicadas en la tabla 4.4, se ha seccionado la figura con diversas
columnas para facilitar su interpretacion indicando las diferentes etapas por las que pas6 cada uno de
los biovidrios que incluyen desde el mezclado de los reactivos hasta el inicio de la etapa de
estabilizacion de dichos biovidrios; es necesario notar que los termogramas obtenidos por CDB
fig.4.27 se realizaron posteriores a la etapa de estabilizacion (700 ° C durante tres dias).

Si consideramos que en las etapas A y B que es a temperatura ambiente a la cual se llevo a cabo la
reaccion y posterior reposo después de terminada la misma, desde el punto de vista de la variacion
de la temperatura puede decirse que no hay cambios, sin embargo en la etapa C (que es cuando el
solgel se lleva a ~70 °C por tres dias) las muestras presentan una absorcion de energia, la cual es

atribuida al desprendimiento de moléculas de agua adsorbidas en los aglomerados.

Durante la etapa D (etapa de secado del material, la cual es ~150 °C durante dos dias) es una etapa
en la que aun podemos tener desprendimiento de agua, la cual proviene de los poros del material,

agua intersticial.

En el intervalo que corresponde 160 °C-210 °C aparecen las primeras sefiales endotérmicas mas
significativas, las cuales son atribuidas a reacciones de condensacion de los grupos silanol (-Si-OH)
superficiales de las particulas fig. 4. 28 a, donde el producto de la reaccién es agua; esto se confirma
con la forma en que se presentan los picos ya que se observan las sefiales con mas de 10 °C de

ancho en vez de picos agudos Yy bien definidos. En un segundo intervalo de temperatura 370 °C-410
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°C se observan las segundas sefales endotérmicas significativas las cuales son a tribuidas a
reacciones de condensacion de los grupos silanol fig. 4.28 b, la diferencia entre las primeras y
segundas sefiales depende de la estructura de los enlaces siloxano en el material fig. 4.28. Algunos
autores®* asocian estas sefiales a desprendimientos de (NO3), ya que estos se descomponen
alrededor de 350 °C-400 °C, pero debido a que en el espectro de infrarrojo no se observan las
sefiales correspondientes al grupo nitro (en 1400 cm™), se considera que los residuos de nitrato se

descompusieron en su totalidad durante el proceso de estabilizacion del material.
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Fig. 4.27. Termograma por calorimetria diferencial de barrido. Los picos corresponden a reacciones de
condensacion de los grupos silanol superficiales de las particulas, donde se observan basicamente en dos

intervalos de temperatura uno entre 160 °C-210 °C y el otro en 370 °C-410 °C, esto se debe a un diferentes

arreglos de enlaces siloxano en el biovidrio.
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Fig. 4.28. Reacciones de condensacion de los grupos silanol. a) y b) reacciones de condensacion de los grupos

silanol presentes en la estructura del biovidro de los diferentes arreglos de los enlaces siloxano. 2]

4.2.4.3.2. Analisis termomecénico (ATM) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

A través de esta técnica es posible determinar algunas propiedades de interés para los biovidrios aqui
estudiados, tales propiedades son temperaturas de cambios de fase, anisotropia, propiedades
elasticas de las muestras, resultados de los ensayos de comprension-dilatacion, coeficientes de
expansion térmica y determinacion de temperaturas de transicion vitrea (T,). En la siguiente figura se
muestra el termograma correspondiente a cada una de las muestras estudiadas en este trabajo
(ATM).

ATM

23% ol MgO $7) .46 °C
wod E— T o
\
16% mal MgO 189.1 °C

15% mol MgO  600.62 *C \
\
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Fig. 4.29. Termograma por ATM. A partir del analisis del ATM se determiné la T, (temperatura de transicion

vitrea).
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O’Donnell y colaboradores han propuesto que es posible correlacionar la temperatura de transicién
vitrea (T4) de los vidrios bioactivos con su composicion molecular, basado en un método iterativo del
Método de los Cuadrados Minimos (MCM). G. Hill y D. Brauer muestran que la T4 es un parametro
importante que esta en funcién de la separacion de fases, los efectos estructurales locales y la
concentracion de los diferentes componentes (6xidos intermedios), los cuales pueden cambiar la
estructura en la red molecular del biovidrio y que probablemente este impactando el valor de la T, del
biovidrio. En este caso el CaO y el MgO como modificadores de red van a modificar la estructura
creada por el SiO; y P,Os tal y cdmo se ha explicado anteriormente.

La T, es un parametro muy importante caracteristico de los biovidrios que se puede medir
directamente, en este caso por ATM, y a través de su valor se evalia en forma indirecta la
conectividad de red en cada una de las composiciones de los biovidrios aqui estudiados. La
conectividad de red esta relacionada directamente con la capacidad que muestran los biovidrios para

disolverse.

A partir de la ecuacién que propone O Donnell para biovidrios con diferentes 6xidos como parte de su

composicion se determind teéricamente la T4 de los biovidrios que aqui se trabajan.

T,(°C) = A + B[Si0,] + C[Na,0] + D[Ca0] + [Sr0] + G[MgO] + H[K,0] + I[B,05] +

Es necesario aclarar que los sumandos F[SrO], G[Na,O], H[K,0O], I[B.O3] y J[CaF,] valen cero por no

encontrarse en la muestra. Por lo tanto, la expresion aqui usada es la siguiente:
T,(°C) = A + B[Si0;] + C[CaO0] + E[P,05] + F[MgO]........ccoooiiiiiii (4.2)

La tabla 4.8 muestra los valores de la T, calculada con la expresion 4.2 a la que se le ha denominado

T, tedrica y se compara con la T, experimental, valor obtenido por ATM.

Es probable que en cada una de las concentraciones exista una separacion de fases en funcion de su
composicion quimica, y dado que la concentracion de P,Os es menor a la de SiO,, ambos
considerados como formadores de red aunque las fases formadas por ortofosfatos de calcio se
encuentre como fases de menor cantidad dispersa en la fase formada por el SiO,. La separacion de
fases tiene gran importancia cuando se emplea la ecuacién propuesta por O"Donnell para hacer una
prediccion tedrica del valor que va a tener la T4 en cada composicion quimica del biovidrio ya que
este modelo no aplica para dos valores separados de T4 Hay estudios que muestran que cuando

ocurre lo anteriormente dicho®®, el biovidrio presenta dos valores de T4, sobre todo en vidrios que
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tienen una gran separacion entre la T4 y la temperatura de cristalizacion (T). Por lo tanto, se puede
considerar que los biovidrios en realidad son materiales compuestos de dos fases, fase fosfato y fase
silicato y que la T4 corresponde a la T de una de las fases donde posiblemente el otro valor de T, se
traslape con el valor de la temperatura de cristalizacion T.. Sin embargo, en el presente trabajo solo
se observa un valor de la T4, que bien podria corresponder a la fase silicato, mas que a al material

total (las dos fases fosfato y silicato ya que la fase fosfato se encuentra en menor proporcion).

Tabla 4.8. Comparacion de la T, tedrica con la T4 experimental.

Muestra T, Tedrica Ty Experimental Diferencia (°C)
(°C) (°C)

23% mol MgO 690.28 573.66 116.62
16% mol MgO 711.35 589.85 121.5
13% mol MgO 720.38 600.62 119.76
8% mol MgO 735.43 593.85 141.58
5% mol MgO 744.46 - -

3% mol MgO 750.48 603.32 147.16

Se observa que el valor experimental difiere mucho del valor tedrico en aproximadamente 130 °C; sin
embargo, presenta una tendencia donde a mayor contenido de MgO la T, disminuye, estos resultados

43 441 este hecho es también evidente cuando se

coinciden con los encontrados por otros autores
observan los resultados propuestos por el modelo de O'Donnell, tabla 4.8; esto debido a que la
adiciéon de Mg al material genera un debilitamiento de la estructura, pues es un modificador de la red,
por lo cual tiene un impacto significante en las fuerzas de enlace de la red Si-O-Si generando como
resultado nuevos enlaces Si-O-Mg dentro de la estructura, los cuales son mas débiles, por lo tanto la
T, disminuye!*® ** ** aunque otros autores*” atribuyen esta disminucion de la T4 a la disminucion

inducida de la viscosidad por el MgO.
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Fig. 4.30. T4 contra %mol MgO, comparacion de los valores experimentales obtenidos y los calculados.

A continuacion se comenta el coeficiente de dilatacion lineal (a) de los biovidrios. Cabe destacar que
el a no solamente depende de la naturaleza de los 6xidos que conforman a cada uno de los
biovidrios, también depende del porciento de cristalinidad que tiene cada una de las muestras, del
tipo de cristales contenidos en las muestras, y desde luego del porcentaje de material amorfo y de su
respectiva porosidad. Los resultados que a continuacion se muestran contienen todos los factores
aqui mencionados. M. Magallanes-Perdomo y colaboradores™! al analizar las propiedades térmicas
de biovidrios que contienen cierta concentracion de MgO y obtenidos por el método de fundicién
emplearon una formula lineal para calcular los valores teéricos presentando una ecuacion en funcion
de la concentracibn molar del MgO presente en las muestras. La ecuacion propone resultados
aceptables para intervalos de temperatura entre 50 °C y 600 °C. En nuestro caso, al aplicar esta
ecuacion se advierte que los biovidrios se sometieron a calentamientos por arriba de los 600 °C

donde a se presenta por debajo de esta temperatura.
@50-600°c(CC™1) = 13.31(F0.2) — 0.12(F0.2)X oo eiieeiee e (4.3)

Los resultados se muestran en la tabla 4.9, tal y como puede observarse, el comportamiento tedrico
es diferente al experimental. Para el caso tedrico hay un ligero incremento de a al disminuir la
concentracion de MgO; mientras que el comportamiento experimental pareciera tener una tendencia

contraria donde a mayor concentraciéon de MgO mayor valor del coeficiente.
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Tabla 4.9. Valores del coeficiente de dilatacién lineal (o) en funcién de la composicion del biovidrio.

Muestra Coeficiente de Coeficiente de
dilatacién a (um/m°C) | dilatacién a (um/m°C)
experimental tedrico
23% mol MgO 14.7 10.55 x 10°
16% mol MgO 6.7 11.39 x 10°
13% mol MgO 12.3 11.75 x 10°
8% mol MgO - 12.35x 10°
5% mol MgO 2.9 12.71 x 10°
3% mol MgO 6.1 12.95 x 10°

y=0.4772x+ 2.6484

Coef vs %mol MgO

y=-0.12x+13.31

R?=0.5291 & Experimental Tedrico R?=1
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Fig. 4.31. Coeficiente de dilatacion lineal contra %mol MgO, comparacién de los valores experimentales

obtenidos y los calculados.

A partir del analisis ATM se obtuvo los valores de coeficiente de dilatacion lineal (tabla 4.9 y fig. 4.31),
donde se observa que este valor incrementa a mayor concentracion %mol de MgO; a mayor valor del
coeficiente, el material presenta una mayor dilatacién; por lo cual un aumento de la concentracion del
MgO modifica las propiedades mecanicas del material, haciendo que incremente la dilatacion del

mismo.
4.2.4.3.3. Analisis por termogavimetria (ATG) del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s

En termograma (Fig. 4.32) indica que desde el inicio en la mayoria de las muestras hay perdida de
humedad, donde ninguna tuvo pérdidas importantes mas alla de los 200 °C; por debajo de los 100 °C
se tiene perdida de agua adsobida (en la superficie del material), entre 150 °C-200 °C corresponde al

agua absorbida (en los poros del material), asi como la eliminacion de agua por reacciones de
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condensacion de los grupos silanol superficiales (Fig. 4.28 a) y en 400 °C hay perdida de agua por
reacciones de condensacion (Fig. 4. 28 b).

TGA
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Fig. 4.32. Analisis termogavimétrico.

A continuacién se muestra el porcentaje de masa perdida por cada muestra de biovidrio.

Tabla 4.10. Porcentaje de masa perdida en los biovidrios SiO,-CaO-MgO-P,0s después de analisis

termogavimétrico.

Biovidro Porcentaje en masa perdido
23% mol MgO 5.4%
16% mol MgO 4.27%
13% mol MgO 0.67%
8% mol MgO 6.11%
5% mol MgO 2.87%
3% mol MgO 0%

4.3. Analisis de superficie del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s con respecto a la dentina en un
molar por MEB

A continuacion se muestran imagenes en microfotografia de las muestras con un 13 % mol de MgO
antes de ser colocadas en forma de pasta para la obturacion del tercer molar. Como puede
observarse, hay presencia de nanoparticulas de biovidrio, las cuales ya fueron analizadas
anteriormente fig. 4.33 (ver seccion 4.2.3).
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Fig. 4.33. Micrografias por MEB de la muestra 13% mol MgO después de la molienda mecéanica y antes de
someter el material en un medio biolégico. a) Muestra una serie de aglomerados con diametros de hasta 1 pum,

b) una ampliacién de la misma.

Por otro lado, la fig. 4.34, muestra la mezcla compacta de biovidrio y agua una vez que fue colocada
en la cavidad dental y después de 14 dias en presencia de agua en contacto con la dentina y
posiblemente algunos componentes biolégicos propios de la estructura molar como lo es el colageno.

En la fig. 4.34 a se observa en que el biovidrio compacto dentro de la cavidad dental después de 14
dias muestra una fisura en la dentina de la estructura dental y no en la interfase dentina biovidrio, lo
gue es evidencia de que en la mezcla de biovidrio hay una fuerte presencia de enlaces quimicos
entre las particulas, tal que, no hay falla mecanica por esfuerzos cortantes en la masa del biovidrio
(durante la toma de muestra para su analisis), ni siquiera en la interfase con la dentina, esta ultima
afirmacion confirma la presencia de enlaces quimicos entre los componentes del biovidrio y la
dentina. La fig. 4.34 b muestra un acercamiento del biovidrio en la frontera con el esmalte, tal como
puede observarse, hay una serie de circulos negros en los aglomerados del biovidro; estos circulos
negros posiblemente sean poros en el material (los mas obscuros y con cierta profundidad), mientras
que en la fig. 4.34 ¢ se observan estos mismos circulos negros y con profundidad pero también otros
“orificios” parecieran formar parte de otra fase, tal como se confirma en la fig. 4.34 d; esta fase se
formo durante el tiempo en que la mezcla de biovidrio permanecio en el interior de la cavidad dental
en presencia de fluidos acuosos.
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Fig. 4.34. Micrografias por MEB de la muestra 13% mol MgO después de ser sometida en un medio biolégico
(molar). a) Muestra el rompimiento de la dentina ante un esfuerzo cortante. b) La generacion de poros en la
frontera con la dentina dichos poros estan presentes en cada aglomerado del biovidrio ¢ y d) la mayoria de
ellos forman parte de una fase diferente formada durante la permanencia del biovidrio en el interior de la

cavidad dental.

Con la finalidad de confirmar lo anterior a continuacién se muestra un analisis elemental por DRX
asociado al MEB para ello en la fig. 4.35 se muestra el resultado del analisis en una zona en donde
hay solamente biovidrio. Como puede observarse en la fig. 4.35 b hay presencia de Ca y P asociada
a la hidroxiapatita formada en la superficie de las particulas de biovidrio.
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Fig. 4.35. Andlisis del biovidrio por MEB y DRX. a) Biovidrio en la cavidad dental. b) Su composicion elemental.

Para confirmar lo anterior se repitié el andlisis en otra region del biovidrio colocado en la cavidad
dental y el resultado de su analisis elemental. De nuevo se confirma la presencia de Ca y P, pero
ademas se destaca la presencia de Mg y O y en menor cantidad la de Na. Respecto a la presencia de

Na es necesario recordar que el biovidrio fue colocado en un sistema bioldgico el cual suele estar

presente.
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Fig. 4.36. Segundo analisis del biovidrio por MEB y DRX. Se repite el andlisis elemental por DRX en el biovidrio
colocado en la cavidad dental. a) Imagen por MEB del biovidrio dentro de la cavidad dental b) Andlisis por DRX

de la muestra donde se observa la presencia de Ca, P, Mg, Nay O.

Se analiz6 por DRX la dentina del molar. Como puede observarse en la fig. 4.37, el resultado no
muestra la presencia de grandes cantidades de P, Mg, Na pero si grandes cantidades de Ca y O,
componentes fuertemente ligados con la HA de la dentina altamente hidratada.
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Fig. 4.37. Andlisis por MEB de la dentina del molar. a) Fotografia por MEB de la dentina. b) El resultado por

DRX muestra la presencia de Ca y O ligados con la hidroxiapatita hidratada de la dentina.

Posteriormente se decidié analizar las dos fases identificadas en el biovidrio, el resultado del analisis
de la fase continda muestra gran cantidad de Ca y poca cantidad de P, Mg, Na, O en la superficie de
la muestra, lo que habla de la existencia de un biovidrio que no se ha disuelto, es decir, que el
intercambio de iones no se ha dado de forma completa y a su vez genere un nueva fase en la

superficie del biovidrio (hidroxiapatita u otra fase cristalina que genere la formacién de la misma).
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Fig. 4.38. Analisis elemental realizado en la fase continGia del biovidrio. a) Fotografia obtenida por MEB de la
fase continua del biovidrio en el molar. b) El analisis por DRX muestra la presencia de P, Mg, Na en la superficie
en poca cantidad y grandes cantidades de Ca.

Ahora se procede a analizar la fase dispersa, es decir la parte de materia formada en el interior de los
poros, cabe sefalar que dicha fase en algunos poros se desprendid, o bien se disolvié en el medio.
Los resultados del andlisis por DRX muestra una gran cantidad de P, Cay O lo que habla de un gran

intercambio idnico entre el material y el medio.
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Fig. 4.39. Andlisis por DRX en la fase no continta del biovidrio. a) Fotografia de biovidrio por MEB b) Analisis

elemental por DRX muestra que la masa formada en el interior de algunos poros hay gran liberacién de iones.

Una de las propiedades de la bioactividad de los vidrios es su habilidad para reaccionar
guimicamente con fluidos como el agua o un fluido corporal. L. Hench propuso un proceso para

explicar la bioactividad que se puede resumir en los siguientes puntos.®”

i. Rapido intercambio de los iones alcalis con H;O" de la solucién en este caso el agua.

ii. Disolucién de la red molecular de los vidrios y formacion de grupos silanol.

iil. Condensacion y repolimerizacion de la capa rica en SiO, que se encuentra en la superficie.

iv. Migracion de los grupos Ca*" y PO,* a la superficie a través de una capa rica en SiO, dando

lugar a la formacion de una capa rica en CaO-P,0s en la superficie de la muestra.
V. Cristalizacion de la pelicula amorfa de CaO-P,0s.

Otro aspecto a resaltar es que la formacion de mesoporos es atribuida a una distribucion al azar de
modificadores de red (CaO y MgO) con respecto a los formadores de red (SiO, y P,Os). La presencia
de cationes (Ca®" y Mg®") en el vidrio causa una discontinuidad de la red en el vidrio a través del
rompimiento de los enlaces Si-O-Si. Como consecuencia, los oxigenos no enlazados son liberados.

La textura de la superficie esta determinada por la cantidad de componentes en el vidrio.*"

Cabe mencionar que este comportamiento se ha presentado cuando las particulas de biovidrio se han
dispersado con agua e introducido en una cavidad dental, dando como resultado la formacion de una
capa de hidroxiapatita (o un precursor de ella) en la superficie e incluso formando poros. Bajo esta
consideracién se puede pensar que tratandose de particulas con diametros menores a 500 nm el

comportamiento es el mismo. Por lo que si particulas con diametros menores a 100 nm se introducen
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en nanofibras PCL estas tendran el mismo comportamiento siempre y cuando estén en contacto ya

sea con agua o con fluidos corporales.

4.4. Andamios de poli(e-caprolactona) con biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s obtenidos por la
técnica de electrohilado

4.4.1. Andlisis por microscopio electronico de barrido (MEB) del biovidrio en las fibras de

poli(e-caprolactona)

Se obtuvieron andamios por electrohilado considerando una concentracion de 4%-6% m/m del
biovidrio respecto a la masa de la poli(e-caprolactona). Cabe mencionar que en dichos andamios de
PCL-biovidrio, ha variado la composicion quimica del biovidrio en funcién de la concentracion de MgO
presente en la composicion ya que los andamios se realizaron con las diferentes muestras de

biovidrio.

Se obtuvieron los mejores resultados a las condiciones de 13 KV, 39% humedad, temperatura de
28.5 °C, 25 cm de distancia del colector a la aguja, 5% m/m de biovidro respecto a la masa de PCL y
con una rapidez de flujo de 0.5 mL/h; donde se observé una mayor cantidad de particulas de biovidrio
en las fibras (Fig. 4.40).

Este andamio muestra una gran cantidad de particulas que quedan fuera de las nanofibras, el
diametro es muy variado. El resto de los andamios presentan caracteristicas parecidas cuando la
PCL es cargada con biovidrio cuya composicion se diferencia por que la concentracion de MgO varia
enun 3,5,8,13 y 16 % mol de MgO.

Fig. 4.40. Micrografia del andamio poli(e-caprolactona) con biovidrio 3% mol MgO. Con un didmetro promedio

de fibra de 543 nm y una desviacién estandar de 112 nm.
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En la tabla 4.11 Se muestran las condiciones en las que se han obtenido los andamios con biovidrio
a través de la técnica de electrohilado. Donde se mantuvo constante la concentracién de la poli(e-
caprolactona) al 12% m/v respecto a los disolventes presentes en la mezcla. La relacion de
disolventes utilizados fue DCM/DMF 4:1. La distancia del colector a la aguja fue de 25 cm vy la rapidez
de flujo empleado fue 0.5 mL/h. durante la obtencion de los andamios se ha registrado la temperatura

de trabajo en °C, la humedad relativa (%Hr), asi como la diferencia de potencial.
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Tabla 4.11. Condiciones de los andamios obtenidos a distintas condiciones con y sin insercion de biovidrio por la técnica de electrohilado. Los

valores presentados como + en el diametro de fibra no es un valor de incertidumbre, si no la desviacion estandar.

Condiciones | Electrohilado con biovidrio | Electrohilado con biovidrio | Electrohilad Electrohilado con Electrohilad Electrohilado de solo PCL
16%mol de MgO 13%mol de MgO 0 con biovidrio 5%mol de MgO o con
biovidrio biovidrio
8%mol de 3%mol de
MgO MgO
%m/m de 6 4 4 5 0
biovidrio
Temperatura 24 27.2 23 23 28 30 31 31 27 30 29 27 26 27 28.5 29 18 19 20 18 19
(°C)
Humedad % 31 42 31 31 40 40 40 40 43 42 42 43 42 42 39 38 45 46 46 59 61
Voltaje (KV) 13 14 15 16 13 14 15 16 13 14 13 14 15 16 13 14 13 14 15 16 17
Promedio del 509 558 569 606 1129 110 781 787 687 615 494 514 611 532 543 510 - - - - -
diametro de 4
fibra/ + + + + + + + + + + + + + + +
desviacion +
estandar 384 118 294 302 270 368 257 153 298 131 106 272 126 112 129
(nm) 316
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4.4.2. Andlisis del didmetro de fibra en los andamios obtenidos por la técnica de electrohilado.
Histogramas

16% mol MgO

Se observa que a mayor voltaje hay una tendencia a presentar didmetros de fibra menores, aunque
en la muestra hilada a 16 KV presenta un predominio a valores entre los 500 nm-600 nm en
comparacion con las otras muestras que andan en un rango de 150 nm-500 nm, podemas atribuir que
la muestra al momento de hilarse presento un incremento en la humedad del 42% y temperatura (27

°C) mientras que las otras se hilaron al 31% (y 23 °C-24 °C).
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Fig. 4.41. Histogramas de la muestra 16% mol MgO. a) 13 KV, 24 °C y 31% de humedad. b) 14 KV, 27.2 °C y
42% humedad. C) 15 KV, 23 °C y 31% humedad. d) 16 KV, 23 °C y 31%humedad. e) 17 KV, 23.5 °C y 31%

humedad.

13% mol MgO

Podemos observar que a mayor voltaje hay una disminucion en la obtencién de fibras con mayores

diametros, pues se llega a reducir de 1.9 um hasta 1.1 um. A pesar de ello hay un predominio en

rango de 650 nm-1.1 um del didmetro de fibra en las cuatro muestras. El incremento en el voltaje

hasta 15 KV en el andamio aparecen fibras con didmetros uniformemente distribuidos; a su vez esta
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muestra junto con la de 16 KV se observa que comienzan aparecer fibras con menores didmetros en

una cantidad mas considerable que las otras dos muestras (13 KV y 14 KV).
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Fig. 4.42. Histogramas de la muestra 13% mol MgO. a) 13 KV y 28°C. b) 14 KV y 30 °C. c) 15KV y 31 °C. b) 16

KV y 31 °C.Todas se hilaron a un 40% de humedad.

8% mol MgO

En esta muestra observamos que el incremento de voltaje favorece a que tengamos una mayor

cantidad de fibras con didmetros menores ya que a 13 KV el valor menor oscila entre los 400 nm,

pero al incrementarlo a 14 KV comenzamos a tener fibras con diametros entre los 200 nm.
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Fig. 4.43. Histogramas de la muestra 8% mol MgO. a) 13 KV, 27 °C y 43% de humedad. b) 14 KV, 30 °Cy 42%
humedad.

5% mol MgO

Se observa, como en el caso anterior, que al aumentar el voltaje se tiene un mayor porcentaje de
fibras con diametros menores, a pesar de ello el promedio se mantiene en un rango de 320 nm- 680
nm, en el caso de la muestra hilada a 16 KV se logré reducir el rango de 350 nm-630nm; una
disminucion en la temperatura y humedad favorecié ésta tendencia ya que para la muestra a 13 KV a
20 °C y 42% de humedad se tiene un rango de 400 nm-680 nm.
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Fig. 4.44. Histogramas de la muestra 5% mol MgO. a) 13 KV, 29 °C y 42% de humedad. b) 14 KV, 27 °C y 43%
humedad. C) 15 KV, 26 °C y 42% humedad. d) 16 KV, 27 °C y 42% humedad.

3% mol MgO

Se observa que a 13 KV predominan las fibras con diametros entre los 300 nm-700 nm, pero si se

incrementa el voltaje (14 KV) se tiene el mismo intervalo pero con un porcentaje mayor de fibras en

ese rango (300 nm-700 nm).
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Fig. 4.45. Histogramas de la muestra 3% mol MgO. a) 13 KV, 28.5 °C y 39% de humedad. b) 14 KV, 29 °C y
38% humedad.

4.4.3. Mediciones de 4ngulo de contacto

La energia de superficie de un sélido se puede determinar a través de la medicion de los angulos de
contacto. En este caso, se midié el angulo de contacto utilizando agua deionizada cémo liquido de
prueba, tal y como puede observarse en la figura, el dangulo de contacto resulta ser de 121° a

temperatura ambiente. Lo cual refleja el caracter hidréfobico de la PCL.

Fig. 4.46. Medicion de angulos de contacto. Se muestra una gota de 8 pL de agua deionizada sobre la
superficie de un andamio de PCL-biovidrio. Las imagenes son representativas de todos los casos aqui

estudiados.

Generalmente, se ha considerado que el angulo de contacto en avance (©,) refleja mejor las
propiedades de superficie estudiadas que el angulo de contacto en retroceso (O©r) cuando se trata de
superficies hidrofébicas. El angulo de contacto en avance (©,), se ha medido sobre una superficie
altamente porosa, sin embargo, el liquido aparentemente se comporta como si la superficie de PCL
fuera homogénea desde el punto de vista de la rugosidad o porosidad existente, cuando en realidad
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la existencia de poros tiene cierta influencia sobre el angulo de contacto. En este caso, se puede
considerar que la porosidad del andamio es mas pequefio de lo esperado, ya que no fue un factor
que determinara el valor del &ngulo de contacto.

Por otro lado, el angulo de contacto es altamente dependiente de la temperatura. En este caso los
resultados muestran valores del angulo de contacto obtenidos entre 22 °C y 24 °C tal como se
muestra en la tabla 4.12, los resultados del angulo de contacto son mayores a 123°, por lo que las
superficies se mantienen con un caracter de hidrofobico. Los parametros que involucran la adhesion
celular son la rugosidad superficial, el efecto del campo eléctrico, la composicién quimica y la
hidrofobicidad e hidrofilicidad de la superficie; a pesar de ello estas propiedades van a depender del
tipo de células con las que se trabaje ya que teniendo la misma superficie en el biomaterial hay una
diferente respuesta celular; esta respuesta han sido observada por dos tipos de células; ciertos
materiales parecieran ser biocompatibles con un tipo de célula pero el otro tipo no los tolera®": en
este caso, los resultados muestran una superficie altamente hidrofébica por lo que no se descarta una
respuesta favorable en pruebas in vitro. A pesar de ello los fibroblastos (células mas abundantes en la
pulpa dentaria; las cuales producen las fibras de la colagena de la pulpa, degradan el colageno por lo
cual son responsables del recambio del colageno y son particularmente abundantes en la zona rica
en células; ademas de que estan involucradas en los procesos de reparacién o de naturaleza
inflamatoria del tejido conectivo) han mostrado una mejor respuesta a la adherencia y proliferacién en

los materiales con una moderada hidrofilicidad.®"

Los biovidrios, se caracterizan por tener superficies hidrofilicas, por lo que cuando se cargan las
nanofibras con particulas del biovidrio, nos encontramos con que si la concentracion de biovidrio se
incrementa, entonces la energia de superficie del material obtenido va a disminuir, es decir,
tendriamos un valor de angulo de contacto menor que cuando solo se tienen las nanofibras con PCL.
Sin embargo, aqui no es el caso, ya que la cantidad de biovidrio que se carga a las fibras de PCL a
pesar de ser constante y considerando que lo que cambia es la concentracion de MgO en la masa del
biovidrio es muy dificil tener un control de cuantas particulas estan dentro y fuera de las fibras del

polimero™™ ver fig. 4.47 ay b.
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Fig. 4.47. Micrografias por MEB de los andamios 16% mol MgO y 3% mol MgO comparacién. a) Micrografia del

andamio poli(e-caprolactona) con biovidrio 16% mol MgO hilado a 14 kV, en esta muestra se obtuvieron la
menor cantidad de particulas de biovidrio insertado en las fibras de PCL. b) Micrografia del andamio poli(e-
caprolactona) con biovidrio 3% mol MgO hilado a 13 kV, en esta muestra se obtuvieron los mejores resultados

con la mayor cantidad de particulas insertadas.

Suponiendo que la concentracion de MgO presentara una modificacion de las propiedades
superficiales de las fibras, se puede observar que esto no ocurre asi. Aun cuando se esta cambiando
la concentracién de MgO en el biovidrio que es cargado en las fibras de PCL, el angulo de contacto

no presenta grandes variaciones.

De lo anterior se puede deducir que la energia de superficie del andamio compuesto por PCL-
biovidrio no presenta variaciones debido a que la concentracién de particulas de biovidrio es de poco
impacto. La composicién misma del biovidrio tampoco tiene implicacion alguna en el valor del angulo
de contacto. Se puede decir, también que la porosidad del andamio no impacta el resultado. Estos

resultados coinciden con los obtenidos por A. K. Bassi y colaboradores!*®.,
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Tabla 4.12. Angulos de contacto obtenidos en cada muestra de electrohilado de los andamios.

Condicion Electrohilado con biovidrio | Electrohilado con biovidrio | Electrohilad Electrohilado con Electrohilad Electrohilado de solo PCL
es 16%mol de MgO 13%mol de MgO o con biovidrio 5%mol de MgO 0 con
biovidrio biovidrio
8%mol de 3%mol de
MgO MgO
Voltaje 13 14 15 16 13 14 15 16 13 14 13 14 15 16 13 14 13 14 15 16 17
(KV)
Temperatu 22 22 22 23 24 24 24 24 24 22 23 22 22 22 23 23 22 22 22 22 22
ra (°C)
Angulo de 122° | 129° | 124° | 125° | 140° | 126° | 123° | 125° | 119° | 114° | 127° | 122° | 121° | 121° | 122° | 123° | 110° | 117° | 120° | 124° 117°
contacto
+43 | 4.1 | +23 | 24 | £75 | 452 | 42 | #4.1 | +65 | +4.1 | £33 | #5.7 | 25 | +4.6 | £25 | +3.9 | 9.3 | #3.6 | +25 | +1.6 +2.5
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CONCLUSIONES
Se definié el método més adecuado para la sintesis de las cinco muestras de
biovidro SiO,-CaO-MgO-P,0s mediante la técnica solgel
Se logro6 reducir el tamafio de particula del biovidrio SiO,-CaO-MgO-P,0s hasta un
minimo de 49nm + 19nm (desviacion estandar) mediante la molienda mecénica.
Los resultados de los analisis de calorimetria diferencial de barrido indican que el
MgO tiene un impacto en las propiedades térmicas del material donde a mayor
concentracion de éste 6xido mayor valor en el coeficiente de dilatacion.
Los resultados por termogavimetria indican que no hay pérdidas importantes de
masa en el material, ya que este porcentaje es minimo en la mayoria de los casos;
lo cual habla de una gran resistencia quimica del material con respecto al aumento
de la temperatura.
La formacion mayoritaria de una estructura cristalina (hidroxiapatita o un
precursor) debe ser mayor a los 7 dias donde el material fue sumergido en DMEM.
Se observo la formacion de una estructura cristalina (hidroxiapatita o un precursor)
después de estar en contacto con un medio biolégico (el molar) donde se aprecia
una gran actividad de intercambio de iones. Las pruebas realizadas al colocarse el
biovidrio en la cavidad molar mostré que este puede adherirse eficientemente a la
estructura dental gracias a la formacion de la hidroxiapatita (o su precursor).
Se logro insertar particulas de biovidrio en la matriz de fibras poliméricas de poli(e-
caprolactona) teniendo el mejor resultado a las condiciones de electrohilado 13 KV
28.5 °C, 39 Hr y 5% m/m de biovidro.
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RECOMENDACIONES

Disefiar una metodologia para la reduccion de aglomerados en la sintesis de
biovidro por solgel; ya que mediante ésta técnica si se obtiene particulas de
tamafio nanométrico pero con una gran cantidad de aglomerados que suelen tener
un diametro en el rango de las micras.

Explorar la molienda ultrasénica con un “disolvente” (medio dispersante) menos
polar capaz de disolver el polimero; para asi posteriormente emplearse para una
disoluciéon del polimero-biovidrio para la sintesis de los andamios mediante el
electrohilado; se sugiere hacer pruebas con ciclohexano o benceno como
“disolvente” en el caso de la PCL.

Hacer las pruebas bioldgicas correspondientes con los andamios de PCL-biovidrio
y comparar los resultados obtenidos con el biovidrio insertado en un molar.

A pesar de que se obtuvieron buenos resultados con la insercion de particulas de
biovidrio, se deben realizar mas pruebas con el electrohilado; ya que es dificil
tener un control de la cantidad de particulas que quedan insertadas en las fibras
de los andamios.

Realizar pruebas de biocompatibilidad y crecimiento celular tanto con los biovidrios

como con los compositos (andamios).
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