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Resumen

En el presente trabajo se reporta la sintesis y la caracterizacién fisicoquimica e in
vitro, de la sintesis de fosfatos de calcio y la fabricacién de espumas para su posible

uso como andamios porosos en la regeneracion Osea.

En este trabajo de investigacion, se usé una nueva composicion quimica aplicada en
la sintesis quimica de fosfatos de calcio a partir de cascaras de huevo y acido fos-
forico a diferentes molaridades. Por otro lado, se analizé con difraccion de rayos X y
Microscopia electronica de barrido la composicion quimica del biomaterial difasico
obtenido por el método de sintesis quimica, cuyas fases cristalinas fueron las del
[-fosfato tricalcico y la de la hidroxiapatita. En comparacion, los resultados de las
pruebas in vitro en saliva artificial a diferentes tiempos mostraron resultados prom-

etedores con respecto al tiempo de disoluciéon del biomaterial.

Asi mismo, el método de sintesis quimica usado en el biomaterial en este trabajo es
un método sencillo, que permitié ser un aspecto que se tiene que resaltar al igual
que debido a que se usé cascaras de huevo como precursor para la formacién del
fosfato difasico el proceso fue atin mas sustentable, sin dejar de lado los resultados
de la biocompatibilidad del biomaterial, reduciendo la posibilidad de riesgo de que

el implante sea rechazado o tenga efectos negativos en el paciente.

La fabricacion de los andamios formados a partir del fosfato difasico obtenido pre-
viamente, se manufacturé con la ayuda de la tinta a base de fosfatos de calcio
previamente sintetizados, mezclados con ionémero de vidrio y biovidrio base fosfato,
ademas se usaron preformas porosas hechas de acido polilactico los cuales fueron
rellenados con los polvos de fosfato de calcio y posteriormente se llevaron a cabo
tratamientos térmicos tanto para la pirolizaciéon del polimero como para la sinteri-

zacién de los fosfatos de calcio.




Abstract

The present work reports the synthesis, physicochemical and in vitro characteriza-
tion of calcium phosphates and the manufacture of porous scaffolds for their possible

use as porous scaffolds in bone regeneration.

In this research work, a new applied chemical composition was used in the chemical
synthesis of calcium phosphates from eggshells and phosphoric acid at different mo-
larities.

Also, the chemical composition of the diphasic biomaterial obtained by chemical
synthesis method was analyzed with X-ray diffraction and scanning electron mi-
croscopy, which crysralline phases were those of betha tricalcium phosphate and
hydroxyapatite. In comparison the results of in witro tests on artificial saliva at
different times showed encouraging results with respect to the dissolution time of

the biomaterial.

The chemical synthesis method used for the biomaterial in this work is a simple
method, which allowed to be an aspect that has to be highlighted as well as be-
cause eggshells were used as a precursor for the formation of diphasic phosphate the
process was even more sustainable, without neglecting the results of the biocompat-
ibility of the biomaterial, reducing the possibility of the risk of the implant being

rejected or having negative effects on the patient.

The scaffolds manufacture formed from the diphasic phosphate previously obtained,
was made with the help of ink based on previously synthesized calcium phosphates,
mixed with glass ionomer and phosphate-based bioglass, moreover, porous preforms
made of polylactic acid were used which were filled with the calcium phosphate
powders and subsequently thermal treatments were carried out both for the polymer

pyrolysis and for the sintering of the calcium phosphates.




CApriTULO 1

INTRODUCCION-GENERALIDADES

Los materiales han tenido un amplio desarrollo a través del tiempo. El hombre
descubrid, desarrolld y perfeccioné las técnicas que permiten producir materiales
con propiedades diferentes a las que tienen de manera individual, propiciando asi
el uso de materiales en diferentes areas de estudio. El desarrollo de la ciencia de
materiales a través de la historia fue muy lenta, debido al desconocimiento sobre
los materiales, pero gracias al descubrimiento de los rayos X y a su aplicacion, asi
como al descubrimiento de la tabla periddica de los elementos, y el conocimiento de
la estructura cristalina de los materiales fue que esta ciencia se fue desarrollando.
Cuando los cientificos se dieron cuenta de la relacion directa que hay entre las es-
tructuras de los materiales y sus propiedades fisicas, permitieron un rapido avance
en el conocimiento de los materiales.

La ciencia de materiales tiene diversas areas de estudio, el presente trabajo se enfoca
en el area de biomateriales, que son materiales que tienen una contribucién directa
en los seres vivos. Los biomateriales pueden ser de origen natural o sintetizados en
un laboratorio, utilizando componentes metalicos, poliméricos, ceramicos o materi-
ales compuestos. Un biomaterial se define como una sustancia farmacolégica inerte,
que es usada en aplicaciones médicas para ser implantada o incorporada en los sis-
temas bioldgicos, para apoyar, evaluar, tratar, mejorar o reemplazar tejidos, 6rganos

o funciones del cuerpo [11 2, [3].

Las patologias de los huesos, representan un porcentaje importante en las causas de
incapacidad fisica, sin importar la condicién de las personas, es decir edad, estatura,
peso, sexo, etc. Existen diversos factores que pueden causar enfermedades Oseas:
alteraciones genéticas, deficits nutricionales, trastornos hormonales, uso de medica-

mentos y otras sustancias, asi como enfermedades que afectan a los tejidos duros



como la osteoporosis, la enfermedad de Paget, tumores 6seos, osteogénesis imper-
fecta entre otras. En la cirugia de tejidos 6seos como la ortopedia, maxilofacial y
areas dentales; la médula 6sea autdloga recién cosechada es considerada un modelo
para el injerto ¢seo, debido a su rapida integracion 6sea. Sin embargo, el injerto de
hueso autélogo es limitado debido a la morbilidad del sitio donante y a su disponi-
bilidad limitada, por lo tanto, se han tenido que investigar materiales que puedan
utilizarse para ser empleados en la regeneracion de hueso; de ahi que, las ceramicas
sintéticas sean cada vez mas utilizadas como materiales sustitutos de hueso. Los
sustitutos 6seos deben ser biocompatibles y deben ser integrados por los objetos cir-
cundantes. Al mismo tiempo, dada la estructura de los huesos, los implantes tienen
que ser desarrollados con estructuras similares, ya sean como estructuras solidas o
como cementos inyectables, estos implantes pueden ser de materiales poliméricos,
ceramicos, metalicos o compuestos, siempre y cuando logren una interaccion ade-
cuada en el cuerpo en el que sean implantados [4]. Es importante mencionar que los
implantes 6seos son muy caros debido a los materiales con los que son fabricados [5],
es por ello la importancia de desarrollar implantes dseos que sean mas accesibles.

Las cerdamicas de fosfato calcico como la hidroxiapatita (HA) y el fosfato tricdlcico
(TCP) son buenos candidatos para los sustitutos del esqueleto debido a su similitud
quimica con los minerales de la espina dorsal [6]. Por otra parte, los fosfatos de
calcio son sustancias que permiten mantener huesos y dientes sanos. Asi mismo, los
fosfatos de calcio son de especial interés en la biologia y la medicina puesto que su
formacién ocurre dentro de tejidos esqueléticos normales (esmalte dental y hueso) y
en calcificaciones patoldgicas (depédsitos aterosclerdticos, urinarios y calculo dental).
Al principio, los fosfatos de calcio fueron utilizados por F. Albee para el manten-
imiento de hueso, y hasta 1980 se emplearon por Brown y Chow como material
cementante para la osteorregeneracion, donde la morfologia del material cambid, de
estar en forma de bloques y de granulos paso a un estado viscoso, con el fin de
facilitar la implantacion del material a las formas heterogéneas de las lesiones [7].

Por otro lado, la cascara de huevo esta formada en su mayoria por carbonato de
calcio, entre su composiciéon también se encuentra en pequenas cantidades el fosfato

tricdlcico y el carbonato de magnesio [§], es por esto que es considerado una excelente




fuente de calcio. Ademas, el huevo es un alimento que se consume en gran cantidad,
ya que pertenece a los alimentos de la canasta basica de la poblacién mundial y
esto lo hace ain méas viable para la sintesis de fosfatos de calcio. Fosfatos de cal-
cio como la hidroxiapatita (HA) y el fosfato tricalcico (TCP) sinterizados a partir
de cascaras de huevo mostraron una respuesta favorable osteointegrativa. El TCP
es muy utilizado como sustituto de tejidos duros por ser reabsorbible, esta cualidad

ayuda al desarrollo del hueso mientras reabsorbe, dejando atrés solo hueso nuevo [9].

En el presente trabajo se tuvo como objetivo principal obtener espumas hechas de
fosfatos de calcio, que ayuden a regenerar tejido 6seo, haciendo uso de cascaras de
huevo como fuente de calcio para obtener los fosfatos de calcio.

Se realizaron variaciones en porcentaje en peso de acido fosférico y éxido de calcio
sintetizado a partir de cascarones de huevo. Posteriormente se caracterizaron de
manera fisica, quimica e in wvitro los fosfatos de calcio obtenidos. Por tultimo se
fabricaron las espumas a partir de los fosfatos de calcio obtenidos previamente para

aplicaciones en la regeneracion de tejidos dseos.




CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar fosfatos de calcio a partir de cascaras de huevo y acido fosférico para la

fabricacién de espumas solidas con aplicaciones en la regeneracion del tejido dseo.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Sintetizar fosfatos de calcio variando el porcentaje en peso de acido fosférico

y oxido de calcio obtenido a partir la de cascaras de huevo.

e Caracterizar los polvos de fosfato de calcio fisicamente, quimicamente e in

vitro.

e Fabricar y caracterizar las espumas.



CAPIiTULO 3

MARCO TEORICO

Los seres vivos tienen una estructura rigida llamada esqueleto, este a su vez esta
conformado por huesos de diferentes tamanos. El tejido éseo se clasifica en dos
tipos de estructuras, hueso cortical (compacto) y hueso trabecular (esponjoso). Los
huesos cumplen con funciones muy importantes para los seres vivos (vertebrados),
que dependen de las propiedades mecanicas de los materiales que los constituyen.
Cuando se ve afectado alguno de los huesos, el cuerpo trata inmediatamente de
resolver dicho problema; y aunque el cuerpo por si solo hace el proceso de reparacion,
en algunas ocasiones el defecto 6seo es tan grave que llega a superar su potencial y
es necesario encontrar otras formas para resolver dichos problemas y es precisamente

por esto que se recurre a la ingenieria de tejidos.

3.1 HUESOS

El esqueleto humano estd compuesto por 206 huesos [10] [I1], el hueso es un tejido
6seo altamente dindmico y cuenta con un metabolismo muy activo debido a su ex-
celente abastecimiento vascular [12, [I3], tiene una gran estabilidad ante la traccion
y la tension interna del hueso; ademas es muy resistente ante el requerimiento de
torsion, también es importante mencionar que después del esmalte dental el hueso es
la sustancia mas dura del cuerpo [12], su composicion estd formada por hidroxiap-
atita y por proteina de coldgeno [14]. En la se muestra la estructura del
hueso desde la escala macroscépica, hasta la escala molecular, describiendo asi los
componentes del tejido 6seo entre estas escalas [14]. A escala macroscépica se puede
diferenciar entre el hueso cortical (compacto) y el hueso trabecular (esponjoso), al

rededor de ~ 100pum se puede reconocer que el hueso cortical estd compuesto por



sistemas de Havers y el hueso trabecular se encuentra compuesto por trabéculas,
en el rango de entre 50um yh 5um se pueden distinguir los patrones de fibras que
ayudan a distinguir entre el hueso cortical y el trabecular, en el hueso cortical los
conductos de Havers estan recubiertos de fibras que se encuentran en un arreglo
concéntrico donde se encuentran los osteocitos, en cambio al hueso trabecular lo
conforman fibras en forma de red que delimitan cavidades circulares donde se ubica
la médula 6sea [15], a escala nano se pueden apreciar los componentes basicos del
hueso; es decir proteinas, agua, moléculas de coldgeno y minerales [16].

Los huesos estan en constante formacién y reabsorcion, estos procesos son los que
permiten el mantenimiento del volumen 6seo en el esqueleto, que hacen posible la

reparacién de danos tisulares y la homeostasis del metabolismo fosfocélcico.
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Figura 3.1: Estructura del hueso vista desde el nivel macroscépico hasta su estruc-

tura molecular [14].

Los huesos tienen funciones fisioldgicas muy importantes. Dichas funciones dependen
esencialmente de la resistencia del hueso y de su rigidez mecénica. Algunas de las
funciones mas importantes de los huesos son las siguientes [10, 11, [17]:

e Proteccion: Los huesos protegen érganos y sistemas.

e Soporte de cargas.

e Tiene funciones dindmicas: Los huesos actian como palancas en donde se

insertan musculos y tendones.

e Funcionan como depdsitos de sales minerales: El 80% de fésforo y el 90% de

calcio que estan en el cuerpo humano se encuentran en los huesos.




e Funcién hematopoyética: Asi se le llama a la capacidad de formar células

sanguineas (esto pasa al interior del hueso, en la médula 6sea).
e Regulan la respuesta inmune.

e Almacenes de energia: La composicion de la médula ésea amarilla (compuesta
principalmente por células adiposas), permite utilizarse como un acervo en-

ergético.

Las células 6seas (células mesenquimales pluripotenciales indiferenciadas) se encuen-
tran en el tejido 6seo y en el estroma conjuntivo de la médula 6sea, las células dseas
reaccionan a distintas sefiales moleculares que dan inicio a la activacién de diferentes
genes y son capaces de dar origen a cinco linajes celulares distintos: los fibroblastos,

osteoblastos, condroblastos, adipositos y mioblastos [18§].

3.2 REMODELACION OSEA

El proceso de remodelado consiste en la renovaciéon de 5% de hueso cortical y 20%
de hueso trabecular al ano en condiciones normales [I5, 19, 20]. El proceso de
remodelado 6seo se lleva a cabo durante toda la vida de un ser vivo, debido a
la actividad de las células periostales y endostales, dichas células proveen tanto el
proceso del crecimiento de los huesos como el de remodelacién de los mismos [21];
en el caso de los humanos solo hasta la tercera década el balance de remodelado
6seo es positivo. El remodelado éseo consiste en la reabsorcion de una parte de
hueso, que es llevada a cabo por los osteoclastos, asi como la creacion de la matriz
osteoide formada por los osteoblastos y su posterior mineralizacién. Dicho proceso
se lleva a cabo en pequenias areas corticales o de la superficie trabecular, llamadas
unidades basicas multicelulares. En el esqueleto humano existen 35 millones de
unidades basicas multicelulares y cada afio se activan de 3 a 4 millones de estas, por
lo que el esqueleto es renovado totalmente cada 10 anos. En las unidades béasicas

multicelulares, los osteoclastos reabsorben una cantidad de hueso y los osteoblastos
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forman la matriz osteoide y la mineralizan para rellenar la cavidad previamente

creada por los osteoclastos [19].

3.3 REGENERACION OSEA

Se llama osteogénesis u osificacién al proceso de formacién de hueso nuevo. La re-
generacion 6sea produce una respuesta que implica a los vasos sanguineos, las células
y la matriz extracelular [I5]. Aunque es sabido que la matriz ésea y las células del
tejido 6seo son los dos elementos més cruciales involucrados en la formacién 6sea,
los vasos sanguineos juegan un papel muy importante en la regeneraciéon. Cuando se
llega a producir un trauma en el hueso hay una respuesta inflamatoria por parte del
cuerpo humano y un hematoma inicial, con plaquetas, hematies y fibrina, entonces
las células del coagulo liberan interleuquinas y factores de crecimiento, causando
la migracion de linfocitos, macréfagos, precursores de osteoclastos y células mesen-
quimales pluripotenciales. Dichas senales moleculares inician la diferenciacién hacia
células endoteliales, fibroblastos, condroblastos y osteoblastos, originando asi un
nuevo tejido fibrovascular, que tomara el lugar del codgulo inicial [18] .

Las etapas de la osteogénesis que se pueden distinguir por su morfologia involucran
la proliferacién de células osteoprogenitoras, preostoblastos, con una morfologia de
fibroblastos (tienen una alta actividad alcalina) [21] y por su formacién en osteoblas-
tos al ultimo, los osteoblastos se transforman en osteocitos incrustados en la matriz
6sea calcificada [I8]. Todos estos procesos son llevados a cabo por complejas inter-
acciones entre factores de crecimiento, citoquinas y hormonas [15].

La formacion ésea se puede desarrollar por dos métodos:

e La osificacion membranosa endoconectiva o directa: En este proceso el tejido
6seo se origina directamente de una lamina de mesénquima. En el centro de las
laminas de mésenquima aparecen un conjunto de células mesenquimales que
son inducidas hacia osteoblastos y a través de su acciéon de manera concéntrica
se osifican. Hay pocos huesos que se forman de esta manera, por ejemplo los

huesos de la boveda craneal, el hueso maxilar y la clavicula, aunque en estos
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dos ultimos su formacién se da de una manera mixta, es decir, existe una

osificacién membranosa y endocondral.

e La osificacion endocondral: Por este método se desarrolla una plaqueta prim-
itiva de tejido embrionario, esta no se desarrolla directamente del hueso, sino
que aparece una fase intermedia cartilagosa. O sea, se forma una ldmina de
cartilago, puesto que las células mesenquimales se diferencian a condroblastos
a partir de la lamina de cartilago. En los huesos largos cerca de los extremos,
se forman dos centros cartilaginosos de osificacion, estos centros cartilaginosos
también son formados gradualmente hacia las areas centrales del hueso. En
los centros cartilaginosos aparecen osteoblastos que empiezan a osificarla. El

resto de los huesos siguen este proceso de osificacion.

Los tipos de osificacion dependen esencialmente de la produccion de tejido dseo por
parte de los osteoblastos y su remodelacion posterior por parte de los osteoclastos

22] .

Las fases de remodelado éseo son las siguientes [23]:

e Fase quiescente: El hueso se encuentra en reposo (los factores que inician en

proceso de remodelado atin no son conocidos).

e Fase de activacién: Primero se da la activacion de la superficie 6sea, mediante
la retraccion de las células limitantes (osteoblastos maduros elongados que
existen en la superficie enddstica) y la digestion de la membrana endéstica
por accién de las colagenasas. Al quedar expuesta la superficie mineralizada
se produce la atraccién de osteoclastos circundantes procedentes de los vasos

proximos.

e Fase de reabsorcion: Los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral
y a descomponer la matriz osteoide. Este proceso es finalizado por macrofagos

y permite la liberacion de los factores de crecimiento contenidos en la matriz,




principalmente TGF-f (factor de crecimiento transformante /3), PDGF (factor
de crecimiento derivado de las plaquetas), IGF-I y II (factor andlogo a la

insulina I y II).

e Fase de formacion: A la par en las zonas reabsorbidas se produce el fenémeno
de agrupamiento de preostoblastos, atraidos por los factores de crecimiento que
se liberaron de la matriz que actiian como quimiotacticos y ademas estimulan
su proliferacién. Los preostoblastos sintetizan una sustancia cementante sobre
la que se va a adherir el tejido nuevo y expresan BMPs (proteinas morfogenéti-
cas seas) responsables de la diferenciacion. A los pocos dias los osteoblastos
ya diferenciados van a sintetizar la sustancia osteoide que rellena las zonas

horadadas.

e Fase de mineralizacion: A los 30 dias del depésito de osteoide comienza la
mineralizacién que finalizara a los 130 dias en el hueso cortical y a los 90 dias

en el trabecular.

3.4 BIOMATERIAL

Un biomaterial se define como aquel material utilizado para fabricar dispositivos
que se puedan usar para reemplazar una parte o una funcién de una manera segura,
confiable, econémica y fisiologicamente aceptable, los biomateriales permanecen en
contacto de manera permanente o intermitente con los fluidos del cuerpo. Se com-
prenden desde los biomateriales empleados en cualquier tipo de implantes hasta la
fabricacién de instrumentos médicos y quirdrgicos. En ocasiones los materiales de
origen biolégico como la madera, la miel y los huesos también son clasificados como
biomateriales naturales [3]. Los biomateriales tienen composiciones diversas, que
pueden ser en forma de polimeros, cerdmicos, metalicos o compuestos; cada uno de
ellos puede reemplazar 6rganos y tejidos diferentes; todo dependera de la funcién,

la estructura, las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas del tejido a reparar [4].
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Los biomateriales han tenido un gran desarrollo a lo largo de la historia; en la
actualidad se conocen tres generaciones de biomateriales y se estan desarrollando los
de cuarta generacion. La primera generacion se desarroll6 entre los afios 1960 y 1970,
donde los biomateriales consistian en imitar el tejido perdido y era preferible que los
materiales fueran inertes y no interactuaran con la biologia del organismo huésped,
es decir, que fueran “pasivos”. Mientras mas se han comprendido los mecanismos
biolégicos, mayores progresos en el area de biomateriales se han desarrollado que
han permitido tener mejores interacciones biolégicas. Para la segunda generacion de
biomateriales, en los afios 70 con la revolucién de la biologia molecular, los biomate-
riales pasaron de comportarse como materiales “pasivos” a ser materiales bioactivos,
es decir, que pueden interactuar activamente e integrarse con el entorno bioldgico.
Por otro lado, avances en la genémica y proteémica entre los anos 1990 y 2000
tuvieron un gran impacto en el desarrollo de biomateriales. Desde inicios del ano
2000 se desarrollaron los biomateriales de tercera generacién combinando los ma-
teriales bioactivos y los materiales reabsorbibles con los cuales se pudieron activar
genes y estimular la regeneracion de tejido a nivel molecular. Los biomateriales de
tercera generacion implican la adaptacion molecular de microambientes para lograr
respuestas celulares especificas y han demostrado ser muy prometedores. En cuanto
a los biomateriales de cuarta generacién se encuentran en desarrollo de la aplicacion
de nuevas tecnologias, una propuesta es la impresion 3D de érganos y tejidos, asi
como el disefio de materiales que puedan manipular y monitorear senales bioeléctri-
cas celulares (con uso de sensores), y una tercera opcién son los materiales hibridos

(capaces de imitar el microambiente).

Con el fin de llegar al desarrollo de materiales de cuarta generacion se ha estudiado
el comportamiento electrofisiologico de las células y tejidos. Esto ha inspirado al
desarrollo de estos nuevos materiales para ayudar al proceso de regeneracién de
tejidos. Zhou Lei y colaboradores [24], encontraron que las sefiales eléctricas de
la fuerza fisiologica parecen tener un efecto guia, sobre la migracion celular en las
moléculas de curacién de heridas en la cornea y la piel. Es decir; existen senales

bioeléctricas enddgenas que se originan en la actividad de los canales iénicos y las
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bandas en las membranas celulares . Es decir; cada célula del cuerpo
estd rodeada por una membrana plasmatica que contiene proteinas que bombean
iones para generar potenciales de voltaje transmembrana; por lo tanto, todas las
células y tejidos, no solo las neuronas y musculos excitables generan y reciben senales

bioeléctricas en estado estable.

En este sentido, las senales bioeléctricas forman una ruta epigénetica que podria ser
utilizada como una red para comprender y controlar el comportamiento de una sola
célula. Las sefiales bioeléctricas que se originan en la actividad de los canales i6nicos
y las bombas se encuentran como reguladores clave del comportamiento celular y
para controlar el nimero de células (proliferacién y apoptosis), las posiciones (mi-

gracién y orientacién) y las identidades (trayectorias de diferenciacién) [25].

Jg[pade.nuy
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Figura 3.2: Senales bioeléctricas son producidas por las proteinas de un canal iénico

a nivel de células individuales [24].

El objetivo del uso biomateriales siempre ha sido mejorar la salud humana mediante

la restauracién de la funcion de los tejidos y 6rganos vivos naturales del cuerpo; es
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por eso que es esencial comprender las relaciones entre las propiedades, funciones y

estructuras de los materiales biologicos.

Algunos investigadores como Tkada [26], Meyer [27] y Barrere [28], hacen una de-

scripcion de las propiedades que deben tener los biomateriales:

Biodegrabilidad: Se requiere degradacion (mediante hidrdlisis) a velocidades cer-

canas a las requeridas para la formacion (regeneraciéon) de hueso nuevo.
Radiolucidez: Requieren que haya una diferenciacion radiograficamente con respecto
al tejido donde se implanto.

Resistencia y compatibilidad mecanica: Necesita resistir cargas mecéanicas (méddulo

de elasticidad, resistencia a la traccion, a la fractura, a la fatiga, porcentaje de elon-
gacion entre otros) segin sea la posicién del tejido dseo que va a reemplazar.

Biocompatibilidad: Deben integrarse al organismo hospedero sin que haya efectos

citotoxicos, genotoxicos o respuesta inmune.

Osteoconductividad: Deben actuar como soporte estructural en la formacion y el

crecimiento de hueso nuevo.

Osteoinductividad: Estos materiales deben promover la fijacion de la formacién de

células especificas del tejido 6seo. Esto se logra al reclutar células madre mesen-
quimales y osteoprogenitoras para que posteriormente proliferen y se diferencien

hasta la linea osteogénica.

3.5 BIOCERAMICAS

Las bioceramicas son aquellos materiales ceramicos que son aplicados como bioma-
teriales, esté tipo de ceramicas pueden ser naturales o sintéticas. Dichas ceramicas
se pueden clasificar en funcién de su entorno biolégico: casi bioinerte, bioactiva y
reabsorbible. Las bioceramicas, se caracterizan por tener una composicion quimica
similar al componente mineral del hueso, propiedades mecanicas y propiedades bioac-
tivas exhibidas por los huesos. Por otra parte, el caracter rigido y quebradizo de las

bioceramicas limita su empleo como soporte de cargas, permitiendo, usarlas como
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relleno de defectos 6seos, en la cirugia bucal, la ortopedia, en la cirugia del oido

medio, en el recubrimiento de implantes dentales y articulaciones metalicas.

La alumina (AlyO3), la zirconia (ZrO;), son las ceramicas bioinertes mas utilizadas,
puesto que se consideran como sustancias estables en el entorno fisioldgico [29]. Por
otro lado, fosfatos de calcio, como lo son: sulfato de calcio, hidroxiapatita y fosfatos
tricalcicos (pueden ser a o 3) [30]. La composicién quimica de estos materiales es lo
que describe su comportamiento en el entorno in vitro e in vivo, es decir en el fluido
biologico, células y tejidos. Las formas en las que se pueden encontrar este tipo de
materiales es en andamios porosos, como rellenos 6seos, en rodamientos de protesis
articulares, recubrimientos y agentes anticancerigenos, entre otros [30].

En cuanto a los biomateriales ceramicos usados para regeneracion ésea, se carac-
terizan por tener una composiciéon quimica semejante al componente mineral del
hueso, propiedades mecanicas y propiedades bioactivas exhibidas por los huesos. La
hidroxiapatita (HA) es el material ceramico més usado, la HA es un fosfato de calcio
cristalino que esta contemplado como el principal componente mineral de los huesos
en los mamiferos ya que entre el 60% y el 70% del peso del tejido dseo seco es este

compuesto [31].

3.6 APATITAS

Las apatitas son minerales que se pueden encontrar naturalmente en la tierra en
forma de rocas o bien se pueden sintetizar como fosfatos de calcio. Dichos minerales
tienen una composicion quimica definida y dependiendo la composicién de esta, sus
propiedades quimicas y fisicas varian. Se reconoce que las apatitas estan descritas
con la estructura Cao(POy)¢(X)2 donde X puede ser F~, OH™ o Cl~ [32]. En las
apatitas sintéticas se pueden sustituir las posiciones del Ca?",(PO,)3~ y OH™. Al
hacer esto se generan distintos defectos cristalinos y con ello distintos compuestos.
Los defectos cristalinos, asi como la estructura y el tamano de los cristales es difer-
ente dependiendo del método de sintesis.

La apatita mineral es la principal fuente de fésforo que tiene el cuerpo humano y
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por ello es de gran importancia en distintos campos de investigacion y la industria.
El fosforo elemental (P) no es encontrado en estado libre en la naturaleza, por su

facilidad de oxidarse.

3.7 FOSFATOS DE CALCIO

Los fosfatos de calcio se consideran importantes para su uso como biomateriales
por su alta bioactividad, es decir, es la capacidad que tienen para formar enlaces
quimicos con los tejidos circundantes. Los fosfatos de calcio son sales inorganicas y
ternarias, estas varfan con respecto a la relacién de Calcio/Fésforo (Ca/P), también
con el grado de hidratacion y pH. La estabilidad de las sales de fosfatos de calcio
depende en gran medida de la relacion entre el calcio y el fésforo. Los fosfatos de
calcio pueden sintetizarse, haciendo el intercambio de aniones que acompanan al cal-
cio ((PO4)3~,(HPO,)* ,H,PO; ,OH™). Los fosfatos pueden cristalizar en las sales
mono, di, tri y tetracalcicos, también en forma de hidroxiapatita y £ -whitlockita.
Los fosfatos de calcio han sido utilizados para la fabricacion de diferentes materiales
para implantes ya sea, porosos o sOlidos dependiendo del lugar de implantacion,
otros de los usos son como materiales de ingenieria quimica, aplicandolas como ad-
sorbente, catalizadores, soportes de catdlisis o refuerzos mecédnicos. El tamafno y
forma de particula es indispensable para el uso que se le quiera dar a las sales de
fosfatos de calcio, dichas caracteristicas son dependientes del método de sintesis [33].
Por otra parte las sales de fosfatos de calcio como la HA y el 5-TCP son biocompat-
ibles y osteoconductoras facilitando el desarrollo de nuevo tejido dseo por las células

Oseas.

3.7.1 Solubilidad de los fosfatos de calcio

La solubilidad de una sal de fosfato de calcio es importante dado que de esto depende

su estabilidad in situ. Existen tres sales de fosfato de calcio, las sales de ortofosfato,
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las sales de metafosfatos y las de pirofosfatos. Debido a que las sales de ortofosfato
no se hidrolizan en los fluidos corporales, son las que se investigan para el desarrollo
de biomateriales [34]. Cuando los iones de los pirofosfatos y los metafosfatos se
hidrolizan en el cuerpo, pueden dejar altas concentraciones de estos iones que como

consecuencia forman calcificaciones extradseas [35]. En la [Tabla 3.1| se pueden

apreciar las distintas sales de ortofosfato y sus constantes del producto de solubilidad.

Tabla 3.1: Constantes del producto de solubilidad de sales de ortofosfato a 25°C y
37°.

Ca/P Compuesto Férmula -log (Kyp) a -log (Kp) a37°C
25°C
0.5 Fosfato Ca(H,P04),H,0 Muy soluble -
monocalcico
monohidratado
(MCPM)
0.5 Fosfato Ca(H,P0,), Muy soluble -
monocalcico
anhidro
(MCPA)
1 Fosfato dicalcico CaHPO,42H,0 6.59 6.63
dihidratado
(DCPD)
1 Fosfato dicalcico CaHPO, 6.90 7.02
anhidro
(DCP)
1.33 Fosfato octocalcico | Cag(HPO4),(P0O4)45H,0 96.6 95.9
(ocp)
1.5 (a-TCP) a-Fosfato a - Caz(P0y), 25.5 25.5
tricélcico
1.5 (B-TCP) B-Fosfato B - Ca3(P0y), 28.9 29.5
tricalcico
1.67 (HAp) Caq9(PO4)6(OH), 58.4 58.6
Hidroxiapatita
2.0 (T-TCP) Fosfato Cas(POy), 38-44 42.4
tetracalcico
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3.7.2 Fosfatos de calcio: Propiedades fisicas y quimicas

Las propiedades fisicas y quimicas de los fosfatos de calcio son imprescindibles para

su uso. Existen varios métodos para hacer la sintesis de fosfatos de calcio, como lo

son: sol-gel, precipitacién quimica himeda, tratamiento hidrotermal, método sono-

quimico, por reaccion de metatesis, reaccién en estado sélido o por emulsion [36], [37].

Tabla 3.2: Propiedades fisicas y quimicas de los fosfatos de calcio [9, 36-39]

tetracalcico

Abreviacion | Nombre del Composicion quimica Ca/P pH T(°C) de
fosfato estabilidad
MCPM Fosfato Ca(HyP04),H,0 0.5 0.1-2 25
monocalcico
monohidrata
do
MCPA Fosfato Ca(HyP04), 0.5 0.1-2 >80
monocalcico
anhidro
DCPD Fosfato CaHPO42H,0 1 2-5.5 25
dicalcico
dihidratado
DCPA Fosfato CaHPO, 1 2-5.5 >80
dicalcico
anhidrido
OCP Fosfato Cag(HP04)2(P04)45H20 1.33 5.5-7 25-37
octocalcico
CDA Apatita Cajo—y] 1x(HPO4)x(PO4)o—_x(OH)2_x 1x 1.33-1.66 | 6.5-9.5 25-37
deficiente de (0<x<2)
calcio
ACP Fosfato de Ca,(HP0,),(POy),,(H,0) 12-22 | 512 4-37
calcio amorfo n=3.0—4.5; 15-20 wt% H,0
B-TCP B — Fosfato B-Casz(P0y), 1.5 >7 b
tricélcico
o-TCP o — Fosfato a-Caz(P0y), 1.5 >7 b
tricalcico
BCP Fosfato de B-Ca3z(P04),+Caqg(P0O4)¢(OH), 1.55-1.65 >7 b
calcio
bifasico
HA Hidroxiapatit Caq19(P04)6(0OH), 1.67 9.5-12 >80
a
FA Flouroapatita Ca1g(P0Oy)eF, 1.67 7-12 >80
T-TCP Fosfato Ca,(P0y), 2 - b
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3.8 IONOMERO DE VIDRIO

Los ionémeros de vidrio fueron desarrollados en los 70’s, mezclando cemento de sili-
cato con acido poliacrilico. Los ionémeros de vidrio pueden estar en manera liquida
o en polvo. Es importante mencionar que los ionémeros de vidrio no tienen buenas
propiedades fisicas (fuerza, fragilidad, sensibilidad a la desecacién, resistencia a la
compresion, limite eldstico, resistencia a la traccion) [38], ademés son hidréfilos y
por lo tanto soportan una humedad minima [39]. Estos se han utilizado en el campo
de la odontologia restauradora durante mucho tiempo, debido a su biocompatibili-
dad, bioactividad, liberacién de fluoruro a largo plazo, su capacidad a adherirse al
esmalte hiimedo y a la dentina sin necesidad de un agente intermedio [40].

Los cementos ionémeros de vidrio son una mezcla de vidrio y un acido organico, es-
tos materiales son conocidos como cementos acido-base, se basan en el producto de
la reaccién entre acidos poliméricos débiles con vidrios en polvo de caracter basico,
es decir, dichos polvos tienen que ser capaces de reaccionar con un acido para for-
mar una sal. Usualmente es polvo de vidrio de silicato y acido polialquenoico puede
ser poli (acido acrilico), homopolimero o copolimero 2:1 de acido acrilico y acido
maleico, dichos cementos son usados en tratamientos dentales, por su adhesiéon a la
estructura dentaria (incluso la adhesion a la estructura dental himeda y los metales
bésicos) y su validez para la prevencion de caries debido a la liberacion de fltor.
Se utilizan como agentes cementantes, sellador de surcos y fisuras, recubrimientos,
reconstruccién de munones y restauraciones inmediatas. Ademads, su compatibilidad
térmica con el esmalte dental debido a los bajos coeficientes de expansion térmica
similares a los de la estructura dental, biocompatibilidad, bioactividad y baja cito-
toxicidad los hacen ideales para dichas aplicaciones. Por la liberacién de flior y la
bioactividad de los cementos ionémeros de vidrio, progresivamente se desarrolla una
capa de intercambio i6nico interfacial fuerte y duradera en la interfaz con el diente,

que es responsable de su adhesion [41], 42].
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3.9 HIDROXIAPATITA

La hidroxiapatita se puede considerar el compuesto de calcio méas importante, pues
se encuentra en el tejido duro natural como refuerzo y en la fase mineral del cuerpo.
Ademés, ayuda a darle rigidez de los huesos, la dentina y el esmalte [3].

La relacién ideal de calcio y fésforo de la hidroxiapatita es de 10/6. Cuando ocurre
la sustituciéon de OH™ con P hay una mayor estabilidad quimica dado que la co-
ordinacién es mas estrecha entre el fosforo ya que tiene una forma simétrica, y en
cambio el hidroxilo no es simétrico porque el calcio esta mas cerca. Por esto es que
existe una mejor resistencia a la caries después de la fluoracién [3].

La HA obtenida a partir de recursos naturales (Figura 3.3|) tiene iones traza (Na™,
Zn*t Mg?*, Kt Si?*, Ba?" F~, (CO3)?7) valiosos para la regeneracién y formacion
6sea, ademas de otras caracteristicas que hacen que los biomateriales formados con
este tipo de precursores sean mejores, estos tipos de precursores pueden ser: céscaras
de huevo, conchas de mar, huesos de animales, algas, madera y algunas plantas [43].
La HA a partir de las cenizas de huesos de animales, cascaras de huevo o cascaras

de ostiones muestra mejores propiedades, debido a la presencia de cationes como:

Nat, Kt, Mg?*, Sr?*, Zn*T y AI** o aniones como el F~, C17,(SO,)?~ y (CO3)*".

Mamiferos |
\

Huesos ‘

Recursos Plantas ‘ p— :
biol6gicos Cascaras de

‘ | huevo

Bioelemento

Céscaras de
ostiones

Materiales de
calcita

Figura 3.3: Recursos biologicos precursores de fosfatos de calcio
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3.10 PREFORMAS POROSAS

Las preformas porosas o andamios son estructuras sélidas, porosas y tridimensionales
que se utilizan como base en la ingenieria de tejidos. Muchos de los biomateriales
que se consideran biocompatibles pueden ser usados para la fabricacién de andamios.
Los andamios actiian como sustitutos temporales de las matrices extracelulares para
el desarrollo de tejido nuevo. Estos brindan un soporte tridimensional adecuado
y soporte mecanico para las células trasplantadas, hasta que el tejido regenerado

adquiere propiedades estructurales adecuadas para reemplazar al tejido anterior [44].

Los andamios sirven como plantilla para la regeneracion de los defectos Oseos, al
mismo tiempo que fomentan la unién celular, la proliferacion, la produccién de una
matriz extracelular, asi como la restauracion de vasos, nervios, musculos, huesos,

entre otros [45].

Los biomateriales utilizados para la fabricacion de andamios pueden ser metales,
ceramicas, vitroceramicas, polimeros naturales o sintéticos y compuestos, degrad-
ables dependiendo de la aplicacién a regenerar. Las propiedades mecéanicas de un
andamio pueden ser afectadas por la porosidad dentro de su estructura, sintesis,
peso molecular, cristalinidad del material del cual este hecho y la forma del an-
damio. Recientemente, se ha dado gran importancia al desarrollo de andamios con

biomateriales biodegradables que no necesiten ser retirados del organismo [45].

Para la fabricacién de andamios se requiere controlar su arquitectura externa e
interna, para lograr exitosamente la regeneracion del tejido. La forma externa se
disena de acuerdo con el lugar donde se va a implantar y la porosidad que se requiera.
Si se tiene gran porosidad y gran interconectividad existe una mayor proliferacion y

migracion celular, ademés de un mayor transporte de nutrientes [4].
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3.10.1 Técnicas de fabricacion de andamios

Algunas de las principales técnicas de fabricacion de andamios son las siguientes
[44]:
1. Unidn de fibras (Fiber Bonding): Se obtienen andamios en formas de fibra con

gran area y porosidad.

2. Gel casting: Se hace una disolucién del polimero a utilizar, después se remueve
el disolvente y asi se forma el andamio. Usualmente se utilizan porégenos como
el cloruro de sodio. Con esta técnica se pueden obtener andamios con forma
de membrana o pelicula, con poros interconectados y porosidades superiores

al 93% .

3. Liofilizacién (Freeze drying): Se obtienen andamios con porosidades y tamanos
de poro variable. Esta técnica hace una emulsion con el disolvente utilizado y el
polimero, y posteriormente se realiza una liofilizacion de la emulsion realizada

para separar el disolvente del polimero.

4. Separacién de fases (Phase Separation): Primero se disuelve el polimero en el
disolvente a baja temperatura, después se enfria controladamente la disolucion
para separar las fases liquido-liquido. Una vez separados se enfria para crear un
sOlido bifasico. A continuacion, el disolvente solidificado es eliminado mediante
un proceso de sublimacién. Con esto el espacio que ocupaba el disolvente en

un principio se convierte en poros.

5. Laminacién de membranas (Membrane lamination): Inicialmente se produciran
membranas con la forma que se requiera para realizar dicho andamio. Una
vez obtenidas varias de estas membranas son unidas hasta tener la forma y
tamano deseado. -Con esta técnica se obtienen andamios muy porosos con

formas determinadas-.

6. Moldeado por fusién (Melt molding): Primero se introduce un porégeno (gelatina

usualmente), en un molde de teflén. Después se vierte el polimero en forma




10.

11.

12.

de polvo o granza en este molde. Una vez solidificada la mezcla, se separa del

molde y se introduce en un medio donde el porégeno se disuelva.

Extrusion: El parametro principal que define este método es la temperatura de
extrusion necesaria. Cuanto mayor sea la temperatura, menor sera la presion

para realizar la extrusion.

Impresién en 3D (3D printing): Primero se depositard un aglutinante mediante
impresion. Después se introduce el polimero en forma de polvo en un cilindro, y
se espolvorea sobre el aglutinante. El proceso se repetira hasta que el andamio

esté acabado.

Saturacién con gas (Gas foaming): Esta técnica fabrica andamios porosos
sin necesidad de usar disolventes organicos. Se utiliza saturacién con gas, se
comprime inicialmente el polimero que se utilizara y posteriormente se expone

a diéxido de carbono (CO,) a alta presion, con esto se forman poros.

Espumas compuestas de materiales poliméricos-ceramicos (Polymer/ceramic
composite foams): Para esta técnica se anaden elementos ceramicos al polimero,
con el fin de mejorar las propiedades del andamio. Posteriormente se intro-
ducen fibras del material compuesto con un porégeno en una disoluciéon hecha

con polimero.

Polimerizacién in situ: Para realizar esta técnica se inyecta el polimero en

forma de liquido o cemento en el miembro que se requiere restaurar.

Electrohilado (Electrospinning): Esté técnica implica aplicar un campo eléc-
trico con alto voltaje, que va de 1 a 10 kV entre el capilar metdlico que contiene
la solucién polimero y electrodo colector. Esta técnica permite obtener difer-

entes porosidades y tamanos de andamios.
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3.10.2 Propiedades de los andamios de acuerdo con sus dimensiones

Para las propiedades y caracteristicas de los andamios, la arquitectura y las dimen-
siones de los andamios son muy importantes.
Existen tres escalas basicas:
1. Macroescala-mesoescala: Su geometria estd en mm. Entre sus caracteristicas
estd la forma externa del andamio segun el sitio donde sera colocado, las
propiedades mecanicas, la densidad y la porosidad como porcentaje de volumen

del andamio que es vacio.

2. Microescala: Su geometria estda en um; se caracteriza por el tamano de poro,

interconexion de poros y su degradabilidad.

3. Nanoescala: Su geometria estd en nm: trata factores como la topologia de la

superficie de los poros y la fisicoquimica superficial.
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CAPITULO 4

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Este capitulo describe el método experimental desarrollado durante el trabajo de in-
vestigacién para lograr los objetivos del mismo. El desarrollo experimental
consistié en la sintesis de fosfatos de calcio usando precursores naturales a partir de
cascara de huevo, y diferentes relaciones molares de acido fosférico (HsPO,) para
la obtencién de fosfatos de calcio con diferentes relaciones de Ca/P. Los fosfatos de
calcio ayudaron a la fabricacién de espumas con el uso de ionémero de vidrio tipo

L.

- - - Caracterizacién de fosfatos de Pruebas in vitro
l Sintesis de fosfatos de calcio calcio por MEB y DRX de fosfatos de calcio

Caracterizaciéon de espumas
de ionémero de vidrio y
fosfatos de calcio
fisica y quimicamente

Fabricacién de tinta de
ionémero de vidrio
y fosfatos de calcio

Fabricaciéon de espumas
con ionémero de vidrio
y fosfatos de calcio

Fabricacién de estructuras Sinterizacién de las
3D usando estructuras fabricadas
la tinta fabricada con la tinta

Figura 4.1: Procedimiento experimental

4.1 MATERIALES Y METODOS

Los precursores usados para la sintesis de fosfatos de calcio fueron cascaras de huevo
como fuente de calcio, por su composiciéon mineral, su disponibilidad y su facil
adquisicién. La céscara de huevo tiene una composicion del 94% de carbonato
de calcio, en menor cantidad se encuentran el fosfato tricalcico y el carbonato de
magnesio [§]. Ademas se us6 acido fosférico obtenido de Sigma-Aldrich (H3POy,

85%) y ionémero de vidrio tipo I (MEDENTAL).
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4.2 CARACTERISTICAS DE LAS DIFERENTES TECNICAS DE CARACTER-
IZACION

La morfologia de la superficie se analiz6 usando un microscopio electrénico de barrido
marca JEOL JSM IT300. Para obtener las imagenes se usaron detectores de elec-
trones secundarios y electrones retrodispersados a diferentes aumentos, con voltajes
de aceleraciéon de 7.0-20 kV. Asi bien, la distribucién elemental se hizo por EDS con
detectores de rayos X de 20 mm marca Oxford.

Por otro lado, las fases del material sintetizado a partir de cascaras de huevo se
analizaron en un difractometro de rayos X Briker AXS D2 PHASER con una fuente
de cobre (A=1.5405 A). Los analisis se realizaron de 20°-60° en 26 con un tamaifio

de paso de 0.016°.

4.3 SINTESIS DE FOSFATOS DE CALCIO

Para la sintesis de fosfatos de calcio se siguieron los procesos reportados por Lee
[46, [47]. Sin embargo, es importante indicar que en el presente trabajo se pro-

pusieron nuevas relaciones de molaridades de acido fosférico y oxido de calcio.

Para llevar a cabo la sintesis de los fosfatos de calcio, se llevé a cabo el procedimiento

descrito a continuacién:

Recoleccion de cdscaras de huevo: FEstos fueron recolectados del consumo diario,

se dejaron secar a temperatura ambiente y posteriormente fueron almacenados en

contenedores herméticos (Figura 4.2]).
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Figura 4.2: Proceso de almacenamiento de cascarones de huevo.

Trituracion de cdscaras de huevo: Para llevar a cabo este proceso, primero se revisé
que los cascarones no tuviesen rastros de materia organica, y en caso de que la
tuvieran se les retir6. Posteriormente, teniendo las céscaras de huevo secas y sin

rastro de materia orgdnica, se us6 un mortero y un pistilo de porcelana, donde se

trituraron hasta obtener un tamaifio de particula < 1 mm (Figura 4.3).

Figura 4.3: Cascarones de huevo triturados

Limpieza de polvos: Una vez triturados los cascarones, en un vaso de precipitados de
1L se colocaron 150 g de polvos y se agregaron 800 mL de agua en agitacién manual.
Esto con la finalidad de eliminar los residuos organicos (membrana) y/o cualquier

otro residuo que estuviera implicito. Se retir6 el agua sucia, este procedimiento se
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repitié varias veces hasta obtener agua completamente transparente.
El siguiente paso fue similar al anterior, pero con ayuda de una placa de calen-
tamiento y un agitador magnético. Los polvos fueron agitados durante 20 minutos

a una velocidad de 800 rpm, este proceso fue repetido dos veces. (Figura 4.4]).

Figura 4.4: Limpieza de polvos mediante agitacion magnética

Por 1ltimo, se agregd temperatura al proceso de limpieza de los cascarones: Se in-
cremento la temperatura del agua con los polvos a 100°C e igualmente hubo una
agitacion de 800 rpm durante 12 minutos. Una vez lavados los polvos, se dejaron

secar dentro de un horno Thermo Electron Corporation durante 48 h a una temper-

atura de 100°C (Figura 4.5|).
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Figura 4.5: Horno Thermo Electron Corporation

Obtenidos los polvos limpios y secos se llevo a cabo la etapa de calcinacion, donde los
polvos se colocaron en pequenos crisoles de porcelana para llevar a cabo la calcinacion
completa en un horno Barnstead Thermolyne 1300, a una temperatura de 900°C
durante dos horas, con una velocidad de calentamiento de 10°C/min (Figura 4.6]).
Posteriormente el éxido de calcio se saca de la mufla, y se vuelve a triturar para asi

obtener un tamafio de particula de 60 pm.

Figura 4.6: Oxido de calcio formado después del proceso de calentamiento.

Por otro lado, para la formacion de fosfatos de calcio, se empled acido fosférico a
diferentes molaridades (2.03, 2.0, 1.7, 1.4 y 1.1 M), siendo 2.03 M la molaridad del
acido fosforico de la muestra nombrada como M1, 2.0 M la molaridad del H3POy4

de la muestra M2, 1.7 M de la muestra M3, 1.4 M de la muestra M4 y 1.1 M de la
muestra M5 (Tabla 4.1]).
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Tabla 4.1: Se muestran las cantidades de acido fosférico necesario para prepararlo

a diferentes molaridades.

Muestra || Molaridad (M) || H3POy4 (ml)
1 2.03 6.2
2 2.0 6.1
3 1.7 5.2
4 1.4 4.3
5) 1.1 3.4

Se mezclaron 5 g de 6xido de calcio y 37 ml de acido fosférico a diferentes molari-
dades para cada muestra.

Es importante mencionar que, todas las muestras se mantuvieron en agitacion mag-
nética durante 10 minutos y se les midi6 el pH. Después de 90 h los polvos se colocan

en cajas de Petri para asegurar que se complete la reacciéon quimica por un tiempo

de 24 h (Figura 4.7)).

Figura 4.7: Polvos de fosfatos de calcio en cajas de Petri para completar la reaccion

quimica.

Posteriormente, los polvos se vuelven a triturar en un mortero y se pasan a un
crisol de porcelana. Después se contintia con el tratamiento térmico para asegurar la
formacion de las fases cristalinas que se requieren en los fosfatos de calcio, llevando a

cabo el tratamiento térmico en un horno a 900°C con una velocidad de calentamiento

de 10°C/min por un tiempo de permanencia de 1 h (Figura 4.8)).
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Figura 4.8: Fosfatos de calcio

4.4 PRUEBAS IN VITRO DE FOSFATOS DE CALCIO

Estas pruebas se hicieron en el laboratorio de protogenémica del Instituto de Neu-
robiologia de la UNAM Campus Juriquilla, con ayuda de una incubadora a una
temperatura de 37°C y humedad ambiental.

Se fabricaron pastillas haciendo uso de una prensa manual (Pellet Press). Cada
pastilla fue prensada con 0.1 g de éxido de calcio. Luego, se colocaron las pastillas
en viales cénicos para centrifuga y a cada vial se les agregd 1 ml saliva artificial.
Posteriormente, se colocaron todas las muestras en una incubadora a 37°C a difer-
entes tiempos: 1, 3 y 7 dias, con el fin de analizar la evolucion de la formacién de

hidroxiapatita en la superficie, asi como la pérdida de peso de las pastillas.

Para analizar la pérdida de peso fue necesario comparar el peso inicial de las pastillas
en seco y una vez pasados los tiempos establecidos in vitro, las muestras se sacaron
de los viales, recuperando las muestras, que luego fueron secadas en una mufla du-

rante 60 h a 120°C. Después se volvieron a pesar para analizar la pérdida de peso

del material (Figura 4.9)).
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Figura 4.9: a) Prensa manual (Pellet Press), b) Patillas prensadas de fosfatos de

calcio, ¢) Pastillas dentro de la incubadora con saliva artificial

4.5 FORMACION DE ANDAMIOS POROSOS DE FOSFATOS DE CALCIO

La sintesis de los andamios consistié en usar los fosfatos de calcio previamente sin-
tetizados, y mezclarlos con ionémero de vidrio.

Para sintetizar las espumas se utilizaron 2 g de fosfatos de calcio con 30 gotas (10
gotas) de cemento ionémero de vidrio tipo I, la cantidad de ionémero de vidrio varid
respecto a la muestra de fosfatos con los que se prepararon las espumas. Para la for-
macién de las espumas, se pesaron 2 g de fosfatos de calcio en una bascula analitica
a los que se les fue agregando gota a gota el iondémero de vidrio tipo I, buscando las
mejores condiciones para la formacién de las espumas. Se obtuvo una pasta con una
viscosidad adecuada para usarla en la fabricacién de los andamios, la pasta se coloco
en dispositivos cilindricos de polimero (1 cm de didmetro por 1 cm de grosor) y se
dejaron secar 18 h . Transcurrido este tiempo, los andamios fueron
retiradas del polimero, se cortaron y lijaron de modo que cada espuma tuviera 1 cm

de grosor.
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Figura 4.10: Andamios de fosfatos y ionémero en aros de polimero

Los andamios fabricados con ionémero, se colocaron en viales con 1.5 ml de saliva
artificial y se almacenaron en una incubadora a una temperatura de 37°C a diferentes
tiempos 1, 3 y 7 dias.

Para analizar la pérdida de peso fue necesario conocer el peso inicial de los andamios
en seco y una vez pasados los tiempos establecidos in vitro, las muestras se sacaron
de los viales y posteriormente fueron secadas en una mufla durante 24 h a 120°C
(Figura 4.11)). Posteriormente se pesaron los andamios, para analizar la pérdida

de peso de las muestras.
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Figura 4.11: Andamios dentro de un horno para su secado.

4.6 FABRICACION DE ANDAMIOS PARA APLICACIONES EN REGENERACION
OSEA

Uno de los métodos para la sintesis de andamios que se utilizé fue la fabricacion de
una tinta con la que se pudieron hacer preformas que posteriormente se sinterizarén
para la formacion de un andamio. Para la fabricacion de la tinta se utilizé 1g de los
fosfatos de calcio previamente sintetizados, ionémero de vidrio y 1g de biovidrio base
fosfato. Como se menciond anteriormente las proporciones de ionémero fue variando
dependiendo de la muestra de fosfatos de calcio, sin embargo, para sintetizar la tinta
se usO aun mas ionémero de vidrio dado que se requeria que la pasta formada fuera
menos espesa. Una vez obtenida la tinta se extruyeron estructuras 3D, usando una
jeringa de 10 ml sin aguja, una espatula de metal, hojas de aluminio de 5x5 cm? y

un horno Thermo Electron Corporation, con esto fue posible la fabricacién de las

estructuras (Figura 4.12]).
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Figura 4.12: Andamios fabricados con tinta de ionémero, biovidrio base fosfato y

fosfatos de calcio.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de la sintesis de fosfatos de
calcio usando como precursores, cascaras de huevo y acido fosférico en diferentes
molaridades y las espumas fabricadas usando los fosfatos de calcio sintetizados pre-

viamente.

5.1 SINTESIS DE FOSFATOS DE CALCIO

Para el calculo de las cantidades utilizadas para los precursores de la sintesis del
biomaterial se tomo en cuenta la pureza y la densidad de estos. Las cantidades que

se usaron para la sintesis de fosfatos de calcio se resumen en la [Tabla 5.1] [46], [47].

Tabla 5.1: Cantidades utilizadas para la sintesis de fosfatos de calcio.

Cantidades Valor
Oxido de calcio (CaO) 5¢g
Acido fosférico (HzPO,) 37 ml
Molaridades de H3POy (2.03,2.0,1.7, 1.4y 1.1)M
Temperatura de reaccion 900° C
Velocidad de calentamiento 10 ° C/min
Tiempo de reaccién 114 h

5.2 CARACTERIZACION DE LOS POLVOS DE FOSFATOS DE CALCIO

La composicién y la morfologia de los fosfatos de calcio antes de ser inmersos en

saliva artificial fueron analizados y caracterizados por Microscopia Electronica de
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Barrido (MEB, JEOL JSM IT300) y difraccion de Rayos X (DRX, Briker AXS D2
PHASER). En relacién con MEB, se realizé espectroscopia de rayos X de energia
dispersiva (EDS) para analizar la relacion de los elementos presentes en el material.
También se usé el programa ImageJ para llevar a cabo el andlisis del tamano de

particulas.

5.2.1 Microscopia electrénica de barrido

Se tomaron distintas imagenes usando microscopia electrénica de barrido con la fi-
nalidad de evaluar la composicién y la morfologia de los polvos de fosfato de calcio
sintetizados a 900° C (Figuras 5.1-5.5).

En las micrografias se observa que en las cinco composiciones de polvos de fosfatos
de calcio sintetizados se formaron particulas de placas interpenetrantes con forma y
tamano irregular, asi como un alto grado de interconectividad entre ellas.

En la muestra M1 y la muestra M2 (Figura 5.2) es evidente la
formacion de cimulos de particulas irregulares con tamafnos de 102.344 pm corre-
spondiente a la muestra M1 y 119.722 pym correspondiente a la muestra M2, que se
componen por un conjunto de cristales con longitudes variantes. Por otro lado, en la
muestra M2 el tamano de los cristales formados es menor que los cristales formados
en la muestra M1.

En la muestra M3 (Figura 5.3) a diferencia de las muestras M1 y M2 la dis-
tribucion de los cristales muestran una dispersion heterogénea, en las muestras M4
y M5 , la distribuciéon de los cristales se observan como
en M1y M2, hay formacién de cimulos de particulas como resultado de la nucleacién
de cristales, sin embargo, el tamafio es mas pequeno que las de las muestras M1 y

M2.
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Particula Longitud (um)
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40Pa x1,000

Figura 5.5: M5

Se realizaron andlisis usando espectroscopia de dispersién de rayos X (EDS) para
evaluar la composicion quimica elemental de las cinco muestras de los fosfatos, los
resultados obtenidos se muestran en las Figuras 5.6-5.10, en ellas se aprecian
los elementos caracteristicos del fosfato tricalcico encontrados en la muestras, la
hidroxiapatita y el g-fosfato tricédlcico, reportados [30) 31, 43], 48] [49], asi como su

composicion quimica.
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. Map Sum Spectrum

Elemento %Atomico

O 68.16

P 11.79

Ca 20.05
100

Figura 5.6: Analisis EDS de la muestra M1 de fosfatos

. Map Sum Spectrum

Elemento  %PP  %Atémico
(@) 51.23 70.69

P 15.08 10.75

Ca 33.69 18.56

100 100

Figura 5.7: Analisis EDS de la muestra M2 de fosfatos
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Figura 5.8: Analisis EDS de la muestra M3 de fosfatos
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Figura 5.9: Analisis EDS de la muestra M4 de fosfatos
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. Map Sum Spectrum

- Elemento  %PP  %Atémico

O 48.28 69.0
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Ca 42.82 24.43

100 100

Figura 5.10: Anélisis EDS de la muestra M5 de fosfatos

En las Figuras 5.11-5.15 se muestran las imédgenes MEB tomadas con LV-SEC de
los polvos de los fosfatos de calcio obtenidos por sintesis quimica, en ellas se observa
la formacién de agregados cristalinos con morfologia irregular. Las micrografias
correspondientes a las muestras M1 y M2 muestran mayor aglomeracion entre las
particulas, mientras que las micrografias correspondientes a la muestra M3, M4 y

M5 muestran una mayor dispersién de las particulas.
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LVSED 20.0kv WD10.lmm  Std.-P.C.50.0 40Pa x1,000 I 10um

Figura 5.11: Morfologia de las particulas de la muestra M1

- >~
LVSED 20.0kV  WD9.9mm Std.-P.C.50.0 40Pa x1,000

Figura 5.12: Morfologia de las particulas de la muestra M2

46



| LVSED 20.0kVv. WD10.0mm  Std.-P.C.46.0 x1,000 I 10um

Figura 5.13: Morfologia de las particulas de la muestra M3

LVSED 20.0kV  WD9.8mm Std.-P.C.46.0 40Pa x1,000 E—— 10um

Figura 5.14: Morfologia de las particulas de la muestra M4
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LVSED 20.0kV  WD9.9mm Std.-P.C.46.0 40Pa x1,000 I Oum

Figura 5.15: Morfologia de las particulas de la muestra M5

5.2.2 Difraccién de Rayos X (DRX).

Los patrones DRX de los polvos son mostrados en la [Figura 5.16] En las cinco
muestras se encontraron dos fases, las cuales pertenecen a fosfatos difasicos con difer-
entes relaciones de calcio y fosforo. En los difractogramas de rayos X se sefialan las
dos fases encontradas, la hidroxiapatita senalada con triangulos y el S-fosfato trical-
cico senalado con estrellas. La identificacion de las fases se realizé comparando el
patron DRX experimental con los estandares cumplidos por el Centro Internacional
de Datos de Difraccion (ICDD por sus siglas en inglés) usando la tarjeta 09-432 para
la hidroxiapatita y la tarjeta 090169 para el -fosfato tricalcico.
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Figura 5.16: Se muestran los resultados de DRX obtenidos de las cinco diferentes

composiciones de fosfatos de calcio sintetizados, senalandose los distintos picos car-

acteristicos de la hidroxiapatita y el S-fosfato tricalcico.
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5.3 PRUEBAS IN VITRO DE LAS ESPUMAS DE FOSFATOS DE CALCIO

La evaluaciéon de disolucién del biomaterial es muy importante en los fosfatos de
calcio, ya que de esta manera se puede ver la velocidad en la que el material va a
ser reabsorvido por el cuerpo, asi como, si el tiempo de reabsorcion da pauta para
la estimulacion de la osteoconduccion del hueso y con esto se puede decidir que tan
factible es su uso como andamio para la regeneracion dsea.

La disolucién in vitro de los fosfatos de calcio se evalué a 37 °C, humedad ambiental

e inmersos en 1 ml de saliva artificial a tiempos variados (1, 3 y 7 dias).

Para reportar la disolucion de los fosfatos de calcio in wvitro se hicieron 3 experi-
mentos por dia para cada muestra, después se calculd el promedio del peso inicial
y final de cada muestra por dia dejando asi una forma més practica de analizar los
resultados obtenidos (Figuras 5.17-5.21). En estas figuras se pueden encontrar
algunas graficas donde el peso final de disoluciéon es mayor que el inicial, esto se
debe a que las muestras pudieron no secarse del todo y estar himedas al momento

de pesarse.

Los resultados del promedio de disolucion para cada muestra de los fosfatos de calcio
se observan en la [Tabla 5.2] se distingue que M4 y M5 son las muestras que menor
perdida de peso tienen en el tiempo evaluado, puesto que la disolucién fue menor
cuando estuvieron inmersos en saliva artificial. Esto puede ser favorable ya que,
una de las cualidades que se estan investigando para los fosfatos de calcio es que la

disolucién no sea tan rapida.
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Peso (g)

0.12

0.1

0.08

0.06

0.04

0.02

Tabla 5.2: Promedios de disoluciéon de las 5 muestras.

Promedio de disolucion

Muestra (%)

73.58

64.34

45.24

6.37

G| WiIN|F

8.55

M1

m Peso inicial (g) = Peso final (g)

0.101

0.095 0.097

1 3 7

Tiempo (dias)

Figura 5.17: Disoluciéon de M1 en 1, 3 y 7 dias.
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Peso (g)

Peso (g)

0.12

0.1

0.08

0.06

0.04

0.02

0.12

0.1

0.08

0.06

0.04

0.02

M2

m Peso inicial (g) m Peso final (g)

0.102

1 3
Tiempo (dias)

Figura 5.18: Disolucion de M2 en 1, 2 y 7 dias.

M3

® Peso inicial (g) mPeso final (g)

0.102 0.102

1 3
Tiempo (dias)

Figura 5.19: Disoluciéon de M3 en 1, 3 y 7 dias.

0.101
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Peso (g)

Peso (g)

0.1
0.09
0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01

0.12

0.1

0.08

0.06

0.04

0.02

M4

m Peso inicial (g) mPeso final (g)

0.105 0103 01 0.105 0.109
I :
1 3 7
Tiempo (dias)

Figura 5.20: Disolucion de M4 en 1, 3 y 7 dias.

M5

m Peso inicial (g) = Peso final (g)

0.091

0083 0.086
0.064
1 3

Tiempo (dias)

Figura 5.21: Disoluciéon de Mb en 1 y 3 dias.
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5.4 PRUEBAS IN VITRO DE FOSFATOS DE CALCIO CON IONOMERO

La disolucién in vitro de los fosfatos de calcio con ionémero, al igual que los fosfatos
de calcio sin ionémero, se evalué a 37 °C, humedad ambiental e inmersos en 1 ml de

saliva artificial a tiempos variados (1, 3 y 7 dias).

Para reportar la disolucion de estas muestras in vitro se hicieron 3 experimentos por
dia para cada muestra, después se calculd el promedio del peso inicial y final para
cada muestra por dia, dejando asi una forma maés practica de analizar los resultados

obtenidos (Figuras 5.22-5.26).

En la se observa que la muestra Mb5i tuvo una menor disolucién que la
mayoria de las otras muestras, esto coincide con los resultados de la muestra M5,
esto quiere decir que los polvos de fosfatos de calcio de M5 pueden ser favorables

para su uso en andamios.

Tabla 5.3: Promedios de disolucién de las 5 muestras de fosfatos de calcio con

ion6mero de vidrio

Muestra Promedio de disolucion
(%)
1i 61.29
2i 30.14
3i 64.36
4i 38.84
5i 12.74

En las graficas se pueden observar los cambios en cuanto a peso de las muestras de

fosfatos de calcio con ionémero de vidrio a diferentes tiempos.
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M1i

m Peso inicial (g) mPeso final (g)

0.5 0.473 0.466 0.455

0.45
0.4
0.35
2 o3
o
025 0.209
02 0173 .
0.15
0.1
0.05
0
1 3 7

Tiempo (dias)

Pes

Figura 5.22: Disolucién de Mlien 1, 3 y 7 dias.

M2i

m Peso inicial (g) mPeso final (g)

0.5

0.401
0.308
0.273
3 7

Tiempo (dias)

0.45
0.4
0.35
0.3

Peso (g)

0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Figura 5.23: Disolucién de M2i en 1, 3 y 7 dias.
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Peso (g)

Peso (9)

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

M3i

m Peso inicial (g) = Peso final (g)

0.47
0.433
0.163 0.156
3 7

Tiempo (dias)

0.493

0.178
1

Figura 5.24: Disolucién de M3i en 1, 3 y 7 dias.

M4i

m Peso inicial (g) mPeso final (g)

0.515 0.52

0.451

0.303

1 3 7
Tiempo (dias)

Figura 5.25: Disolucion de M4i en 1, 3 y 7 dias.
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WYY

= Tiempo inicial (g) = Tiempo final (g)
0.35

0.304 0.299 0.309

0.3

0.25

0.2

Peso (g)

0.15

0.1

0.05

1 3 7

Tiempo (dias)

Figura 5.26: Disolucién de Mbi en 1, 3 y 7 dias.

5.5 FABRICACION DE ANDAMIOS PARA APLICACIONES EN REGENERACION
OSEA

Las muestras que se fabricaron con la tinta de ionémero de vidrio fueron sinter-
izadas durante dos horas a 900°C con una rampa de calentamiento de 10°C/min
(Figura 5.27)). Estos andamios sinterizados son importantes porque haciendo mejo-
ras en su fabricacion pueden ser adaptables a tamafios y formas diferentes que sean

aptas para su uso como andamio en la regeneracién osea.
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Figura 5.27: Andamios sinterizados
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CAPITULO 6

DISCUSION

En los analisis de DRX, asi como en MEB se pueden observar la formaciéon de dos
fases de fosfatos de calcio, la de la hidroxipatita y la del S-fosfato tricalcico lo cual
es justificable, ya que dadas las temperaturas y las diferentes molaridades de acido
fosférico utilizadas para la sintesis de estos, es que dichas fases fueron formadas.
El método utilizado para la sintesis de los fosfatos de calcio fue un método poco

utilizado pero muy practico, ademéas de su bajo costo experimental.

Los fosfatos de calcio son precursores de la HA, debido a la precipitacién de iones
de calcio y fosfato, y aunque, es sabido que los fosfatos de calcio son altamente
solubles y que ademas la formacion de HA en soluciones acuosas es rapida y podria
representar un inconveniente para su uso como andamio para la reparacién Osea, lo
que se obtuvo en este trabajo fueron dos fases la HA y el S-fosfato tricélcico, esto es
conveniente para que la disolucién del biomaterial sea menor permitiendo con ello
la reparacion 6sea.

Se ha demostrado en estudios similares que la tasa de solubilidad entre los fosfatos
de calcio en funcién de su composicién va de la siguiente manera HA>S3-TCP>

a-TCP.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Debido a los resultados obtenidos por MEB y DRX se lleg6 a la conclusién de
que se obtuvo un material difasico ya que se encontraron dos fases cristalinas en
las muestras, la perteneciente a la hidroxiapatita y la del p-fosfato tricalcico, esto
como resultado de las composiciones de 6xido de calcio y acido fosférico y a los
tratamientos térmicos que se usaron para la sintesis de cada muestra de fosfatos de

calcio.

Los biomateriales de fosfatos de calcio que son usados para la reparacion dsea lo que
forman una vez injertados es HA. El haber obtenido un material difasico es excelente
dado que esto ayuda con la disolucién del material. Es decir, mientras que la parte
del [-fosfato tricdlcico estimula a la formacién de HA, la HA que esta inmersa
en nuestro material ayuda a que este sea mas estable y menos soluble mientras la
reparacion de tejido 6seo es llevada a cabo.

Aunado en la composicion del biomaterial, los resultados de MEB nos muestran
imagenes cuya morfologia irregular y distribucion de los poros encontrados en el
biomaterial indica que su disolucién sera mas rapida que los fosfatos de calcio cuya
morfologia es regular, por ejemplo en formas de esferas. Este es un punto importante
para el desarrollo del biomaterial ya que la disolucién juega un papel muy importante
para evitar la malformacion o calcificacién en exceso de la parte a reparar en el
paciente. Las dos fases encontradas afecta a la solubilidad del biomaterial y la

presencia de ambas puede validar el uso de este, en reparaciones tisulares.
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CAPITULO 8

TRABAJO FUTURO

8.1 Uso de estructuras 3D de PLA (Acido polilactico)

Este método también fue utilizado para controlar el tamano de poro de los an-
damios. Para llevarlo a cabo se usaron impresiones 3D de acido polilactico y ac-
etato de polivinilo (PLA y PVA por sus siglas en inglés respectivamente), las im-
presiones se hicieron en el Laboratorio Nacional de Andlisis y Sintesis Ecologica
(LANASE)(Figura 8.1)). Las estructuras se sometieron a un proceso de limpieza
para retirar el PVA del PLA, ya que sélo se requeria esta parte de la estructura.
Para la limpieza se us6 agua destilada, empezando de manera manual y posterior-
mente con una parrilla de calentamiento y un agitador magnético para que las piezas
quedaran sin rastros de PVA. -Una vez limpias y secas las estructuras de PLA, se
hicieron pruebas para averiguar a qué temperatura este material era pirélizado-.

Para la fabricacién del andamio, una de las estructuras se saturé de polvos de fos-
fatos de calcio y posteriormente se llevé a cabo el proceso de calentamiento que
consistio en dos etapas; la primera etapa sirvié para sinterizar los fosfatos de calcio,
esto se hizo a 500 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, mientras
que la segunda etapa se hizo para la pirolizacién del PLA a 900 °C con la misma

velocidad de calentamiento.

Este experimento fue fallido ya que los andamios de PLA al tener una estructura
donde los espacios que ocupaba el PVA y que posteriormente fueron ocupados por
los polvos de fosfatos eran muy pequenos, al llevarse a cabo los procesos de calen-
tamiento, los fosfatos de calcio se fracturaron. Es decir, los fosfatos de calcio se

alcanzaron a sinterizar pero la posterior pirolizacion los fracturo.
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Figura 8.1: Estructuras de acido polilactico y acetato de polivinilo

Este método intenté ser mejorado anadiendo ionémero de vidrio a los fosfatos de
calcio, pero debido a el tamano de poro dentro de las impresiones de PVA la sin-
terizacion no pudo llevarse exitosamente. Para mejorar este método se necesitan
imprimir piezas de PLA con un tamano de poro més grande y de hecho las impre-
siones en 3D podrian disenarse con diversas formas y con esto se podria mejorar el
estimulo para la formacion del tejido 6seo en las areas especificas donde se necesita

llevar a cabo la restauracion.
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