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Resumen

El enfoque actual en la ingenieria de tejido dseo requiere biomateriales reabsorbibles que
promuevan la formacién de hueso y conserven al mismo tiempo estabilidad mecénica. Inicialmente,
se analizé la influencia de tres niveles de sustitucion Tipo B con carbonato en la red de cristalina de
la hidroxiapatita, evaluando la resistencia mecdnica y la tasa de degradacién. Se ha escogido el
método de sintesis por via acuosa inversa para tres polvos con contenidos de carbonato entre 4 y
6% en peso y uno sin sustituir. Se empled fluorescencia de rayos X (FRX), analisis (C-S), infrarrojo TF,
difraccidn de rayos X, TGA-DTA y MET para investigar la composicién quimica, el tipo de sustitucién,
el comportamiento térmico y la morfologia de los polvos. Se conformaron piezas en forma de disco
mediante prensado uniaxial y fueron sinterizadas en flujo de Argdn/CO,. Las temperaturas maximas
de tratamiento térmico (750, 780 y 850 °C) fueron seleccionadas para obtener niveles de porosidad
similares en las diferentes composiciones. El material con mayor sustitucién de carbonato (C4-T,
5.3% en peso) presentd mayor resistencia a la compresion y velocidad de disolucidon que los otros
materiales, lo que demuestra el efecto beneficioso de la sustitucidn de tipo B en materiales para la
reparacion ésea.

En segundo lugar, se fabricaron plataformas de crecimiento celular porosas mezclando polvos de C4
con un 30% en peso de NaCl como agente porogénico. Después de la sinterizacién es retirado
mediante lixiviacidn en agua, encontrando estructuras con tamafios de poro entre 200-400 um. Las
estructuras porosas disminuyeron su resistencia mecdnica aun presentan valores que permitirian
tener estabilidad mientras se llevan a cabo los procesos de reabsorcion y colonizacién por células
osteoblasticas, propios de un material para injertos éseos. Posteriormente se realizd la infiltracion
de una solucién acida al 3% peso/volumen de quitosano, un biopolimero que se plantea como una
estrategia para que las plataformas puedan ser cargadas con antibiético y posteriormente liberarlo
con el fin de prevenir la adhesion de bacterias. El antibiético empleado fue sulfato de gentamicina,
el cual tiene un efecto de amplio espectro sobre bacterias, la relacion empleada fue 1 a 3
(antibidtico/quitosano), encontrando que las plataformas de crecimiento celular cargadas con
sulfato de gentamicina liberan durante las primeras 24 h gran parte del antibiético, lo cual es
adecuado para la prevencién de adhesidon de bacterias y posterior aparicién de infecciones
postoperatorias.

Finalmente, se realizé la evaluacion de interaccion con células osteobldsticas de las plataformas de
crecimiento celular mediante ensayos de citotoxicidad, proliferacion y adhesién celular
encontrando que la combinacién de ion carbonato y estructuras porosas es una excelente
alternativa, ya que no generan productos téxicos, promueven la actividad celular y se convierten en
una superficie sobre la cual las células pueden adherirse. De acuerdo, con las caracteristicas y
resultados obtenidos para las plataformas de crecimiento celular de hidroxiapatita tipo B (C4-
T)/quitosano cargadas con sulfato de gentamicina, estas pueden convertirse en una gran alternativa
para la regeneraciéon dsea con prevencién de infecciones postoperatorias comunes como la
osteomielitis.

viii
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Abstract

The current approach in bone tissue engineering requires resorbable biomaterials that enhance
bone formation while maintaining sufficient mechanical stability. First, the influence of three levels
of B-type carbonate substitution in hydroxyapatite lattice on mechanical strength and degradation
rate is analyzed. The inverse aqueous route has been selected as a synthesis method of three
powders with carbonate substitution between 4 and 6 wt.% and other one unsubstituted. X-ray
fluorescence (XRF), (C-S)-Analysis, FT-Infrared, X-ray diffraction, DTA-TG and TEM were used to
investigate chemical composition, type of substitution, thermal behavior, and morphology of the
powders. Disc shaped specimens were processed by uniaxial pressing and sintering in argon/CO,
flow. Maximum temperatures of thermal treatment of 750, 780 and 850° C were selected to obtain
similar porosity levels for the different compositions. The highest carbonate substituted material
(C4-T, 5.3 wt.%) presented higher compressive strength and dissolution rate than the other
materials showing the beneficial effect of B-type substitution in materials for bone repair.

Secondly, porous cell growth platforms were fabricated using C4 powders with 30% wt. NaCl as a
porogen agent. After sintering, the NaCl was leached in water, resulting in structures with pore sizes
ranging from 200 to 400 um. Despite a reduction in mechanical resistance, these platforms exhibited
values conducive to stability during the processes of resorption and colonization by osteoblastic
cells, characteristics typical of materials for bone grafts.

Subsequently, an acid solution of chitosan (3% wt./vol) was infiltrated—a biopolymer proposed as
a strategy for loading the platforms with antibiotics, specifically gentamicin sulfate, to prevent
bacterial adhesion. The antibiotic/chitosan ratio employed was 1:3, and it was observed that the
cell growth platforms loaded with gentamicin sulfate released a significant amount of the antibiotic
within the initial 24 hours. This release profile is advantageous for preventing bacterial adhesion
and the subsequent onset of postoperative infections.

In conclusion, the interaction assessment with osteoblastic cells was performed for the cell growth
platforms through cytotoxicity, proliferation, and cell adhesion assays. The findings indicate that the
combination of carbonate ions and porous structures serves as an excellent alternative, as they do
not generate toxic by-products, promote cellular activity, and provide a surface for cell adhesion.
According to the characteristics and results obtained for the hydroxyapatite type B (C4-T)/chitosan
cell growth platforms loaded with gentamicin sulfate; these platforms could emerge as a promising
alternative for bone regeneration with the prevention of common postoperative infections such as
osteomyelitis.
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Introduccion

Las enfermedades asociadas a los huesos debidas al envejecimiento, traumatismos, defectos
congénitos o extirpacidn quirdrgica de tumores son uno de los problemas de salud publica mas
importantes en la actualidad. El tejido 6seo posee una capacidad regenerativa natural que es
suficiente para la curacién de pequefios defectos, como algunos tipos de fracturas; sin embargo, los
defectos que exceden un tamafio critico (tipicamente >2 cm, dependiendo del sitio anatdmico) no
pueden sanar sin ayuda. Generalmente se necesita una intervencién clinica especifica para la
restauracion funcional y la curaciéon completa de defectos grandes [1].

En la mayoria de los casos, se utilizan injertos éseos extraidos del propio paciente (autoinjertos).
También se utilizan aloinjertos derivados de animales (xenoinjertos) y humanos. Los biomateriales
sintéticos podrian evitar los riesgos inmunoldgicos y de enfermedades asociados a los injertos
bioldgicos. Ademas, se pueden producir en grandes cantidades con costos aceptables y se pueden
certificar con relativa facilidad para aplicaciones clinicas. Por tanto, uno de los principales temas de
la ciencia de materiales es la investigacién de materiales artificiales para terapias de tejido éseo [2].
En el campo de los materiales para regeneracion ésea, se ha propuesto el uso de estructuras
disefiadas que combinan andamios reabsorbibles, células y/o agentes reactivos como factores de
crecimiento o antibidticos: construcciones de ingenieria de tejidos (TEC).

Los fosfatos de calcio y, en particular, la hidroxiapatita, son los materiales ceramicos con mayor
potencial como componentes de los TEC, debido a su composicion quimica similar a la fase mineral
del hueso presenta caracteristicas importantes como biocompatibilidad, biofuncionalidad [3].
Adicionalmente, de acuerdo con su morfologia pueden interactuar con células éseas, propiciando
la uniéon y proliferacion de osteoblastos (Osteoconduccion) y/o estimulando la regeneracion de
hueso (Osteoinduccién) [4]. Sin embargo, la hidroxiapatita presenta velocidades de reabsorcion
inferiores a otros materiales, por lo que se han empleado diferentes sustituciones idnicas en su
estructura cristalina que promuevan la reabsorcién y brinden estabilidad mecdnica mientras se lleva
a cabo la reabsorcion [5].

El carbonato es uno de los iones que puede emplearse para mejorar la reabsorcion de la
hidroxiapatita, el cual de acuerdo con su posicion en la red cristalina puede clasificarse en Tipo A o
Tipo B, en esta ultima el ion sustituido es el fosfato tal y como se presenta de manera preferencial
en los huesos de la mayoria de las especies[6]. La sustitucion también puede lograrse durante el
proceso de sintesis de hidroxiapatita, permitiendo obtener diferentes niveles de carbonato en el
material que podrian modificar el desempefio del material en condiciones fisioldgicas.

La morfologia de los materiales también juega un papel importante en la regeneracion ésea, por el
ejemplo, una estructura porosa permite una mayor area de contacto con los fluidos fisioldgicos,
acelerando la cinética de reabsorcién en comparaciéon con materiales densos. Por otro lado, una red
porosa con tamafio e interconexion adecuada posibilita la colonizacién por parte de las células éseas

Xiv



CSICricv

VESTIGACION HENTIFICA

UNIVERSIDAD S
DE ANTIOQUIA INSTITUTO DE CERAMICA'Y VIDRIO (ICV)

1503

de todo el material, jugando un papel importante en vascularizacidn y osteoinduccidn, claves para
la formacion de tejido [7].

Uno de los principales desafios que se plantea actualmente en los TEC es la prevencion de
infecciones postquirargicas causantes de enfermedades que requieren tratamientos prolongados
[8]. La adhesién de bacterias sobre la superficie de los implantes es la principal causa de las
infecciones y para prevenir esto, la administracion localizada de antibidticos surge como alternativa
a los tratamientos por via intravenosa (4-6 semanas) o dosificacion oral (8-10 semanas) que
disminuyen la calidad de vida de las personas [9]. En cuanto a capacidad de albergar y liberar
antibioticos, la hidroxiapatita presenta algunas limitantes desde el punto de vista de enlaces
guimicos, razén por la cual es posible utilizar materiales poliméricos biocompatibles en la liberacion
localizada de antibidticos.

El quitosano es un biomaterial con diferentes grupos funcionales activos que le permiten interactuar
con una gran cantidad de sustancias quimicas dentro de las cuales se encuentran antibidticos como
el sulfato de gentamicina, capaz de atacar gran cantidad de baterias (amplio espectro) [10].
Adicionalmente presenta gran versatilidad en cuanto a conformado haciendo posible infiltrarse en
estructuras porosas y posteriormente mediante procesos de difusién, hinchamiento y erosion,
liberar el antibidtico para prevenir la adhesidn de baterias de manera tempranay evitar la aparicion
de infecciones postoperatorias que generan riesgos en los pacientes que requieren regeneraciéon
Osea.

El propésito de esta investigacion es determinar si posible desarrollar un biomaterial compuesto de
hidroxiapatita carbonatada tipo B/quitosano como plataforma de crecimiento celular con liberacion
de antibidticos para aplicaciones de regeneracion dsea. Es asi como el capitulo 3 contiene la ruta de
sintesis apropiada para la obtencién de hidroxiapatita carbonatada tipo B con diferentes niveles de
carbonato y se presenta la evaluacion de la influencia del ion en la estabilidad mecanica e
interaccion in vitro con fluidos fisioldgicos simulados. Posteriormente, en el capitulo 4 se fabricaron
estructuras porosas con morfologias que propicien la colonizacién por células osteoblasticas y de
igual forma permitieran la infiltracidon de quitosano cargado con antibiéticos, desarrollando asi una
plataforma de crecimiento celular para regeneracidn dsea. Finalmente, el capitulo 5 contiene los
anadlisis de toxicidad, proliferacién y adhesidon de células osteobldsticas, caracter bactericida y
capacidad de ser un sistema de liberacion de antibidticos [10].
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1. Marco tedrico y estado del arte

En este capitulo se expondran los conceptos tedricos y el estado del arte de la literatura existente
en cuanto a hidroxiapatita y sustitucion iénica con el ion carbonato, fabricacidon de estructuras
porosas, uso de quitosano en ingenieria de tejidos y la importancia de la liberacion de antibidticos
en las plataformas de crecimiento celular.

1.1. Hidroxiapatita

La HA es un fosfato de calcio de composicion estequiométrica Caio(PO4)s(OH)2, que corresponde a
una relacion molar calcio/ fésforo (Ca/P) de 1.67 [11]. El interés de este compuesto es que tiene una
composicion similar a la de los constituyentes inorganicos del hueso. Si bien existen registros que
datan del siglo XVIII, desde la década de 1950 se encuentra amplia literatura acerca de sus métodos
de obtencidon (naturales y sintéticos), propiedades y aplicaciones en implantes dentales y dseos,
liberacién de antibidticos e ingenieria de tejidos [12]. El interés en este material se debe a sus
propiedades biomiméticas que consisten en su capacidad de osteointegracién, fenémeno en el cual
las células dseas (osteoblastos) se adhieren sobre su superficie y absorben la HA para producir un
tejido nuevo [13].

La hidroxiapatita estequiométrica es un material cerdmico que contiene iones fosfato, calcio e
hidroxilo con porcentajes en peso de 56.77, 39.84 y 3.39 % respectivamente La HA cristaliza en el
sistema hexagonal compacto con pardmetros de red a=9.4225 Ay c=6.8850 A [14] y una distribucion
de la celda unitaria como se representa en la Figura 1-1, en la cual los iones hidroxilo se encuentran
en las esquinas del plano basal proyectado y se organizan a intervalos equidistantes [la mitad de la
celda (3.44 R)] a lo largo del eje perpendicular al plano basal y paralelo al eje c. Seis de los diez iones
Ca?* en la celda unidad estan asociados con los hidroxilos en estas columnas en particular. Un grupo
de tres iones Ca%* que describe un tridngulo, que rodea el grupo OH, se encuentra en z=0.25 vy el
otro de tres se encuentra en z = 3/4. El fosfato de seis (PO,)* tetraedros se encuentran en una
disposicion helicoidal de los niveles z = 1/4 a 3/4. La red de grupos (PO4)* proporciona el esqueleto
que le brinda a la estructura de apatita su estabilidad [15,16].

L -3 & - $
Figura 1-1. Celda unitaria hidroxiapatita, Ca (.), P (O) 0] ('), H (O) modificado de [14].
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La estructura quimica de la hidroxiapatita bioldgica presenta una gran cantidad de sustituciones
idnicas o impurezas tales como Na*, K, Mg?, Sr**, HPO4*, COsZ, Cl, F, entre otros [17]. Estas
sustituciones también pueden obtenerse durante las etapas de sintesis o procesamiento de la HA,
modificando la morfologia de los cristales, cristalinidad, solubilidad, parametros de red, estabilidad
térmica, estabilidad mecanica y respuesta bioldgica [18,19].

La interaccion bioldgica de la HA una vez es implantada es controlada por dos macroprocesos, el
primero corresponde al intercambio idnico con los fluidos fisioldgicos que genera una degradacion
regulada por la estabilidad quimica del material y la agresividad del medio [20]. El segundo
macroproceso concierne a la interaccion celular, que a su vez se divide en la capacidad de generar
un ambiente propicio para albergar células dseas (osteoconduccion), en la habilidad para proliferar
células (osteoinduccién) y la posibilidad de diferenciar células madre en células dseas (osteogénesis)
[21]. Inicialmente, en 1981 Jarcho determind que una pequefia disolucidon de HA permite una mejor
interaccion con las células osteoblasticas y posteriormente se ha establecido que la
osteoconduccidn es el Unico proceso inherente a la HA estequiométrica en su interaccion biolégica,
sin embargo, la sustitucidn idnica se ha convertido en una alternativa para permitir que se lleven a
cabo las otras etapas de interaccion que facilitan la regeneracion de hueso [22,23].

En las aplicaciones de regeneracién désea, no sélo la HA es empleada como sustituto dseo, existen
una amplia gama de fosfatos de calcio que de acuerdo con su similitud con la composicidon quimica
Osea son regularmente empleados, los cuales presentan una mayor solubilidad y menor tiempo de
reabsorcion en condiciones fisioldgicas (pH= 7.4, T= 37 °C) que la HA (Tabla 1-1) [24]. Por este
motivo, la hidroxiapatita ha limitado su uso en sustitutos dseos y se ha usado ampliamente como
recubrimiento sobre protesis metdlicas. En 1993, Fayssinet et. al [15], encontré que la muy baja
solubilidad de este material depende de diferentes factores como su composicién, debido a que
cualquier desviacidon de la relacion estequiometria Ca/P genera una disolucion mayor, un efecto
similar es causado por la disminucién de la cristalinidad y un aumento en la porosidad.

Tabla 1-1. Solubilidad y tiempo de reabsorcidn en condiciones fisioldgicas de fosfatos de calcio de
interés en aplicaciones biomédicas [16,24].

Material Sigla Formula quimica Solubilidad a | Tiempo de

37°C (log Ks) | reabsorcion

(meses)
Hidroxiapatita sinterizada | HA Ca10(PO4)6(OH); 117.2 >120
Hidroxiapatita deficiente | CDHA | Caio-X(HPO4)x(POs)sx(OH)2x | 85.1 6-10
en calcio (cementos) (0<x<2)
Fosfato de calcio amorfo | ACP CaxHy(PO4),:nH,0 No 6-12
n = 3-4.5, 15%-20% H,0 especificada

Fosfato tricalcico B B-TCP -Casz(P0a); 29.5 6-18
Fosfato tricalcico a o-TCP o- Caz(P0s); 25.5 6-18
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Una de las alternativas para promover la reabsorcion de la Hidroxiapatita es la sustitucion idnica con
el carbonato (COs3%), que se encuentra naturalmente en el hueso bioldgico en porcentajes de 4 a 8%
en peso, donde se puede sustituir facilmente a los iones hidroxilo (OH") o fosfato (PO.*), dando

como resultado una apatita parcialmente sustituida conocida como hidroxiapatita carbonatada
(HAC) [25].

1.2. Hidroxiapatita Carbonatada

La hidroxiapatita carbonatada (HAC) tiene la posibilidad de tener dos tipos de sustituciones
diferentes en el seno de la estructura de la HA llamadas apatita tipo A y apatita tipo B de acuerdo
con el ion sustituido. En la primera los iones carbonato encuentran lugar en los sitios ocupados por
los OH vy en la segunda ocupan las posiciones de los iones fosfato. Algunas apatitas pueden también
presentar los dos tipos de sustitucion simultaneamente, apatita mixta de tipo AB, la sustitucion tipo
B se encuentra en la fase mineral del tejido dseo [18,26,27].

1.2.1. Hidroxiapatita Carbonatada Tipo A

La sintesis de hidroxiapatita carbonatada tipo A (HAC-A) fue desarrollada por Wallaeys mediante la
reacciéon de Caz(PO,) y CaCOs a 900°C en atmoésfera de didxido de carbono, la cual necesita una
presion de CO, superior a la atmosférica para obtener una mayor eficiencia [28]. Bonel describié el
proceso de sustitucion de los iones hidroxilo por los iones carbonato a lo largo del eje cristalografico
¢, de acuerdo con la reaccion:

Ca1o(P04)6(OH), +xCO, © Cayq(PO4)s(0OH),_54(CO3)x + H,0 [1-1]

La reaccidn se inicia a 800°C teniendo en cuenta que el requerimiento mas importante es que el
didxido de carbono sea de alta pureza y ademas debe tener un muy bajo contenido de humedad.

Otro proceso fue descrito por Tonegawa, en el cual se utilizé sintesis hidrotermal, donde se adiciona
a una suspension de Ca(OH), mediante goteo una suspension de H3PQ,, posteriormente el
precipitado es secado y calentado a 900°C en una atmédsfera de didxido de carbono [28].

1.2.2. Hidroxiapatita Carbonatada Tipo B

El proceso de elaboracion de la HAC-B comienza por la sintesis del polvo, donde el objetivo es
adaptar todas las caracteristicas fisicas, quimicas y estructurales del biomaterial segin la aplicacién
prevista. Hay diferentes métodos para hacer la sintesis del polvo, ya sea a alta temperatura
(hidrotermal y reaccion entre CaCOs y a-TCP) o por via acuosa (tipo directo e inverso) [29,30].

La sintesis de la HAC-B, se hace generalmente por via acuosa ya sea de tipo directo o inverso, ya que
es un método sencillo y permite controlar el tamafo de grano, la distribucién granulométrica
(monomodal), morfologia y superficie especifica, en esta ultima normalmente los granos obtienen
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una alta superficie especifica de aproximadamente 50 m?2/g [31], lo que favorece su densificacion
[32].

La sintesis de tipo directo consiste en agregar una solucidon que contiene los iones calcio en la
solucidn que contiene los iones fosfato PO4* y carbonato COs%. Este método genera algunas veces
la precipitacién de otros compuestos que no se requieren, obteniendo una apatita carbonatada
polifasica [33]. Por otro lado, las sintesis via acuosa de tipo inverso, consiste en agregar la solucién
que contiene los iones fosfato PO4* y carbonato COs? a la solucién que contiene los iones calcio,
con el fin de evitar formacion de elementos extrafios o fases secundarias que cambian la
composicion quimica del material de partida.

Por lo anteriormente descrito, el método mas utilizado para la sintesis de los polvos de HAC-B es la
sintesis de tipo inverso, donde es necesario controlar los siguientes pardmetros: atmdsfera inerte
(para evitar carbonatacion de las apatitas por el gas carbdnico de la atmésfera), temperatura, pH,
tiempo de maduracion del precipitado formado, la cantidad y concentracion de los reactivos (Ca,
PO4* y COs%) [34].

En la reaccidn que se presenta en la reaccion [1-2], la formacién de las apatitas carbonatadas tipo
B, los iones fosfato son reemplazados por los iones carbonato. La apatita cristaliza en el sistema
hexagonal y es isomorfa a al HAP. En la reaccion “x” es la cantidad de iones carbonato sustituidos
en los iones PO43[35]-.

Ca;9(P04)6(OH), + (CO3)x « Cagg_x(PO4)6—x(CO3)x(0OH),_« [1-2]

Numerosos estudios muestran que la HAC-B es susceptible a descomponerse durante tratamiento
térmico en aire por deshidratacion (pérdida de agua) y descarbonatacion (salida de los iones CO3*
de los sitios B) [34]. La descarbonatacion esta acompafiada de la formacion de una o mas fases
secundarias (Ca0, CaCOs o liberacidon de CO;). La naturaleza de estas fases secundarias estd ligada
directamente al valor de la relaciéon molar Ca/P de la apatita inicial, la naturaleza y cantidad de los
iones de COs?%, la temperatura y la atmdsfera utilizada durante el tratamiento térmico [36]. Como
se desprende de la férmula quimica de |a apatita tipo B, el valor de Ca/P es superior a 1.67 cualquiera
sea el valor de “x”. Para evitar la descomposicion de la HAC-B, es necesario realizar el tratamiento
térmico en atmdsfera controlada de CO;, ya que permite estabilizar la fase inicial de la HAC-B a altas
temperaturas y permite desplazar el equilibrio en el sentido que favorece la formacién de la HAC-B
(izquierda) [37]. Algunos autores como Lafon et. al [38], indican que la sinterizacidn de este tipo de
apatitas carbonatadas depende de la tasa de carbonatacién y el control de la atmédsfera, donde la
presién parcial de CO; influye directamente en la temperatura a la cual comienza Ia
descarbonatacion de los sitios B. Para la presién de 1 bar, la temperatura de sinterizacidn se
encuentra 200° C por encima de la temperatura a la presidon de 1073 bar, con lo que se concluye que
cuanto mas alta sea la presién de CO, la temperatura a la cual comienza la descarbonatacién en los
sitios B es mayor, es decir permite tener un mayor rango de temperaturas de sinterizacion sin
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descomposicion [39]. Por otro lado, en cuanto a la tasa de carbonatacién, a bajas tasas de
carbonatacidn la temperatura a la cual comienza la descomposicidn serd mas elevada [40,41].

1.2.3. Propiedades Fisicoquimicas

La HA no puede ser utilizada para aplicaciones en las cuales sea necesario soportar cargas mecanicas
como, por ejemplo, protesis de cadera. Comparado con los dos componentes del hueso, cortical y
esponjoso (Tabla 1-2), la HA densa sintética puede alcanzar propiedades similares, las cuales varian
de acuerdo con caracteristicas tales como la porosidad del material, la cual es inversamente
proporcional a la tenacidad a la fractura y la resistencia a la tension. Otras variaciones
microestructurales como el tamafio de grano, las impurezas, microporosidad remanente, asi como
la relacién Ca/P determinan el comportamiento mecanico de este biomaterial. Sin embargo, la
combinacion entre las fases mineral y organica del hueso presentan un desempefio biomecanico
dificil de lograr sintéticamente [42,43].

Tabla 1-2. Propiedades mecdnicas del hueso y la hidroxiapatita [44,45].

Material Resistencia  Esfuerzo de Resistencia a Madulo Tenacidad a
alaTraccion Cedencia la Compresion Elastico la Fractura
(MPa) (MPa) (MPa) (GPa) (MPa.m/2)

Hidroxiapatita 38-48 - 500-1000 80-110 1

Hueso Cortical 100-230 30-70 100-230 7-30 2-12

Hueso 10-20 - 2-12 0.05-0.5 -

Esponjoso

Los sustitutos dseos empelados en regeneracidon deben exhibir suficiente resistencia mecanica
inicial y rigidez para sustituir la funcion mecanica del hueso dafiado hasta que se regenere [46], por
lo tanto, la influencia de la sustitucién de carbonatos en el comportamiento mecanico de la
hidroxiapatita es uno de los principales aspectos a considerar, ya que permite acelerar los procesos
de reabsorcion conservando la estabilidad mecanica. Algunos autores han reportado la mejora del
comportamiento mecdanico con la adicion de carbonato, sin embargo, no existe un estudio
sistematico en la literatura sobre niveles crecientes de sustituciéon de carbonato en el
comportamiento mecanico de la hidroxiapatita. Los trabajos disponibles reportan resultados de
desempeio mecanico de materiales HAC con contenidos especificos de carbonato, Thang et. al [37],
realizaron comparaciones entre diferentes cantidades de carbonatacidn y su influencia en tensiéon
de fractura en compresién diametral y tenacidad a la fractura, sin embargo, estas comparaciones se
realizan con niveles diferentes de porosidad entre materiales, la cual influye altamente en el
resultado final y la proporcidn de poros es muy elevada para poder inferir conclusiones la tenacidad
a la fractura [47]. De igual manera, Safarzadeh et. al [48], evaluaron la influencia del ion carbonato
en la tenacidad a la fractura de materiales con niveles diferentes de porosidad y cantidades de poros
elevadas. Bang et al. [41] informaron valores de resistencia a la traccién determinados por la prueba
de compresién diametral de especimenes densos. Estos autores encontraron que la resistencia del
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material HAC con 11% en peso de sustitucion de CO; (= 11 MPa) era aproximadamente el doble de
la del estequiométrico HA (= 6 MPa). Al tratar con andamios porosos (45% de porosidad), Landi et
al. [41] informaron valores de resistencia a la compresidn para HAC con 8.8 % en peso de contenido
de carbonato (6.0 + 0.5 MPa) que eran el doble que los de HA (3.1 £ 0.3 MPa). De la misma manera,
Zhu et. al. [49] encontraron que la hidroxiapatita carbonatada tiene una mayor resistencia a la
flexion que la HA no sustituida debido a la superficie de fractura densa y uniforme sin grietas
evidentes. De lo aqui descrito se desprende que no esta claro si la carbonatacién de la hidroxiapatita
influye en el comportamiento mecdanico a través de una limitacion de los defectos criticos a través
de la mejora de la microestructura -sin defectos y/o grietas- o de la tenacidad del material. Para
elucidar este aspecto, seria precisa la comparacion entre materiales con microestructuras similares
y diferentes niveles de carbonatacién.

La capacidad y velocidad de reabsorcidn, junto con su potencial osteoinductor, son las
caracteristicas bioldgicas fundamentales de las plataformas de crecimiento celular (Scaffold en
terminologia anglosajona) o injertos dseos. Esta es la razon por la cual las modificaciones idnicas en
la HA se han estudiado y entre ellas la inclusién de carbonato ha demostrado acelerar este proceso,
por ejemplo, la HAC presenta una tasa de disolucion mas alta en condiciones acidas débiles (pH =
3.5) que la de la HA [50-53], lo que explica la diferencia en la reabsorcion osteocldstica entre HA y
HAC. Al pH fisiolégico o pH 7.4, se ha encontrado un comportamiento de disolucién similar. En las
condiciones acidas creadas por los osteoclastos, la HAC se reabsorbe facilmente, por lo que tiene
capacidades osteoconductivas y de reabsorcién mas altas que la HA [54]. En consecuencia, varios
autores han demostrado que la bioactividad de HAC es mayor que la de HA en pruebas in vitro [55]
e in vivo [56,57]. Ademads, se ha sugerido que la cantidad de carbonato podria modular el
comportamiento bioldgico, es decir, las respuestas de osteoclastos y osteoblastos, como lo destacan
Ortali et al [58]. En este sentido, Miyamoto et al han demostrado la eficacia del carbonato de apatita
en forma de granulos [59,60] o bloques [56,61] para la regeneracién ésea. Los resultados
preliminares de la eficacia como sustituto éseo de la apatita de alto contenido en carbonato (12.0%
en peso) desarrollada por estos autores en comparacion con los de otros dos materiales disponibles
comercialmente (con 0.1y 5.5% en peso de carbonato) sugieren que el contenido de CO; puede ser
uno de los factores que gobiernan la formacién y resorcién dsea. Sin embargo, aunque la
comparacion histoldgica reportada por estos autores es importante, también hubo diferencias entre
los tres productos comerciales analizados ademads de los contenidos de COs.

Spence et al [62], al comparar diferentes muestras con contenidos de carbonato de 0.1 a 2.35% en
peso, concluyeron que la tasa de reabsorcion de HAC en presencia de osteoclastos humanos
aumenté con el aumento del contenido de carbonato. Murugan et. al [63] estudiaron la reabsorcién
de HAC en condiciones fisiolégicas simuladas, evaluaron la pérdida de peso de granulos de HAC (2%
en peso) en solucién salina tamponada con fosfato (pH = 7.2) durante 800 h, encontrando que,
después de este periodo, la HAC presentd una mayor pérdida de peso (95%) que la HA
estequiométrica (90%), lo que indica una velocidad de disolucion mas alta debido a la adicién de
carbonato. Se ha propuesto que la disminucién de la cristalinidad de la red asociada a la presencia
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de sustitucion de tipo B es responsable del aumento de la solubilidad de HAC tanto en ensayos in
vitro como in vivo [26].

De la discusidn anterior se puede concluir que la capacidad de las hidroxiapatitas carbonatadas tipo
B para ser reemplazadas por hueso estd estrechamente ligada a su reabsorbilidad y que la inclusion
de carbonato en la posicién B de la estructura cristalina de la hidroxiapatita mejora la resistencia
mecanica. Sin embargo, la importancia relativa de los pardmetros de composicion sobre la
degradacion y los comportamientos mecanicos aun no esta clara. Para desarrollar sustitutos de HAC
con propiedades adecuadas, seria necesario establecer el efecto de niveles sistemdticamente
variables de sustitucién de CO3* en los comportamientos biolégicos y mecanicos de materiales de
hidroxiapatita con caracteristicas microestructurales similares.

1.2.4. Estructuras porosas

La obtencidn de estructuras ceramicas porosas ha permitido promover el proceso de
osteoinduccién de plataformas de crecimiento celular mediante la colonizacién de células
osteoblasticas, cuyo tamafio puede variar entre 100-500 um, adicionalmente, asegura el transporte
de nutrientes y desechos metabdlicos, el crecimiento vascular y la osteogénesis directa [64]. Hasta
ahora, se han desarrollado mediante diferentes técnicas, tales como copiado de espumas
poliméricas, congelacién de una suspensién ceramica desde temperatura ambiente hasta
temperaturas bajo cero grados centigrados (Freeze casting) y consolidacion por compactacion de
polvos mediante presidn uniaxial con posterior tratamiento térmico [65—68]. El copiado de espumas
poliméricas permite obtener estructuras porosas interconectadas, sin embargo, la eliminacidn
mediante tratamiento térmico de las preformas puede generar residuos en el material y que podrian
ser téxicos para las células déseas [69,70]. Por otro lado, la técnica de congelacién favorece la
obtencién de estructuras laminares o poros tipo canales, los cuales no alcanzan en muchos casos
los tamafios recomendados para promover la integraciéon ésea [71,72].

El conformado utilizando un agente porogénico (Space holder terminologia anglosajona) que genere
y permita conservar una red de macroporos interconectados es una alternativa promisoria en la
fabricacion de plataformas de crecimiento celular, esto debido a que permite controlar la
geometria, cantidad e interconexiéon de poros [73]. Se han evaluado una gran cantidad de
formadores de poros tales como polimetilmetacrilato (PMMA), bicarbonato de amonio (NH4HCOs),
sacarosa, almidon y cloruro de sodio (NaCl) [74]. Este ultimo, el NaCl, se ha empleado gracias a
caracteristicas como bajo costo, baja toxicidad, amplia disponibilidad en el mercado y alta
solubilidad en agua que permite removerlo facilmente mediante lixiviacion, adicionalmente, los
residuos de NaCl no afectan el desempefio in vivo de las plataformas [75].

El proceso para conformacién de piezas mediante Space holder puede dividirse en cuatro etapas

principales, la primera consiste en la mezcla de polvos del biomaterial y el agente porogénico,
posteriormente se realiza una compactacién de la mezcla. Las etapas tres y cuatro, que
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corresponden a la lixiviacion y tratamiento térmico, pueden realizarse en cualquier orden,
principalmente dependiendo de la estabilidad mecdanica en verde de las piezas [76,77].

La reabsorcion de plataformas de crecimiento celular también se ve favorecida por el uso de
estructuras porosas, una mayor porosidad aumenta el drea superficial y, por lo tanto, la interaccion
con fluidos bioldgicos y células dseas. Diez-Escudero et. al [78], evaluaron el efecto de la porosidad
en CDHA con tasas de carbonatacién de hasta el 13% en peso en un ambiente acido con el fin de
simular el ambiente que generan las células osteoclasticas al interactuar con un implante,
encontrando que la nano, micro y macro porosidad tienen un efecto exponencial en la degradacién
de este tipo de materiales. Kanhed et. al [79], obtuvieron estructuras porosas entre 6-27%
empleando grafito como agente porogénico, encontrando que los materiales con mayor porosidad
presentaron una mayor viabilidad celular, promovida por la interaccion material-célula generada
por la mayor cantidad de sitios de interaccién debido a los poros.

Si bien el control de la arquitectura de las plataformas de crecimiento celular es un aspecto
importante de acuerdo con lo explicado anteriormente, los recientes desarrollos en materiales para
regeneracion dsea requieren plataformas con funcionalizacién terapéutica, es decir, sistemas
empleados para la liberacion de sustancias que permitan realizar tratamientos locales de
enfermedades éseas o patologias postquirirgicas [80], para esto moléculas como antibiéticos son
adicionadas en proporciones adecuadas, sin embargo, las plataformas de crecimiento celular
fabricadas con fosfatos de calcio tratados térmicamente presentan limitaciones en cuanto a
capacidad de albergary liberar este tipo de sustancias si se compara con los denominados cementos
Oseos [81]. De tal modo que una de las alternativas para mejorar el desempefio de estos materiales
en la liberacién localizada de sustancias activas es la incorporacidon de biopolimeros como el
quitosano, aprovechando sus caracteristicas fisicas y quimicas [82].

1.3. Materiales compuestos como plataformas de crecimiento celular
1.3.1. Quitosano

Algunos materiales poliméricos poseen propiedades fisicoquimicas similares a la fase orgdnica del
tejido 6seo por lo que son materiales biocompatibles, biodegradables y no téxicos, caracteristicas
gue permiten su aplicacién en la ingenieria biomédica [83]. Ademas, su facilidad de conformacién
permite fabricar diversas formas y tamafios con diferentes tamafios y cantidades de poros, lo que
los hace materiales versatiles. Adicionalmente, pueden ser utilizados como materiales para sistemas
de liberacién controlada de farmacos. Los polimeros biodegradables mds comunes son lo
poliésteres las poliamidas, los poliuretanos, polimeros naturales como coldgeno, gelatina y el
guitosano [84].

El quitosano es un polimero natural derivado de la N-desacetilazion de la quitina Figura 1-2, el cual
se encuentra unido a proteinas por interacciones electrostaticas formando los proteoglicanos los
cuales organizan la matriz extracelular de los tejidos humanos [85]. Sus principales propiedades son
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la baja toxicidad, solubilidad en acidos diluidos tales como acético (1-3 % vol.), citrico (3-4% vol.) y
clorhidrico, asi como en agua, alta biocompatibilidad y biodegradabilidad [86,87]. A diferencia de la
mayoria de los polimeros sintéticos, el quitosano presenta una superficie hidrofilica que promueve
la adhesién y proliferacién celular, asi como la no generacion de productos téxicos [88], debido a
esto ha presentado un gran interés en la fabricacién de plataformas de crecimiento celular
mostrando capacidad de generar matrices mineralizadas de hueso in vitro [89] y exhibiendo
osteocinductividad in vivo en defectos éseos creados quirdrgicamente [90].

HO
/AKD/&/C ¢
w " .
[\ — HO \TH Quitina
= <.
'S Y CHy
(8]
(1]
s
Q
(8]
m - -
wv
()]
&
4 0
- \ OH
N, Quitosano en
i Jn polvo

Figura 1-2. Estructura quimica del quitosano [11].

El quitosano y la hidroxiapatita son los materiales empleados en ingenieria de tejidos que presentan
las mayores caracteristicas promisorias en el desarrollo de componentes éseos y la combinacién de
estos se investigado ampliamente en diferentes aplicaciones [91]. La fabricacién de compuestos
HA/quitosano depende de variables como la naturaleza de los reactivos usados como precursores,
la relacion ceramico/polimero, el pH, la temperatura, la relacion Ca/P, las dimensiones de las
plataformas y el area de aplicacién [11].Tradicionalmente, se ha empelado el material polimérico
como matriz y particulas de HA como refuerzo, utilizando métodos como coprecipitacion (Yang et.
al [92]), evaporacion del solvente (Thein-Han et. al [93]) e impresion 3D (Yousefiasl et. al [94]).

La otra alternativa es emplear el material ceramico como matriz porosa y posteriormente
aprovechar la facilidad del quitosano en solucién de infiltrarse en la red de poros, una vez removido
el solvente ha mostrado capacidad de brindarle estabilidad mecanica, asi como la capacidad de

encapsulacién y liberacion de antibidticos [95].

1.3.2. Liberacién de antibiéticos
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La osteomielitis es una infeccion dsea que puede ser adquirida durante los procesos quirldrgicos
ortopédicos. Cuando no es tratada a tiempo puede generar necrosis de las células dseas y afectar el
sistema vascular atacando igualmente el tejido blando circundante [96].

El hueso sano normalmente tiene una alta resistencia a esta infeccién y esta solo ocurre cuando
existe una larga inoculacion de microorganismos, traumas con dafio de hueso o por la presencia de
cuerpos extrafios como implantes o injertos. Esta infeccién es mdas propensa en pacientes con
factores de riesgo como la diabetes, cirugia, trauma y consumo de drogas por via intravenosa.
Existen tres tipos de osteomielitis: hematdgena, secundaria de infecciones y a partir de insuficiencia
vascular.

La principal bacteria que causa esta enfermedad es el Estafilococo Aureus (S. Aureus), la cual posee
en su superficie una gran cantidad de patrones patdgenos capaces de interactuar en los espacios
extra e intracelulares de las células osteobldsticas. Una vez la bacteria entra en contacto con el
hueso realiza un proceso de fijacidn y colonizacion para finalmente formar una pelicula denominada
biofilm que facilita la permanencia de la infeccién. Una de las respuestas a la presencia del S. Aureus
es lainflamacion, que conlleva muerte celular, inhibicion de la regeneracidn de hueso (osteogénesis)
e induccién de resorcion dsea (osteoclastogénesis), cuya combinaciéon produce la perdida de
volumen del hueso [97].

Uno de los principales desafios clinicos en el tratamiento de la osteomielitis es la capacidad que
tiene el S. Aureus de alojarse en el interior de los osteoblastos, esto le permite protegerse de los
microorganismos inmunoldgicos, asi como de antibidticos que no pueden penetrar en la célula y
atacar la bateria [98]. Por lo tanto, el uso de sustitutos éseos que liberen antibiéticos de forma
localizada permitiria la prevencién y tratamiento de esta enfermad.

Los compuesto HA/quitosano han demostrado tener propiedades bioldgicas apropiadas y la
habilidad de liberar medicamentos tales como antibidticos, anticancerigenos, antinflamatorios y
factores de crecimiento [99]. La cinética de liberacion depende de multiples factores tales como
porosidad, permeabilidad, superficie especifica, degradacién de la matriz, solubilidad de la especie
y la interaccidn quimica, de acuerdo con esto, generalmente se puede dividir en tres etapas que se
representan en una grafico liberacion (Figura 1-3). La region inicial corresponde a una liberacion tipo
rafaga en la cual moléculas adsorbidas en la superficie de los poros mas grandes, la region
intermedia corresponde a una liberacidon controlada principalmente por la distribucidon de la
porosidad y la tortuosidad del ambiente circundante, por ultimo, en la tercera regién se libera el
remanente de la sustancia alojada en los poros mds profundos y con mayor afinidad quimica con la
plataforma [80].
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Figura 1-3. Regiones en cinética de liberacion [80]

La gentamicina es un antibiético de amplio espectro empleado en la prevencidn y tratamiento de
infecciones asociadas a implantes, ya que presenta un amplio espectro de actuacion, bajo costo y
baja de resistencia por parte de agentes patégenos en las etapas tempranas de liberacion [100].
Este medicamento se suministra convencionalmente mediante administracidon oral o intravenosa,
sin embargo, presenta una baja efectividad debido a que dificulta su llegada al punto de infeccion o
posible infeccidon en el tejido dseo y una posible intoxicacién renal (nefrotoxicidad) debido al
suministro sistematico [101]. De tal modo que las recientes investigaciones se han enfocado en el
desarrollo de sistemas que permitan la administracién local de sistemas basados en gentamicina
con el fin de prevenir los posibles efectos adversos y asegurar su efectividad.

Los reportes con respecto a los sistemas hidroxiapatita carbonatada/quitosano con capacidad de
albergar y liberar antibiéticos se han centrado en el uso de microesferas o recubrimientos sobre
protesis metdlicas, tales como Ghuo et al [100], que fabricaron microesferas de HAC, las cuales
presentan una mejor eficiencia en cuanto a la liberacion de gentamicina comparada con la
hidroxiapatita estequiométrica y minimizan la adhesidon de baterias sobre la superficie de los
materiales. Rajesh et. al [102], emplearon recubrimientos de HA/quitosano sobre protesis de
Ti6Al4V cargados con gentamicina presentando un caracter antibacterial contra el S. ureus luego de
5 dias de incubacién y excelente osteocompatibilidad. Prasad et. al, cargaron gentamicina y
alendronato de sodio en un sistema hidroxiapatita/quitosano proporcionando resistencia contra el
S. Aureus y el E. Coli. Wers et. al [103], evaluaron la influencia de parametros como la porosidad,
superficie especifica y tamafio de poros en la cinética de liberacion de sulfato de gentamicina en un
sistema biovidrio/quitosano, encontrando que un incremento en esos tres parametros favorece la
liberacién del antibiético y mejora las propiedades antimicrobianas.
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Las oportunidades de ampliacion de conocimiento en el area de plataformas de crecimiento celular
permitieron establecer en este trabajo un punto de partida para desarrollar un biomaterial
compuesto de hidroxiapatita carbonatada tipo B/quitosano como plataforma de crecimiento celular
con liberacién de antibidticos. Este trabajo tuvo una metodologia experimental que contempld
establecer una ruta de sintesis adecuada para la obtencidn de hidroxiapatita carbonatada tipo B,
evaluar la influencia del ion carbonato y el proceso de conformaciéon en el comportamiento
fisicoquimico y mecdnico de este biomaterial ceramico. Fabricacidon de estructuras porosas e
infiltracion de quitosano, que promueva la biocompatibilidad, biodegradabilidad, osteoconduccién
y osteinduccion convirtiéndose en un sistema adecuado para la liberacién controlada de
antibidticos, los cuales mejoren la aceptacién del sustituto dseo una vez éste sea implantado.
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2. Objetivos

Objetivo General

Desarrollar un biomaterial compuesto de hidroxiapatita carbonatada tipo B/quitosano como
plataforma de crecimiento celular con liberacién de antibidticos para aplicaciones en regeneracion

Osea.
Objetivos especificos

e Evaluarel efecto de la concentracién de ion carbonato y la proporcién de agente porogénico
en el desempefio mecanico y fisicoquimico de la hidroxiapatita carbonatada.

e Determinar la influencia de la interaccion hidroxiapatita carbonatada tipo B/quitosano en
el comportamiento in vitro y mecdanico de las plataformas de crecimiento celular.

e Analizar el comportamiento bactericida, asi como la interaccién celular y la cinética de
liberacion de antibidticos de los compuestos hidroxiapatita carbonatada tipo B/quitosano.
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3. Efecto del contenido de carbonato en las propiedades mecanicas y
comportamiento in vitro de la hidroxiapatita carbonatada tipo-B

El objetivo de este capitulo es determinar cuantitativamente la influencia de diferentes contenidos
de carbonato en la resistencia mecanica y degradacion in vitro de la hidroxiapatita carbonatada tipo-
B, para esto se ha escogido el método de sintesis acuoso indirecto debido a que este permite tener
control sobre el contenido de carbonato y el tamafio de particula mediante el ajuste de los
parametros mas importantes como atmodsfera, temperatura, pH y tiempo de maduracion. Se
sintetizaron tres polvos con diferentes contenidos de carbonato y un blanco sin sustitucion, los
cuales fueron caracterizados y conformados mediante prensado uniaxial, posteriormente se
disefaron diferentes ciclos térmicos para cada material con el fin alcanzar valores similares de
porosidad abierta, facilitando el analisis de los resultados que pudieran verse enmascarados si las
porosidades estuvieran muy alejadas entre si. La estabilidad quimica de las plataformas fue
determinada mediante ensayos de degradaciéon in vitro en dos ambientes que simulan las
condiciones a las cuales estdn sometidos los sustitutos éseos una vez son implantados, el primer
ambiente simula el entorno acido que generan las células osteocldsticas al interactuar con el injerto
(pH<3) y el segundo ambiente simula las condiciones fisioldgicas (pH=7.42 y T=37°C), lo cual permite
evaluar la solubilidad de los materiales durante largo periodos de tiempo.

3.1. Materiales y Métodos

3.1.1. Sintesisy caracterizacidn de polvos de hidroxiapatita e hidroxiapatita carbonatada tipo-B.

Los polvos de hidroxiapatita fueron obtenidos mediante la sintesis acuosa por el método inverso
desarrollado por Vignoles y optimizado por Lafon [1], en el cual una solucidn de nitrato de calcio
tetrahidratado [(Ca(NO3),).4H,0, Merck®, Alemania] es preparada en un reactor hermético con
corriente de Argdn, calentada a 90°C con un pH=9 ajustado mediante la adicién de hidréxido de
amonio [NH40H (Merck®, Alemania)]. En otro recipiente se mezclan hidrégeno fosfato de amonio
[(NH4)2HPO,4, Merck®, Alemania] e hidrégeno carbonato de amonio [(NH4)HCOs, Alfa Aesar®, Estados
Unidos], para ser alimentado al reactor mediante goteo hasta consumir la mezcla y un tiempo de
maduracidon de 30 minutos en los cuales se sostienen las condiciones de temperatura, pH vy
agitacion. En la Figura 3-1 se presenta el montaje empleado para la sintesis de los polvos.
Finalmente, la solucién es filtrada, lavada con agua desionizada, secada durante 24 h a 80°C, tratada
térmicamente a 400°C con el fin de eliminar residuos de nitratos y tamizada a través de un tamiz de
45 pm.
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Figura 3-1. Esquema de sintesis mediante el método inverso

El disefio de los polvos se realizd tomando como base la relacidn molar calcio/fésforo de la
hidroxiapatita estequiométrica (Ca/P=1.67) y a partir de esto se formularon tres composiciones
controlando la relacion molar entre los iones carbonato y fosfato de la solucién precursora. En la
Tabla 3-1 se presentan los materiales sintetizados.

Tabla 3-1. Parametros de formulacidn de sintesis de los polvos

Material Relacion molar Relacion molar
Ca/P COs%/PO4*
HA 0
Cc2 0.25
1.67
c3 0.375
(o] 0.5

La composicién quimica elemental de los polvos fue determinada mediante Fluorescencia de rayos
X con longitud de onda dispersiva (WD-XRF ARL Optim X ThermoFisher, USA) con el fin de conocer
la relacién molar Calcio/Fésforo (Ca/P), adicionalmente se estimo el contenido de carbonato a partir
del porcentaje de carbono obtenido mediante andlisis elemental de carbono en un equipo (C-S test;
Leco, USA). El tipo de sustitucion realizada por el carbonato en la estructura cristalina de la
hidroxiapatita se evalud con un espectrémetro infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR-DRIFT,
IR Tracer, Shimadzu, Japan), con el cual se analizaron las bandas caracteristicas de los fosfatos de
calcio y las vibraciones especificas de los enlaces carbono-oxigeno que varian de acuerdo con el tipo
de sustitucion.

Las fases cristalinas obtenidas en la sintesis de los polvos se determinaron mediante difraccion de
rayos X usando un equipo Empyrean (PANanalytical, B.V., The Netherlands) con una fuente de
radiacion de CuKa (A=1.540598 A), un angulo de barrido 26 en un rango de 10-60° y 0.02° por paso
con 50s. La distorsion causada por la inclusion del ion carbonato en la estructura cristalina se realizo
usando como patrén de referencia la carta de la hidroxiapatita estequiométrica ICDD 9-0432 a
través del software Xpert Highscore 2.0, (PANanalytical, B.V., The Netherlands). A partir de los
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espectros se hizo un ajuste mediante el método de refinamiento Rietveld de acuerdo con la
metodologia descrita por Ezekiel et. Al [2], usando la estructura hexagonal compacta (grupo espacial
P63/m) de la hidroxiapatita con pardmetros de red a=b= 9.4219 Ay c=6.8822 A [104].

La influencia del contenido de carbonato en la morfologia de las particulas sintetizadas se observé
con un microscopio electrénico de transmisién (TEM, FEI Tecnai 20 G2 S-Twin 200 kV, FEI, USA),
adicionalmente se realizé la determinacion de la distribucidn de tamafio de particula empleando el
método de difraccién con un laser de He-Ne con una A=632,8 nm (Mastersizer, Malvern, Reino
Unido) sobre muestras humedas dispersas en alcohol isopropilico.

Finalmente, con el fin de evaluar el comportamiento térmico de los polvos sintetizados y establecer
las temperaturas de sinterizacion se realizé un analisis termigravimétrico (ATG) y térmico diferencial
(ATD) ((TGA & DTA / DSC thermal analyzer, Setsys Evolution, Setaram, Francia), con una velocidad
de calentamiento de 10°C/min hasta 1300°C en atmdsfera de aire, el cual sirvié como método de
comparacion con el ensayo de contenido de carbono en la regién entre 400-850°C donde ocurre la
descomposicion del ion carbonato.

3.1.2. Conformado y sinterizacidn de piezas

El procesamiento para la fabricacion de las piezas sinterizadas se realizod en tres etapas: preparacion
de la materia prima, conformado y tratamiento térmico de consolidacidn. Inicialmente, los polvos
fueron acondicionados con el fin de romper aglomerados propios del proceso de sintesis mediante
atriciéon en un molino vertical con jarro y bolas de circona durante una 1 h a 1800 rpm en alcohol
isopropilico, luego de esto se realizd6 nuevamente un analisis de distribucién de tamafio de particula
con los mismos pardmetros empleados para los polvos sintetizados. Por ultimo, la dispersién de
polvo en alcohol isopropilico fue secada a 65°C durante 24 h, macerada y tamizada a través de una
malla de 100 um.

El método seleccionado para el conformado de piezas fue el prensado uniaxial, para lo cual en la
segunda etapa se realizaron curvas de prensado con el objetivo de establecer las condiciones de
procesamiento que permitieran obtener densidades en verde apropiadas sin generar defectos tales
como desconchado o grietas. Las curvas de prensado fueron realizadas en un molde de acero
inoxidable con didmetro de 5 mm, empleando aceite de bajo peso molecular como lubricante, 0.5
g de cada material fueron adicionados al molde y sometidos a compresiéon en una maquina
universal, con una celda de carga de 10 kN hasta alcanzar poca variabilidad en la altura de los
comprimidos, los resultados de la optimizacion del procesamiento de los polvos serdn presentados
en el Anexo 1 del presente trabajo.

Una vez seleccionada la presion de conformado (40 MPa) se fabricaron piezas en verde utilizando

una prensa manual (Lordeco, Colombia), las dimensiones de las piezas se determinaron de acuerdo
con el tipo de evaluacidn para el cual iban a ser empleadas tal y como se describe en la Tabla 3-2.
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Tabla 3-2. Caracteristicas fisicas de las piezas en verde

Didmetro | Altura | Tipo de Evaluacién

4 mm | Caracterizacion fisicoquimica y degradacion in vitro
6.36 mm

13 mm | Caracterizacion mecanica

Finalmente, la sinterizacién de las piezas fabricadas se realizd en un horno tubular eléctrico
(Carbolite 3216, Reino Unido), con una velocidad de calentamiento de 5°C/min hasta la maxima
temperatura y un sostenimiento de 2 h, posteriormente se empled la velocidad mencionada
anteriormente durante el enfriamiento. La temperatura maxima fue seleccionada especificamente
para cada material sintetizado de tal forma que todas las piezas tratadas térmicamente obtuvieran
valores de porosidad similares que no enmascarara el desempefio de las piezas sinterizadas. En la
Tabla 3-3, se presentan las temperaturas para cada material y la nomenclatura que usara durante
todo el documento para las piezas sinterizadas.

Tabla 3-3. Temperatura de sinterizacidon de piezas consolidadas para caracterizacién fisicoquimica

y mecanica.
Material | Temperatura (°C)
HA-T 800
C2-T 780
C3-T 780
C4-T 750

3.1.3. Caracterizacion fisicoquimica de piezas sinterizadas

La porosidad abierta de las piezas sinterizadas fue determinada siguiendo los parametros de la
norma EN 1389:2003, realizando 5 mediciones por condicidon y reportando el promedio con
desviaciones estandar. Las fases cristalinas, cantidad de carbonato y tipo de sustitucion fueron
evaluados con el mismo procedimiento descrito para los polvos descrito en el numeral 3.1.1.

3.1.4. Evaluacién mecanica de piezas sinterizadas

El efecto de contenido carbonato en la integridad estructural de las piezas sinterizadas fue evaluado
mediante compresién uniaxial bajo norma ASTM C1424 en una maquina universal de ensayos
Shimadzu AGS-X 50kN, Japdn con placas de acero y una velocidad de desplazamiento de 0.5
mm/min.

3.1.5. Estudios de degradacion in vitro

La degradacién de los materiales sinterizados fue determinada por dos métodos que simulan
ambientes a los que estdn sometidos los implantes una vez entran en contacto con los fluidos
corporales. El primero de ellos consistié en un ensayo de degradacion acelerada propuesto por Diez-
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Escudero et. Al [3], el cual simula el ambiente 4cido generado por las células osteoclasticas durante
las etapas iniciales de implantacion, para esto los discos de 6.0 + 0.02 mm de didmetroy 3.5+ 0.1
mm de altura fueron sumergidos en una solucion acida de 0.01 M de acido clorhidrico (HCI, Merck
®, Alemania) y 0.14 M de cloruro de sodio (NaCl, Merck ®) a 37°C. Antes del ensayo las muestras
fueron secadas a 120°C hasta peso constante y sumergidas en 15 mL de solucién contenida en
recipiente de polipropileno de 50 mL, debido a que la solucién no es un tampén las muestras fueron
transferidas a otro recipiente con medio fresco. Luego de 8h las muestras fueron retiradas, lavadas
con agua destilada y secadas a 120°C hasta alcanzar un peso constante. La pérdida de peso fue
determinada mediante el valor promedio de tres muestras por condicién (n=3) con desviaciones
estandar.

La degradacion en ambiente fisioldgico simulado (pH=7.42, T=37°C) fue evaluada durante 7 semanas
para tres muestras por condicion en una solucién tampdn de Tris-HCI, luego de intervalos de tiempo
de 1, 3, 7 dias y posteriormente cada semana, los discos fueron retirados, lavados con agua destilada
y secados a 120 °C hasta peso constante, la pérdida de peso fue calculada de igual forma que en el
ensayo descrito en el parrafo anterior.

3.2. Resultados y discusion
3.2.1. Polvos de hidroxiapatita obtenidos

La composicion quimica de los cuatro polvos sintetizados se presenta en la Tabla 3-4, la relacidn
molar Ca/P determinada a partir FRX se encuentran en el intervalo entre 1.4-2.0, el cual es
considerado como apropiado para su uso en aplicaciones biomédicas de acuerdo con su similitud a
la apatita bioldgica que corresponde al 70% de la composicion quimica de los huesos [4].
Adicionalmente, el contenido de carbonato de los polvos C2-C4 presentan valores en el rango de 2-
8% en peso del hueso bioldgico, el cual puede variar con factores como edad, funcién o
enfermedades. Es posible observar una correspondencia entre la cantidad de ion carbonato y la
relacion molar Ca/P, indicando que puede existir una sustitucién causada por la inclusién del
carbonato en la estructura cristalina de la hidroxiapatita

Tabla 3-4. Composicidn quimica de los polvos sintetizados

. | Relaciéon molar Ca/P
Material Carbonato (% peso)
(+0.003)
HA 1.521 -
C2 1.706 41+0.2
Cc3 1.722 46+0.2
Cc4 1.731 59%0.3
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Los espectros de FTIR presentados en la Figura 3-2 permiten identificar las bandas de los grupos
funcionales caracteristicos de los fosfatos de calcio OH (3570 cm™?), PO, (550-570 cm™ para v4 y
1020-1120 cm? para vs), comparando el polvo de hidroxiapatita (HA) con el de mayor contenido de

carbonato (C4). En este ultimo aparecen las bandas correspondientes a los modos de vibracién v, y
vz del carbonato, cuyos nimeros de onda determinan si el tipo de sustitucién es A o B (Tabla 3-5).
En la Figura 3-2 (b y c) no se encontraron bandas correspondientes a la sustitucion tipo A, por lo que
la Unica sustitucidn obtenida es del Tipo B, la cual es similar a la encontrada en la gran mayoria de
apatitas biolégicas y ha demostrado tener una mayor reabsorcion cuando se ha empleado en

injertos dseos [6, 7].

a)
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3 3
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e

‘
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Figura 3-2. Espectro FTIR de los polvos sintetizados C4 y HA
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Tabla 3-5. Nimeros de onda (cm™) de modos de vibracién v, y vs del grupo COs* para apatitas
bioldgicas y sintéticas.

ca CO; Tipo B CO; Tipo A
v, CO; 874 873 878
v3; CO; 1448 1445 1542

1470 1470

Los difractogramas de rayos x de los cuatro polvos sintetizados se presentan en la Figura 3-3,
encontrando que todos los picos detectados corresponden a la fase hidroxiapatita sin presencia de
fases secundarias o remanentes.
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Figura 3-3. Espectros de difraccién de rayos X de los polvos sintetizados

La determinacién de los parametros de red de los polvos sintetizados y la influencia del ion
carbonato en la red cristalina se realizé6 mediante el analisis Rietveld encontrando los indices de
confiabilidad plasmados en la Tabla 3-6 y los cuales permiten cuantificar la diferencia entre los
espectros experimentales y los ajustados. Estos parametros son la bondad de ajuste (GOF),
calculada mediante la relacion entre el patréon de residuales ponderado (Rw) y el error esperado
(Rexp), los cuales deben tener valores de GOF<4, Ry<10 y Rexp 0 menor posible, para que el ajuste
sea valido y los resultados obtenidos sean comparables entre si [8].

Tabla 3-6. indices de confiabilidad obtenidos del refinamiento Rietveld para los polvos sintetizados

Rexp Rer Rw GOF
HA 2.92 2.60 3.32 1.14
c2 3.00 2.80 3.58 1.19
c3 2.98 2.54 3.43 1.15
Ca 3.00 2.32 3.00 1.00

Los parametros de red encontrados mediante el refinamiento Rietveld de los polvos sintetizados y
la influencia del contenido de carbonato es presentada en la Tabla 3-7. El pardmetro a muestra una
disminucién cuando el contenido de carbonato aumenta y un comportamiento opuesto se puede
observar para el parametro c, el cual aumenta levemente con una mayor cantidad de carbonato,
este tipo de distorsién es acorde con la estructura cristalina de la hidroxiapatita carbonatada Tipo
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B, en la cual el tamafio inferior del ion carbonato comparado con el ion fosfato provoca una
disminucién progresiva del parametro a y un incremento marginal en el pardmetro ¢ [9-11]. No
obstante, no existe una relacion directa entre los valores de los pardmetros de red y el contenido
de carbonato debido a que los parametros de red se ven influenciados por el método de sintesis,
presencia de sustitucidn tipo A, otros aniones en la red cristalina o cationes sustitutos de calcio [12,
13].

Tabla 3-7. Pardmetros de red (A) del refinamiento Rietveld de los polvos sintetizados

A c c/a

HA [9.4100 (7) 6.8568 (4) 0.7287 (1)
C2 [9.3966 (9) 6.8887 (7) 0.7331 (2)
C3 [9.3897(2) 6.8900 (5) 0.7338 (2)
C4 [9.3704 (7) 6.9060 (2) 0.7370 (1)

Las imagenes de microscopia electrénica de transmisién del polvo de hidroxiapatita (HA) sin
sustitucion y la de mayor contenido de carbonato (C4) se presentan en la Figura 3-4, la HA (a)
presenta particulas cilindricas alargadas acordes con la morfologia de polvos comerciales [10]. Por
otro lado, las particulas de C4 (b) presentan una morfologia equiaxial generada por la distorsién en
los parametros de la red cristalina causada por la inclusion del carbonato y el retiro de los iones
fosfato [13].
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Figura 3-4. Imagenes de MET de polvos de hidroxiapatita sin sustituir (a. HA) y con alto contenido
de carbonato (b).

En la Figura 3-5 el comportamiento térmico de los polvos sintetizados puede dividirse en tres etapas
en funcién de los rangos de temperatura. Inicialmente entre temperatura ambiente y 400°C, los
polvos muestran una pérdida gradual de masa debido a la evaporacién de agua adsorbida y acoplada
en la red cristalina [13]. La segunda etapa comprendida entre 400-900°C, establece una pérdida de

44



CSICricv

HENTIFICA

UNIVERSIDAD S crres
DE ANTIOQUIA INSTITUTO DE CERAMICA'Y VIDRIO (ICV)

1803

peso amplia acompafiada con una reaccidon endotérmica grande observada en el ATD. Esta reaccion
corresponde a la descomposicion del carbonato [14], la cual es observada fuertemente en el polvo
C4, cuyo contenido de carbonato es del 5.9%. De hecho, para todos los polvos sintetizados los
valores de pérdida de peso en esta etapa se corresponden con los contenidos de carbonato
reportados en la Tabla 3-4. Este comportamiento confirma la necesidad de emplear una atmésfera
controlada que reduzca la degradacién del ion carbonato. Finalmente, la tercera etapa comprendida
entre 900-1300°C corresponde a la pérdida de peso causada por liberacién del ion hidroxilo [15].
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Figura 3-5. Comportamiento térmico de los polvos sintetizados.

3.2.2. Caracterizacidn fisicoquimica y mecanica de piezas sinterizadas

La porosidad determina la resistencia mecanica de los materiales con porosidades elevadas, por lo
tanto, para evaluar el efecto del contenido de carbonato en el comportamiento mecanico de la
hidroxiapatita se fabricaron materiales con niveles de porosidad similar, para lo cual fue necesario
realizar experimentos previos sistematicos del efecto de la temperatura de sinterizacidn en la
porosidad abierta que representd el mayor tipo de porosidad presente en las piezas tratadas
térmicamente, encontrando temperaturas de sinterizaciéon entre 750-850°C para niveles de
porosidad entre 50-60% como se presenta en la Tabla 3-8. De este modo los resultados de
resistencia mecanica son afectados principalmente por la composicion quimica. Luego de la
sinterizacion (Tabla 3-8), el contenido de carbonato de las piezas sinterizadas disminuye levemente
con respecto a los polvos utilizados para la conformacion de las piezas (Tabla 3-4), aunque los
valores contintan estando dentro de la desviacion estandar de los resultados obtenidos, lo cual
indica el efecto de la atmdsfera seleccionada para la sinterizacion en la prevencién de la
descomposicion del ion carbonato.
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Tabla 3-8. Temperatura de sinterizacién, porosidad abierta y contenido de carbonato de piezas

sinterizadas

Materia

Porosidad abierta

| | Temperatura Contenido de | Resistencia a la
°C % carbonato (COs) compresion
% en peso MPa
HA-T 850 59.9+0.2 41+1
C2-T 780 50+1 3.7+0.3 52+1
C3-T 780 50.1+0.8 43+0.3 9.0+1
Cca-T 750 53+1 5.3+0.3 125+1

Los espectros DRX de las piezas sinterizadas se muestran en la Figura 3-6. Para todos los materiales,
los picos identificados son los mismos que los de los polvos sintetizados (Figura 3-3). Para las
muestras sinterizadas, los picos son mads esbeltos, lo que podria estar asociado con una mayor
cristalinidad debido al tratamiento térmico.
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Figura 3-6. Espectros de difraccidn de rayos X de las piezas sinterizadas.

Los resultados del refinamiento Rietveld de los pardmetros de red para los materiales sinterizados
se resumen en las Tabla 3-9 y Tabla 3-10. Los parametros del indice de confiabilidad cumplen con

46



v_:,)-:*;;f"
™
C S l C ‘ ‘sIC V
UNIVERSIDAD IO T MRS Gy

DE ANTIOQUIA INSTITUTO DE CERAMICA'Y VIDRIO (ICV)
los requisitos para un buen ajuste, lo que indica que los perfiles calculados permiten la comparacion
entre los diferentes materiales.

Tabla 3-9. indices de confiabilidad obtenidos del refinamiento Rietveld para los materiales
sinterizados

Rexp Rpr Rw GOF
HA-T 3.41 [3.05 4.03 1.17
C2-T 3.44  [3.49 4.57 1.33
C3-T 3.39 [3.03 4.01 1.18
ca-1 3.62 [3.51 4.46 1.23

Para cada composicién, el valor del pardmetro a del material sinterizado (Tabla 3-10) es
significativamente mayor que el del polvo correspondiente (Tabla 3-7) mientras que ¢ permanece
igual para bajos contenidos de carbonato y disminuye ligeramente para la composicién C4-T
después del proceso de sinterizacién. Otros autores han reportado que a medida que aumenta la
temperatura del tratamiento térmico, el pardmetro a supera el valor teérico de HA, debido a la
aparicion de la sustitucion tipo A [16, 17]. Sin embargo, dicha sustitucion no se evidencio en este
trabajo, por lo tanto, la distorsiéon de la red observada deberia deberse a otros procesos, como una
mayor cristalizacion que se revela en los espectros DRX mas agudos (Figura 3-6), y/o las pequefias
pérdidas de carbonato discutidas anteriormente.

Tabla 3-10. Parametros de red (A) del refinamiento Rietveld de los materiales sinterizados

a c c/a
HA-T 9.4261(3) 6.8892(5) 0.7308(1)
C2-T  [9.4227(4) 6.8877(8) 0.7309(2)
C3-T 9.4000(6) 6.8866(9) 0.7326(1)
ca-T  [9.3938(3) 6.8866(6) 0.7330(1)

La Figura 3-7 muestra los espectros FTIR del material de hidroxiapatita sin sustituir sinterizado (HA-
T) con la de mayor sustitucién de carbonato (C4-T). Las bandas observadas son las mismas que las
observadas en los espectros de los polvos correspondientes (Figura 3-2), con la aparicién de una
pequefia banda a 1415 cm™, que ha sido reportada por otros autores después del tratamiento
térmico [17], lo que revela que solo la presencia de sustitucion de tipo B en el material sinterizado
C4-T. La ausencia de sustitucion de tipo A se ha asegurado mediante la seleccién de la atmdsfera y
las temperaturas de sinterizacion. De hecho, la transicién de B a A en la atmdsfera de CO, se ha
observado a temperaturas superiores a 800°C, dependiendo del contenido de carbonato [17].
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Figura 3-7. Espectro FTIR de los materiales sinterizados C4-T y HA-T

Los valores de resistencia a la compresién se presentan en la Tabla 3-8 junto con las caracteristicas
microestructurales y quimicas discutidas anteriormente. No se evidencian diferencias significativas
entre los valores de resistencia a la compresion uniaxial del material no sustituido y el de menor
contenido en carbonato (HA-T y C2-T). En las superficies de fractura de la Figura 3-8, las particulas
de HA (a) estan cerca de 200 nm y los materiales con mayor sustitucion de carbonato tienen
tamanios inferiores a 100 nm. Ademas, la resistencia de C3-T es significativamente menor que la de
C4-T, por lo tanto, el aumento de resistencia observado para los dos materiales con mayor
contenido de carbonato (C3-T y C4-T) esta relacionado con el efecto intrinseco del carbonato en la
estructura cristalina y los enlaces quimicos. De acuerdo con las imagenes microestructurales
presentadas en la Figura 3-8, no se identifican defectos singulares en la superficie de fractura para
ninguno de los cuatro materiales, por lo que la principal responsable del inicio de la fractura es la
porosidad abierta. Estos resultados demuestran claramente que cantidades vez mayores de
sustitucion de carbonato en la red cristalina de HA conducen a valores de resistencia cada vez
mayores.
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Figura 3-8. Caracteristicas microestructurales de la superficie de fractura de las piezas sinterizadas:
a) HA-T, b) C2-T, c¢) C3-Ty d) C4-T.

3.2.3. Evaluacién in vitro de piezas sinterizadas

Al igual que en el caso de la resistencia a la compresidon uniaxial, las similitudes entre las
caracteristicas de porosidad de los materiales estudiados aseguran que los resultados de
degradacion no se vean enmascarados por diferencias microestructurales. Los resultados de la
degradacion acelerada de los materiales sinterizados en condiciones acidas se presentan en la Figura
3-9. No existen diferencias significativas entre las pérdidas de peso determinadas para el material
no sustituido (HA-T) y las correspondientes a los materiales sustituidos con menor contenido de
carbonatos (C2-T y C3-T). Por el contrario, la pérdida de peso del material con mayor contenido de
carbonato es significativamente mayor (>30%) que la de los otros tres materiales puede estar
relacionada con la distorsién que produce el ion carbonato en la red HA, en la que la disminucién
del parametro a aumenta la degradacién (Figura 3-9b).
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Figura 3-9. Degradacion acelerada en materiales sinterizados (n=3). Pérdida de peso en medio acido
durante 8 h, los grupos identificados con el mismo simbolo no son estadisticamente diferentes
(p>0.05).

Este resultado indicaria que existe un umbral de contenido de carbonato a partir del cual la
degradacion acelerada de la hidroxiapatita en condiciones acidas aumenta significativamente. El
proceso de disolucién acelerada tiene lugar por protonacion del grupo carbonato para formar acido
carbdnico y protonacion de los grupos fosfato para formar acido fosférico como puede observarse
en las reacciones 3-1y 3-2 [18, 19].

CO3~ +H" & HCO; + HY & H,CO04 3-1
PO}~ + H* & HPO? + H' & H,PO; + Ht & H3PO, 3-2

La pérdida de peso que experimentan los materiales es la suma de la disolucién de grupos fosfato
de mayor peso molecular, grupos carbonato e iones de calcio. En principio, la hidroxiapatita
carbonatada de bajo contenido y la no sustituida muestran una pérdida de peso similar, lo que
puede deberse a la competencia entre un ion de mayor peso molecular y uno que tiene una mayor
solubilidad como carbonato, sin embargo, para material de mayor contenido de carbonato la
degradacion fue mayor debido a que grandes cantidades de carbonato fueron disueltas hacia la
solucién acida.

El nivel de pérdida de peso para el material C4-T (6.35 + 0.63 % en peso) es similar al reportado (5-
8% en peso) para un cemento de hidroxiapatita carbonatada con un mayor contenido de carbonato
(>11% en peso) y una porosidad abierta cercana al 60%, ensayado bajo las mismas condiciones
(solucion, tiempo de inmersién y nimero de muestra) reportadas por Diez-Escudero et al [3]. Este
comportamiento muestra la influencia de la inclusion del ion carbonato en la red de hidroxiapatita
sinterizada, favoreciendo su degradacion y alcanzando valores similares a los obtenidos por injertos
dseos convencionales como los cementos CDHAs (hidroxiapatita deficiente en calcio), que han
demostrado tener una alta osteointegracién [18].
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Los resultados de la prueba de degradacién a largo plazo Tris-HCl se pueden observar en la Figura
3-10. Contrariamente a los resultados descritos anteriormente sobre la degradacién acelerada, las
pérdidas de peso de todos los materiales sustituidos son mayores que las del HA-T no sustituido en
todos los periodos de tiempo. Ademds, no existen diferencias claras entre los comportamientos de
los tres materiales sustituidos para las etapas iniciales, hasta 30 dias de inmersion, sin embargo,
para tiempos mayores, las pérdidas de peso del material con mayor contenido de carbonato (C4-T)
es significativamente mas alta que las de C2-Ty C3-T.
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Figura 3-10. Degradacion in vitro en Tris-HCl para los materiales sinterizados (n=3). Pérdida de peso
después de 7 semanas en ambiente fisioldgico, los grupos identificados con el mismo simbolo no
son estadisticamente diferentes (p>0.05).

Lo anterior puede indicar que el contenido de carbonato puede controlar la tasa de degradacion y
gue en cantidades altas del ion (>5 % en peso) permiten una disolucion prolongada debido a los
gradientes de concentracion en las muestras después de largos tiempos de exposicion.

La evaluacion de la degradacidon en materiales sinterizados permitié observar la influencia del
contenido de carbonato en la solubilidad de la hidroxiapatita, presentando un umbral a partir del
cual la degradacidon en medio acido aumenta debido a una mayor formacion de acido carbdnico y
en ambiente fisioldgico después de 4 semanas el material con alto contenido de carbonato (> 5% en
peso) continva disolviéndose en gran medida hasta las 7 semanas, también relacionado con una
disminucién del parametro en la red de hidroxiapatita con inclusién de carbonato (Figura 3-10).

3.3. Conclusiones
e Se sintetizaron polvos de hidroxiapatita carbonatada tipo B mediante sintesis acuosa por el
método inverso teniendo como punto de partida la relacion molar estequiométrica

Calcio/Fdsforo y cuyo grado de sustitucién fue modulado de acuerdo con la relaciéon molar
de los precursores de iones carbonato y fosfato, encontrando que la composicién quimica
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de los polvos obtenidos se encuentra en los rangos permitidos para su uso en implantes
dseos y contenidos de carbonato similares al hueso bioldgico.

e Lainclusiéon del ion carbonato genera una distorsién en la red cristalina de la hidroxiapatita,
determinando cambios en la morfologia y el comportamiento térmico de los mismos de
acuerdo con el contenido de carbonato, haciendo necesario el uso de una atmdsfera rica en
CO; que permita la conservacién del ion sustituto durante el tratamiento térmico.

e Fue posible evaluar la estabilidad mecanica de piezas sinterizadas con porosidades similares
para todos los materiales desarrollados, encontrando que la inclusién del ion carbonato en
la estructura cristalina de la hidroxiapatita genera un aumento en la resistencia mecdnica
estos fosfatos de calcio.

e La estabilidad quimica en ambientes acidos y fisioldgicos puede ser modulada de acuerdo
con el contenido de carbonato mediante los procesos de acidificacién y degradacion
controlada respectivamente, estos mecanismos son acelerados para cantidades elevadas
de carbonato superiores al 5% en peso, y podra favor la osteointegracidon una vez este tipo
de materiales sean utilizados como injertos éseos.

52



DE ANT;()QUIA INSTITUTO DE CERAMICA'Y VIDRIO (ICV)

3.4. Referencias

[1] J.-P. Lafon, Synthése, stabilité thermique et frittage d’hydroxyapatites carbonatées, (2004).

[2] I. Ezekiel, S.R. Kasim, Y.M.B. Ismail, A.F.M. Noor, Nanoemulsion synthesis of carbonated
hydroxyapatite nanopowders: Effect of variant CO32-/PO43- molar ratios on phase,
morphology, and bioactivity, Ceram Int. 44 (2018) 13082-13089.
https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2018.04.128.

[3] A. Diez-Escudero, M. Espanol, S. Beats, M.P. Ginebra, In vitro degradation of calcium
phosphates: Effect of multiscale porosity, textural properties and composition, Acta Biomater.
60 (2017) 81-92. https://doi.org/10.1016/j.actbio.2017.07.033.

[4] S. Samavedi, A.R. Whittington, A.S. Goldstein, Calcium phosphate ceramics in bone tissue
engineering: a review of properties and their influence on cell behavior., Acta Biomater. 9
(2013) 8037-45. https://doi.org/10.1016/j.actbio.2013.06.014.

[5] C.Ortali, . Julien, M. Vandenhende, C. Drouet, E. Champion, Consolidation of bone-like apatite
bioceramics by spark plasma sintering of amorphous carbonated calcium phosphate at very
low temperature, J Eur Ceram Soc. 38 (2018) 2098-2109.
https://doi.org/10.1016/j.jeurceramsoc.2017.11.051.

[6] E.A.Taylor, C.J. Mileti, S. Ganesan, J.H. Kim, E. Donnelly, Measures of Bone Mineral Carbonate
Content and Mineral Maturity/Crystallinity for FT-IR and Raman Spectroscopic Imaging
Differentially Relate to Physical-Chemical Properties of Carbonate-Substituted Hydroxyapatite,
Calcif Tissue Int. 109 (2021) 77-91. https://doi.org/10.1007/s00223-021-00825-4.

[7] M. Nakamura, R. Hiratai, T. Hentunen, J. Salonen, K. Yamashita, Hydroxyapatite with High
Carbonate Substitutions Promotes Osteoclast Resorption through Osteocyte-like Cells, ACS
Biomater Sci Eng. 2 (2016) 259-267. https://doi.org/10.1021/acsbiomaterials.5b00509.

[8] A. El Yacoubi, A. Massit, S. El Moutaoikel, A. Rezzouk, B. Chafik El Idrissi, Rietveld Refinement
of the Crystal Structure of Hydroxyapatite Using X-ray Powder Diffraction, American Journal of
Materials Science and Engineering. 5 (2017) 1-5. https://doi.org/10.12691/ajmse-5-1-1.

[9] H. Madupalli, B. Pavan, M.M.J. Tecklenburg, Carbonate substitution in the mineral component
of bone: Discriminating the structural changes, simultaneously imposed by carbonate in A and
B sites of apatite, J Solid State Chem. 255 (2017) 27-35.
https://doi.org/10.1016/].jssc.2017.07.025.

[10] S. Markovi¢, L. Veselinovi¢, M.J. Lukié, L. Karanovi¢, I. Bracko, N. Ignjatovié¢, D. Uskokovic,
Synthetical bone-like and biological hydroxyapatites: A comparative study of crystal structure
and morphology, Biomedical Materials. 6 (2011). https://doi.org/10.1088/1748-
6041/6/4/045005.

[11] C. Ortali, I. Julien, C. Drouet, E. Champion, Influence of carbonation on the low-temperature
consolidation by Spark Plasma Sintering of carbonated calcium phosphate bioceramics, Ceram
Int. 46 (2020) 5799-5810. https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2019.11.030.

[12] M. Fleet, Carbonated Hydroxyapatite, CRC Press, 2015.

[13] I. Ezekiel, S.R. Kasim, Y.M.B. Ismail, A.F.M. Noor, Nanoemulsion synthesis of carbonated
hydroxyapatite nanopowders: Effect of variant CO32-/P0O43- molar ratios on phase,

53



_CSICic

DE A§T{(}Q{}le)x I\N.STITUTC DE CERAMICA YX/IDRIO (Icv)
morphology, and bioactivity, Ceram Int. 44 (2018) 13082-13089.
https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2018.04.128.

[24] 1. Karacan, N. Cox, A. Dowd, R. Vago, B. Milthorpe, S. Cazalbou, B. Ben-Nissan, The synthesis of
hydroxyapatite from artificially grown Red Sea hydrozoan coral for antimicrobacterial drug
delivery system applications, Journal of the Australian Ceramic Society. 10 (2021).
https://doi.org/10.1007/s41779-020-00554-1.

[15] Z.Z. Zyman, D. V. Rokhmistrov, V.I. Glushko, I.G. Ilvanov, Thermal impurity reactions and
structural changes in slightly carbonated hydroxyapatite, J Mater Sci Mater Med. 20 (2009)
1389-1399. https://doi.org/10.1007/s10856-009-3706-4.

[16] E. Champion, Sintering of calcium phosphate bioceramics, Acta Biomater. 9 (2013) 5855—-5875.
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2012.11.029.

[17] Z. Zyman, M. Tkachenko, CO 2 gas-activated sintering of carbonated hydroxyapatites, J Eur
Ceram Soc. 31 (2011) 241-248. https://doi.org/10.1016/].jeurceramsoc.2010.09.005.

[18] S.C. Wu, H.C. Hsu, S.K. Hsu, F.W. Lin, W.F. Ho, Preparation and characterization of porous
calcium-phosphate microspheres, Ceram Int. 41 (2015) 7596-7604.
https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2015.02.084.

[19] C.R. Hankermeyer, K.L. Ohashi, D.C. Delaney, J. Ross, B.R. Constantz, Dissolution rates of
carbonated hydroxyapatite in hydrochloric acid, Biomaterials. 23 (2002) 743-750.
https://doi.org/10.1016/50142-9612(01)00179-X.

54



DE AI\;T{(?QUIA I\NisiTl‘TUT(.) Dlé CE.RA:MfCAYY VIDRIO (ICV)
4. Elaboracion de compuestos de hidroxiapatita carbonatada tipo
B/quitosano como plataformas de crecimiento celular

La finalidad de una plataforma de crecimiento celular es sustituir al hueso mientras facilita la
colonizacion por células osteoblasticas y ser finalmente reabsorbida [1]. La estrategia utilizada para
alcanzar dichos objetivos es la generacion de plataformas porosas, para lo cual en este capitulo se
empled NaCl como agente porogénico mezcldndolo con polvos de hidroxiapatita carbonatada C4,
los cuales presentaron los mejores resultados en cuanto a estabilidad mecanica y degradacion en
ambiente 4cido vy fisioldgico simulado. La mezcla C4/NaCl fue procesada de manera similar a los
polvos del capitulo 3 y el agente porogénico fue retirado del material sinterizado mediante
lixiviacién en agua. Las piezas porosas fueron caracterizadas para determinar el efecto de los poros
en el comportamiento mecdnico y quimico de la hidroxiapatita. Por ultimo, se realizé la infiltracion
de un polimero como el quitosano mediante capilaridad asistida por vacio con el fin de empelarlo
como vehiculo para una posterior carga y liberacidon de antibidtico, lo que busca prevenir la
aparicion de enfermedades postoperatorias como la osteomielitis.

4.1. Materiales y métodos

4.1.1. Interaccion hidroxiapatita carbonatada/NaCl

La interaccion entre del agente porogénico y la hidroxiapatita carbonatada se evalud
preliminarmente con el fin de establecer la posible formacién de liquido durante la sinterizacidn.
Los tratamientos térmicos han de tener lugar a temperaturas inferiores a la temperatura de fusion
del NaCl (801°C), pero la temperatura de formacion de liquido en el sistema multicomponente NaCl-
hidroxiapatita tendra lugar a temperaturas inferiores, debido al aumento de la entropia en el
sistema bifasico [2]. Por ello, se realizaron estudios previos de formacidn de liquido a la temperatura
propuesta para la sinterizacidn, 750°C. Para asegurar el contacto intimo entre el NaCl y el polvo C4
y, con ello, las posibilidades de reaccion, se empled NaCl con tamafio de particula inferior a 45 um
y se mezcld con los polvos de C4 en proporcion 30/70% en peso respectivamente, se prensaron
discos y se sinterizaron a la temperatura de tratamiento térmico, posteriormente mediante
microscopia electrénica de barrido se analizd la morfologia de superficies de fractura y las fases
presentes fueron determinadas mediante difraccidn de rayos X.

4.1.2. Obtencién de estructuras porosas

En la fabricacion de plataformas de crecimiento celular porosas se empled como agente porogénico
cloruro de sodio comercial (NaCl, Merck®, Alemania), el cual fue clasificado entre 200 y 400 um serie
Tyler, con el fin de generar poros con un tamafio suficiente para interactuar con células
osteoblasticas, las cuales pueden llegar a tener tamanos entre 100-500 um [3].
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La mezcla de particulas de NaCl con polvos de hidroxiapatita carbonata (C4) fue realizada en seco,
asistida con un macerador ceramico con el fin de generar una mayor cohesién entre los dos
materiales, en esta etapa se selecciond un 30% en peso de NaCl (C4-30), ya que proporciones
superiores generaban inestabilidad mecdanica de las plataformas y cantidades inferiores no
generaban la cantidad suficiente de poros que permitiera una red interconectada. El método de
conformado y el tratamiento térmico empleado para fabricacién de piezas fue similar al descrito en
el numeral 3.1.2 del capitulo 3 para el material C4-T (tratado térmicamente a 750°C).

La etapa final del conformado de estructuras porosas consistié en la eliminacidn del agente
porogénico mediante la lixiviacion del NaCl en agua destilada a una temperatura de 80°C durante
4h. Posteriormente, los cuerpos porosos obtenidos fueron secados a 80°C hasta obtener peso
constante.

4.1.3. Caracterizacion fisicoquimica, mecdnica y estabilidad quimica de estructuras porosas

La determinacion de las fases cristalinas se realizé mediante difraccién de rayos X, con el fin de
asegurar la correcta eliminacién del agente porogénico durante la lixiviacién. Las piezas porosas se
caracterizaron en términos de la resistencia mecdnica y degradacién in vitro, todos estos
procedimientos fueron llevados a cabo de manera similar y con los equipos descritos en los
numerales 3.1.3-3.1.5 del capitulo 3.

4.1.4. Infiltracién de quitosano en estructuras porosas ceramicas

Una vez realizada la seleccidn de la configuracion de porosidad, se procedid a diseiar la infiltracion
del quitosano para esto se utilizé el método empleado por Rajesh et. Al [4], el cual se representa en
la Figura 4-1. En el primer paso se emplea como solvente una solucién de acido acético al 1% en
volumen/volumen, la cual fue calentada hasta 70°C para adicionar posteriormente el quitosano
(Chitosan, medium molecular weight, 448877, Aldrich, Germany), en esta etapa se realiz6 una
disolucion de 3% en peso/volumen, la cual tuvo un tiempo de disolucién de 4h y se dejo reposar
durante toda la noche a temperatura ambiente. En el segundo paso, discos de 6 mm de didmetroy
4 mm de altura fueron sumergidos en 10 ml de la solucién viscosa de quitosano para comenzar la
infiltracion, este proceso inicialmente se produce de manera espontanea mediante el ingreso de la
solucién en la plataforma porosa por capilaridad hasta extraer el aire atrapado en los poros mas
grandes y superficiales. Posteriormente, en el tercer paso, se utilizé una camara de vacio con el fin
de llenar los poros mas pequefios y alejados de la superficie, la infiltracion asistida con vacio se
realizé durante 15 min.
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Finalmente, la etapa final consistié en un sumergir la plataforma infiltrada en una base fuerte (NaOH
1M) para neutralizar el exceso de solvente, seguido por un lavado con agua desionizada y secado a
temperatura ambiente. La plataforma de crecimiento celular infiltrada con quitosano se ha
denominado con la nomenclatura C4 30-Q.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Disolucion del Infiltracidn capilar Infiltracidn asistida Remocion de solvente
Quitosano
Agitacion
Magnética
NaOH 1M (10s)
/ Reposo Agua desionizada (Lavado)
Secado a temperatura
ambiente
2y 3% (p/v) Quitosano Capilaridad
1% (v/v) Solucién acida
70°C por 4h @ 4mm
‘
6 mm

Figura 4-1. Proceso de infiltracién de quitosano

4.1.5. Evaluacidn de plataformas de crecimiento celular hidroxiapatita carbonatada/quitosano

El quitosano empleado para realizar la infiltracion fue caracterizado por medio de un espectrometro
infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR, IR Tracer, Shimadzu, Japan), con el cual se analizaron
las bandas caracteristicas de este polimero. La estabilidad quimica de las plataformas infiltradas se
realizé con los procedimientos descritos en el numeral 3.1.5 del capitulo 3.

4.2.Resultados y discusién

4.2.1. Interaccion hidroxiapatita carbonatada/NaCl

La microestructura de los compactos sinterizados de C4-T/NaCl (<45um) revelada por las superficies
de fractura de se presenta en la Figura 4-2. Se observa la distribucion de las particulas del NaCl en
la matriz de hidroxiapatita carbonatada C4-T (Figura 4-2a), las cuales conservan su morfologia, con
aristas y angulos bien definidos. No se observa la formacién de una zona de reaccién en las fronteras
entre la matriz cerdmica y las particulas de NaCl (Figura 4-2b). Estos hechos indican que, al menos
de forma generalizada, no ha tenido lugar la formacion de liquido.
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Figura 4-2. Superficie de fractura de mezclas C4-T/NaCl para formacién de liquido. Imagenes
adquiridas a, a) 300 aumentos, b) 2000 aumentos

Los espectros de difraccién de rayos X de la mezcla NaCl (<45 um) y polvo de C4 sinterizada
presentados en la Figura 4-3, muestran la presencia de sélo dos fases correspondientes a la
hidroxiapatita (PDF 9-432) y al NaCl (PDF 98-001-8189), los cuales presentan una coincidencia en los
picos de mayor intensidad para las dos fases cerca de un angulo 26 de 32°, los cuales corresponde
a la orientacién (211) para la hidroxiapatita y a la orientacién (002) para el NaCl, debido a esta
coincidencia se realizé una ampliacién en el intervalo entre los dngulos de 40-60°, en el cual se

pueden diferenciar los picos de estas dos fases cristalinas y servira para establecer la efectividad de
la remocion del NaCl luego de la lixiviacién.

] + HA 9432
N ] * NaCl 98-001-8189

Intensidad (u.a.)

Intensidad (u.a.)

10 60

Figura 4-3. Espectro de difraccidn de rayos X de mezcla C4/NacCl
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4.2.2. Caracterizacion de estructuras porosas

La eficiencia de la eliminacion del NaCl durante el proceso de lixiviacién fue realizada mediante el
analisis de las fases cristalinas presentes en las plataformas de crecimiento fabricadas. En la Figura
4-4 se observa que en el espectro de difraccion sélo se identifica la fase de hidroxiapatita y los picos

en dngulos 20 cercanos a 46 y 57° correspondientes al NaCl han desaparecido si se comparan con la
ampliacion del difractograma de la Figura 4-3.

. + HA PDF 9-432

Intensidad (u.a)
Intensidad (u.a)

3

NES CIENTIFICA

INSTITUTO DE CERAMICAYY VIDRIO (ICV)

60 70 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58

Figura 4-4. Espectro de difraccion de rayos X de C4-30 luego de la lixiviacion.

La morfologia, distribucién e interconexion de los poros obtenidos se obtuvo por medio de imagenes
de microscopia electrdnica de barrido presentadas en la Figura 4-5. Los poros obtenidos conservan
la geometria cubica caracteristica de las particulas de NaCl, ademds se encuentran parcialmente
interconectados, como se sefiala en la Figura 5a, debido al contacto entre particulas de NaCl durante
el proceso de conformacidn, donde se crean canales por aire atrapado entre particulas de NaCl que
nos llenadas por la Hidroxiapatita carbonatada durante el prensado [5]. Las dimensiones de los
poros se corresponden con los tamafios de las particulas de NaCl (200-400 um) empleadas para la
mezcla previo al proceso de conformado.
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Figura 4-5. Morfologia de las estructuras porosas después de la lixiviacién, Imagenes adquiridas a,
a) 100 aumentos y b) 300 aumentos.

La estabilidad mecanica de las plataformas de crecimiento celular porosas determinada mediante
compresion uniaxial presentd una disminucion cercana al 72% respecto al material denso, como se
presenta en la Tabla 4-1, debido a la presencia de poros en la microestructura de la hidroxiapatita
carbonatada, lo cual es un comportamiento tipico en el comportamiento mecdnico de los materiales
debido a la actuacién de los poros como defectos criticos. En el caso de la hidroxiapatita, por
ejemplo, Indra et al. [6] encontraron una disminucién del 50% en la resistencia a la compresion
cuando se generaba una porosidad del 30%, usando polimetilmetacrilato(PMMA) como agente
porogénico. Los resultados obtenidos para la hidroxiapatita carbonatada con 30% de NaCl como
precursor (C4-30), se encuentran dentro de los valores reportados para el componente esponjoso
del hueso humano (2-12 MPa [7]), lo cual se espera que permita tener la resistencia suficiente
mientras se llevan a cabo los procesos de reabsorcidn naturales en la regeneracién dsea.

Tabla 4-1. Estabilidad mecanica de estructuras porosas

Material | Resistencia a la compresion uniaxial + D.E.
MPa

C4-T 12+1

C4-30 34104

Los resultados de degradacién obtenidos de los ensayos in vitro en ambiente acido y fisioldgico
simulado de las plataformas de crecimiento celular se compararon con los obtenidos para la C4-T
en el capitulo anterior. En la Figura 4-6 puede observarse un incremento en la pérdida de peso de
la hidroxiapatita carbonatada producto de la porosidad generada con el NaCl, la inclusién de los
poros conlleva una mayor area expuesta y por lo tanto se facilita el proceso de protonacién de los
grupos carbonato y fosfato en la degradacion acelerada tal y como se demostré mediante las
reacciones 3-1y 3-2 del capitulo 3 [8, 9]. En cuanto a la degradacién a largo plazo, el incremento en
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la pérdida de peso es notorio desde el primer dia de exposicion, lo cual promovera los procesos de
disolucion/precipitacidn que benefician la interaccion con células osteoblasticas.
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Figura 4-6. Ensayos de degradacién de plataformas de crecimiento celular C4-T (hidroxiapatita
carbonatada sinterizada), C4-30 (hidroxiapatita carbonatada porosa sinterizada), a) Degradacién
acelerada (n=3), b) Degradacion in vitro en Tris-HCl (n=3)

4.2.3. Infiltracién de quitosano en plataformas de crecimiento celular

En la Figura 4-7 se presenta la caracterizacion mediante FTIR del quitosano empleado para la
infiltracién, se puede observar una banda fuerte en la region 3291-3610 cm™ corresponde al
estiramiento de N-H y O-H, asi como a los enlaces de hidrégeno intramoleculares. Las bandas de
absorcion alrededor de 2921 y 2877 cm™ se pueden atribuir al estiramiento simétrico y asimétrico
de C-H, respectivamente, estas bandas son caracteristicas tipicas de los polisacdridos. La banda de
a 1153 cm se puede atribuir al estiramiento asimétrico del puente C-O-C. Las bandas a 1066 y 1028
cm corresponden al estiramiento CO [10].
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Figura 4-7. Espectro FTIR del quitosano comercial

Los resultados de degradacion obtenidos de los ensayos in vitro en ambiente acelerado y fisiolégico
de las plataformas de crecimiento celular se compararon con los obtenidos para la C4-T y C4-30 en
la Figura 4-8. En ambos ensayos ocurrié un leve incremento en la pérdida de peso las plataformas
infiltradas, debido a que el quitosano también interactia con los fluidos simulados generando
mecanismos de disolucion/erosién y por ende pérdida de peso, de acuerdo con lo reportado en la
literatura, el primer proceso que se lleva a cabo es la disolucién promovido por el hinchamiento que
sufre el polimero debido a que su parte hidrofilica es capaz de absorber gran cantidad de fluido, una
vez se supera esta capacidad es superada, se comienza a presentar erosiéon del material [11]. Estos
dos procesos son claves en la manera que sera liberado el antibidtico una vez sea cargado en las
plataformas, los cuales seran analizados en el préximo capitulo con el fin de establecer si las
plataformas de crecimiento celular porosas de hidroxiapatita carbonatada infiltradas con quitosano
tienen la capacidad de albergar y liberar posteriormente un antibiético.
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Figura 4-8. Ensayos de degradacién de plataformas de crecimiento celular C4-T (hidroxiapatita
carbonatada sinterizada), C4-30 (hidroxiapatita carbonatada porosa sinterizada) y C4 30-Q
(hidroxiapatita carbonatada porosa e infiltrada con quitosano), a) Degradacion acelerada (n=3), b)
Degradacion in vitro en Tris-HCI (n=3)

4.3. Conclusiones

e Seelaboraron estructuras porosas de hidroxiapatita carbonatada con el fin de promover los
mecanismos de reabsorcion e interaccidon con células osteoblastica, para esto se empled
NaCl como agente porogénico, el cual generé una red de poros cubicos interconectados con
tamafios entre 200-400 um. El uso del agente porogénico no generd fases secundarias
durante los tratamientos térmicos realizados y fue posible su eliminacion completa
mediante un proceso de lixiviacién, asegurando la fabricacion de plataformas de
crecimiento de celular de hidroxiapatita carbonatada sin residuos.

e Las plataformas de crecimiento celular de hidroxiapatita carbonatada presentaron una
disminucidn en la resistencia mecdnica a la compresién debido a la red de poros generados,
sin embargo, siguen presentando valores acordes con los reportados para huesos
bioldgicos, lo que brindaria estabilidad mecdnica mientras se llevan a cabo los procesos de
reabsorcion, los cuales se veran favorecidos por el incremento en la velocidad de
degradacion de las plataformas en comparacién a materiales sin poros.

e Se realizé de forma efectiva la infiltracion de quitosano en las plataformas de crecimiento
celular, el cual permitird la posterior carga y liberacion de antibidticos que prevengan la
formacion de enfermedades postoperatorias como la osteomielitis causada por la adhesion
de bacterias sobre los sustitutos dseos.
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5. Evaluaciéon de la interaccién celular y liberacién de antibidticos de
plataformas de crecimiento celular de hidroxiapatita carbonatada tipo
B/quitosano

El objetivo de este capitulo es evaluar la interaccion de las plataformas de hidroxiapatita
carbonatada tipo B/quitosano con células osteoblasticas. La evaluacion consistio en determinar si
las plataformas pueden promover los procesos de reabsorcidén y regeneracién ésea luego de una
implantacién. Las pruebas empleadas permitieron establecer comportamientos en cuanto a
viabilidad (MTT), proliferacién (Alamar Blue) y adhesién superficial. Adicionalmente, con el fin de
establecer la capacidad de las plataformas de crecimiento celular de albergar y liberar antibiéticos,
se adiciond sulfato de gentamicina durante el procesamiento de infiltracién de quitosano descrito
en el capitulo 4. Posteriormente, se determind la liberacién del antibiético en solucion tampdn
salina con fosfato (PBS) en condiciones fisioldgicas. Finalmente, se evalud la capacidad de inhibir |a
adhesidn de bacterias como el Estafilococo Aureus (S. aureus) mediante el halo generado alrededor
de las plataformas de crecimiento celular una vez entran en contacto con el cultivo bacteriano.

5.1. Materiales y métodos

5.1.1. Evaluacidn de la interaccién celular de las plataformas de crecimiento celular

En los anadlisis de interaccion celular se emplearon discos de 6 mm de diametro de diferentes
materiales (Tabla 5-1), preparados de acuerdo con los procesos optimizados descritos en los
capitulos 3 y 4. El objeto de este estudio fue determinar la influencia del ion carbonato (HA-T y C4-
T), los poros (C4-30) y la infiltracidn de quitosano (C4-Q) en la interaccion celular de la hidroxiapatita
carbonatada. Como control negativo se emplearon discos Thermanox® (TMX, NUNC). Se define
como control negativo un material disefiado para tener 100% de viabilidad celular (0% de toxicidad),
buena proliferacién y adhesién celular.

Tabla 5-1. Materiales evaluados en ensayos de interaccion celular

Material Descripcion Caracterizacion
HA-T Material sin carbonato
Capitulo 3, numeral 3.2.2
Ca-T Material con sustitucidn tipo B
C4-30 Material con estructura porosa Capitulo 4, numerales 4.2.2y 4.2.3

C4-Q Material poroso infiltrado con quitosano
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Debido a las aplicaciones propuestas para este tipo de materiales, se ha escogido el cultivo primario
de osteoblastos fetales humanos, subcultivo 4 (HOb; Health Protection Agency Culture Collections -
HPAC- 406-05f) (Figura 5-1), de acuerdo con los protocolos de la Unidad de Investigacién Clinica y
Biopatologia Experimental. Unidad Asociada al CSIC. Servicio de Anatomia Patoldgica. Complejo
Asistencial de Avila. SACYL. Jesus del Gran Poder 42.

Figura 5-1. Osteoblastos humanos en cultivo (subcultivo 4) transcurridas 48 h desde su siembra,
observados con microscopio invertido de contraste de fases (Nikon ECLIPSE TS100; 200X).

El mantenimiento de esta linea celular se llevé a cabo realizando el subcultivo antes de alcanzar el
80-90% de la confluencia, transcurrido un periodo de entre 4 y 5 dias después de realizar |la siembra,
utilizando una disolucion de tripsina (0.5 g/l) y acido etilendiaminotetracético (EDTA; 0.2 g/l) en una
solucion salina balanceada de Hank [1], para liberar las uniones intercelulares y las de las células con
la superficie de cultivo. En los ensayos de interaccidn celular se emplearon los siguientes medios de
cultivo y otros reactivos:

e Maedio de cultivo DMEM/F12 HAM 1:1 + GLUTAMAX™ (GIBCO 31331-028), suplementado
con penicilina/estreptomicina (SIGMA P0781) y suero fetal bovino (GIBCO 10270-098).

e Maedio de cultivo DMEM/F12 HAM 1:1 sin rojo fenol (GIBCO 11039-021), suplementado con
penicilina/estreptomicina (SIGMA P0781).

e Solucidn salina de Dulbecco tamponada con fosfato (PBS, SIGMA D8537).

e Disolucién de tripsina (0.5 g/l) y acido etilendiaminotetracético (EDTA; 0.2 g/l) en una
solucion salina balanceada de Hank (Tripsina-EDTA; SIGMA).

e Discos de 15 mm didmetro TMX (Thermanox®, NUNC).

e Triton X-100 (MERCK).

e Bromuro de 3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)2-5 difeniltetrazolio (reactivo MTT; SIGMA).

e Dimetil sulfoxido (DMSO; SHARLAU).

e Reactivo Alamar Blue™ (AB, SEROTEC).

e Disolucion al 2.5% de glutaraldehido (FLUKA) en tampon sodio cacodilato 0.1 M (SIGMA).

66



v_:,)-:*;;f"
™
C S l C ‘ ‘sIC V
UNIVERSIDAD IO T MRS Gy

DE ANTIOQUIA INSTITUTO DE CERAMICA'Y VIDRIO (ICV)

5.1.1.1. Ensayo MTT para la cuantificacién de la citotoxicidad in vitro.

Con el objetivo de analizar la liberacidn de productos téxicos, se ha realizado un ensayo MTT[2], [3].
El ensayo consta de las siguientes fases:

e Obtencidn de los eluyentes o lixiviados de los materiales en medio de cultivo completo sin
suero a 1, 2 y 7 dias, tras mantener las muestras a 37 °C y en agitacion durante estos
tiempos. Se han empleado 5 ml de medio por cada muestra. Las muestras se esterilizan con
oxido de etileno.

e Siembra de células, utilizando medio de cultivo completo fresco, a una concentracién de
4x10* células/ml, sobre placas de 96 pocillos (100 pl de concentrado de células/pocillo).

e Incubacién 24 h a 37 °Cy una atmdsfera con un 5% de CO..

e Intercambiar el medio de cultivo por los lixiviados de los materiales, previamente recogidos
a1, 2y 7dias (n=16). El tamafio muestral es de 16 (16 pocillos para cada lixiviado a cada
tiempo), a pesar de que todos los lixiviados se han obtenido a partir de dos muestras (8 de
cada uno de ellos).

e Incubacién 24 h a 37 °Cy una atmdsfera con un 5 % de CO,.

e Retirar el contenido de los pocillos, afiadiendo en su lugar el reactivo MTT.

e Incubacién 4 h a 37 °Cy una atmdsfera con un 5% de CO,.

e Retirar el contenido de los pocillos y afiadir 100 pl de DMSO/pocillo.

e Lectura, con agitacion de 20 s a elevada intensidad, de densidad éptica a 570 nm, con una
longitud de onda de referencia de 630 nm.

e Alosvalores de absorbancia obtenidos se les van a restar los valores medidos para el blanco,
y se van a relativizar con respecto a los valores leidos para el control TMX, obteniendo la
viabilidad celular relativa (%VR) con respecto a este control, a partir de la siguiente férmula:

oovRr = 2957 P% 109 [5-1]
DO; — DOy

donde, DOs, DOg y DOc son las medidas de densidad dptica de la muestra, el blanco (medio
de cultivo introducido en pocillos sin células) y el control, respectivamente.

5.1.1.2. Ensayo Alamar Blue™. Anélisis de la adhesidon y proliferacion celular sobre la superficie
de los materiales.

El objetivo de este ensayo es estudiar la evolucién temporal de la proliferacion celular, durante un
periodo de 21 dias, en cultivos establecidos directamente sobre la superficie de los materiales
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mediante la utilizacién del reactivo Alamar Blue [4], [5]. Este ensayo permite realizar diferentes

medidas de actividad celular a lo largo de un periodo de tiempo, debido a que el reactivo utilizado
no resulta toxico para las células cultivadas en contacto con el mismo.

La actividad celular tiene como resultado la reduccién del reactivo adicionado que vira de color,
hecho que puede medirse colorimétricamente.

En primer lugar, se ha realizado la siembra de células, a una concentracién de 4x10* células/ml en
medio de cultivo completo fresco, sobre muestras esterilizadas con éxido de etileno, en placas de
96 pocillos (200 pl de concentrado de células/pocillo). Después de incubar estas placas durante 24
h a 37 °C en una atmdsfera con un 5% de CO; se ha retirado el medio de cultivo, se han lavado las
muestras con PBS, y se ha afadido en su lugar una disolucion al 10% del reactivo Alamar Blue en
medio completo libre de rojo fenol (200 ul/pocillo), que se ha mantenido en contacto con los
cultivos durante 4 h a 37 °C en una atmdsfera con un 5% de CO,. Transcurrido este tiempo, se ha
trasvasado el contenido de los pocillos a otra placa de 96 pocillos (100 pl/pocillo; n=4), reponiendo
medio completo fresco en las placas inicialmente sembradas (200 pl/pocillo). Por ultimo, se ha
realizado una lectura de densidad dptica en un espectrofotdmetro Biotek ELX808IU a 570 nm, con
una longitud de onda de referencia de 630 nm, de las muestras, restando los valores de absorbancia
medidos para el blanco a los valores obtenidos para las distintas muestras.

5.1.1.3. Andlisis de los cultivos establecidos sobre la superficie de los materiales con microscopia
electrénica de barrido.

La adhesién de las células sobre la superficie de los materiales fue determinada aplicando el
siguiente protocolo:

e Siembra de células (n=1) en medio de cultivo completo fresco (4x10* células/ml) sobre las
muestras introducidas en placas de 96 pocillos (200 pl/pocillo).

e Incubacién 24 hy 72h a 37 °C en una atmésfera con un 5% de CO..

e Extraccién del medio de cultivo, adicionando en su lugar 1 ml por pocillo de una disolucién
al 2.5% de glutaraldehido (Fluka) en tampdn sodio cacodilato 0.1 M (Sigma).

e 4 hatemperatura ambiente en oscuridad (posteriormente las muestras se han
conservado en oscuridad a 4 °C).

e 2 lavados con agua destilada estéril y secado de las muestras a 37 °C.

e Recubrimiento con oro (pelicula de 10nm) y observacién con microscopio electrénico de
barrido (Hitachi TM1000 Tabletop).
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5.1.2. Liberacidon de antibidticos

La capacidad de las plataformas de hidroxiapatita carbonatada/quitosano de albergar y liberar
antibiodticos fue evaluada utilizando como principio activo gentamicina en forma de sulfato
comercial (Gentamicin sulfate G1914, Sigma Aldrich ®), el cual tiene un amplio espectro de actividad
antibiotica tanto para bacterias gram-negativas como gram-positivas [6], en este Ultimo grupo se
clasifica el Staphylococcus aureus [7], cuya su adhesion es necesario evitar en etapas tempranas de
implantacion para prevenir la aparicién de Osteomielitis [8].

La incorporacidn del antibidtico en el quitosano fue realizada durante su etapa de disolucién de
acuerdo con lo descrito en el numeral 4.1.4 del capitulo 4 para la infiltraciéon del polimero. Una vez
terminado el periodo de reposo del quitosano disuelto en la solucidn acida y previo a la infiltracion,
se disolvid el sulfato de gentamicina mediante agitacion magnética, en este caso se realizd una
relacion de una parte de antibidtico por tres partes de quitosano (1 a 3), esta relaciéon fue
seleccionada debido a que experimentalmente se encontré como la mayor cantidad de antibidtico
capaz de disolverse por completo en la solucidn de quitosano. En promedio las discos de 6 mm de
didametro y 4 mm de espesor fueron cargados con 2-3 mg de antibidtico.

La liberacion de la gentamicina fue determinada mediante la inmersidon de las plataformas de
crecimiento celular en 5 mL de una solucién tampén salina con fosfato (PBS Tablets, Merck ®), luego
de periodos de tiempo de 1, 4, 24, 72 y 168h, 1 mL de la solucién fue retirada para analizar el
contenido de azufre por medio de un Espectrémetro de Emision con fuente de Plasma de
Acoplamiento Inductivo (ICP-OES, Agilent 720, Estados Unidos). En cada intervalo de tiempo se
realizé la reposicidn del volumen retirado con PBS fresco. Luego del ensayo de liberacion se observo
la superficie de la muestra C4-QG mediante microscopia electrénica de barrido con emisién de
campo (FE-SEM Hytachi S-4700 tipo |, Japdn), las piezas fueron recubiertas con oro

5.1.3. Ensayos de inhibicién bacteriana

Se determind la actividad de los materiales en la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus
aureus (ATCC®29213™). En Agar Luria Bertani (Becton Dickinson) a 37 °C se adiciond una solucion
con una concentracién de 1X10° bacterias/mL, se homogenizd y se sirvieron en cajas de Petri;
seguidamente se colocd el material en el centro de la caja y se dejdé en cabina de flujo hasta su
gelificacion. Se incubd durante 18h a 37 °C. El ensayo fue realizado por triplicado (n=3).

Después de la incubacién, se examind cada placa y se visualizdé la presencia de colonias crecidas
sobre la superficie del material o la formacién de halos de inhibicidn. La ausencia de unidades
formadoras de colonias (UFC) o un recuento bajo de estas crecidas sobre el material indica su accion
antibacteriana; la presencia de multiples UFC sobre el material indica que este no inhibe su
crecimiento.
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5.2. Resultados y discusion
5.2.1. Interaccion Celular
5.2.1.1. Resultados de citotoxicidad in vitro

La Figura 5-2 muestra los resultados de viabilidad celular, en los cuales se detectan diferentes niveles
de citotoxicidad en los cultivos mantenidos con los lixiviados obtenidos a 1, 2 y 7 dias a partir de los
materiales estudiados. En todos ellos se observa una tendencia similar conforme los materiales se
van lavando: la viabilidad aumenta con el tiempo. La toxicidad de los lixiviados obtenidos tras 24h
es superior a la de los obtenidos a las 48h, y la de éstos superior a la medida para los lixiviados de 7
dias. Los lixiviados de las formulaciones restantes superan en todos los casos el 80% de la viabilidad
celular medida en las muestras del control negativo ya desde el segundo dia de extraccidn,
queddndose cerca de ese nivel de viabilidad, en el caso de los cultivos mantenidos con los lixiviados
de C4-30vy 30-Q, incluso las muestras del primer intervalo de extraccion.
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Figura 5-2. Resultados del ensayo MTT para los cultivos de osteoblastos humanos mantenidos con
los lixiviados de 1, 2 y 7 dias obtenidos para las muestras del control TMX y las formulaciones
experimentales. Se representa el valor medio de la viabilidad celular relativa £ intervalo de confianza
al 95% (n=16), y el nivel de significacién obtenido en el Test HSD de Tuckey del ANOVA efectuado
para detectar diferencias significativas en la viabilidad celular de cada muestra experimental frente
a la obtenida para TMX en cada tiempo (***: p<0.001; **: p<0.01; *: p<005).
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5.2.1.2. Resultados proliferacién celular

Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la Figura 5-3. La actividad celular de los
cultivos establecidos sobre la totalidad de las formulaciones experimentales es significativamente
inferior a la obtenida en los establecidos sobre las muestras del control negativo TMX durante los
primeros 7 dias de cultivo, momento a partir del cual se pueden diferenciar dos dindmicas
claramente diferentes en los cultivos estudiados. Por una parte, los cultivos establecidos sobre las
formulaciones C4-30 y C4-Q, que muestran un incremento en la actividad celular medida, y que a
final del estudio llega a ser muy similar a la medida para el control negativo (de hecho para las no
se obtienen diferencias significativas con respecto al control tras 14 y 21 dias de cultivo); y por otra
parte, los cultivos sembrados sobre las muestras HA-T y C4-T, para los que se han medido valores
de actividad celular notable y significativamente inferiores a los obtenidos para el control negativo
a lo largo de los 21 dias que ha durado el experimento. La inclusion de carbonato y una red porosa
ha favorecido la actividad celular, ya que la muestra C4 presenta una menor actividad y la diferencia
con la C4-30 es la red porosa generada por el uso de NaCl como se describid en el capitulo 4.
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Figura 5-3. Resultados del ensayo Alamar Blue™ para los cultivos de osteoblastos humanos
sembrados sobre el control TMX y las formulaciones estudiadas. Se representa la media * intervalo
de confianza al 95% (n=4) y el nivel de significacién obtenido en el Test HSD de Tuckey del ANOVA
efectuado para detectar diferencias significativas en la actividad celular de cada muestra
experimental frente a la obtenida para TMX en cada tiempo (***: p<0.001; **: p<0.01; *: p<0.05).
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5.2.1.3. Resultados adhesidn celular

El andlisis microscépico de los cultivos sembrados y mantenidos durante 24 y 72h sobre el control
negativo y las formulaciones experimentales muestra unos resultados que, mas alla de reflejar en
gué medida se ha visto degradada la superficie de algunas de las formulaciones, coinciden con los
resultados del ensayo de proliferacidon. En la Tabla 5-2 puede verse la serie de imagenes de la
superficie de los materiales evaluados, sobre las cuales en todos los casos, aparecen osteoblastos
adheridos, si bien mientras que para las muestras de HA y C4 no se observa un incremento
significativo en la cantidad de células entre las 24 y las 72h de cultivo, para las restantes
formulaciones este incremento si es patente, siendo los resultados obtenidos para C4-30 y C4-Q
cercanos a los obtenidos en los cultivos sembrados sobre el control negativo.

Tabla 5-2. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de osteoblastos fetales humanos en la
superficie del control TMX y los materiales evaluados (HA-T, C4-T, C4-30 y C4-Q).

24h 72 h

TMX

x500 200 um x500 200 um

HA-T

x500 200 um x500 200 um
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5.2.2. Liberacidon de antibidticos

La liberacién del antibiético de las muestras C4-Q cargadas con antibidticos (C4-Q Gentamicina) fue
establecida mediante el porcentaje acumulado de sulfato en PBS en funcién del tiempo (Figura 5-
4). El sulfato liberado fue determinado a partir del azufre detectado en los extractos de PBS para
cada intervalo de tiempo. La mayor cantidad de antibidtico es liberada durante las primeras 24h, lo
cual es recomendable para sistemas de liberacién de medicamentos [9], ya que lo que se pretende
es prevenir la adhesion inicial de las bacterias que promueven la aparicién de una biopelicula
promotora de las infecciones [10], [11]. En sistemas que emplean quitosano como vehiculo del
antibidtico, la liberacién es controlada por la biodegradabilidad de este polimero, el cual debido a
su caracter hidrofilico experimenta el proceso denominado “hinchamiento”, en el cual las cadenas
poliméricas se despliegan absorbiendo gran cantidad de PBS y produciendo la difusién del
antibidtico a la solucién [12].
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Figura 5-4. Perfil de liberacion in vitro de sulfato de gentamicina luego de 180h en PBS (n=3)

La superficie de las muestras luego de la liberacidn fue analizada mediante microscopia electrénica
de barrido (Figura 5-5) en la cual puede observarse la hidroxiapatita carbonatada tipo B con un
remanente de quitosano, en forma de pelicula a lo largo del material, lo cual podria indicar que
luego de las 168h de liberacion, puede existir un remanente de gentamicina, lo cual permitiria la
reabsorcion del material sin adherencias de bacterias por un tiempo prolongado.
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Figura 5-5. Micrografias de FE-SEM de la superficie de las plataformas de crecimiento celular
después del ensayo de liberacion de antibidticos

5.2.3. Inhibicidn bacteriana

La actividad de inhibicién del crecimiento de S. aureus fue detectada sélo en la plataforma de
crecimiento celular cargada con gentamicina (Figura 5-6b), con un didmetro similar al encontrado
para el control positivo (Figura 5-6d) de sensidisco de ciprofloxacina. Por su parte, las muestras C4-
Q (Figura 5-6a) y C4 (Figura 5-6¢) no presentaron actividad en la inhibicion de S. aureus, debido a la
presencia del crecimiento uniforme de esta bacteria alrededor y sobre la superficie de dicha
muestra, asi como se observa en el control de no inhibicién (Figura 5-6e). Los resultados de
dimensiones de los halos de inhibicidn se presentan en la Tabla 5-3, los valores de la muestra
cargada con sulfato de gentamicina y el control positivo, indicando la efectividad de la plataforma
cargada para albergar y liberar el antibidtico, lo cual permitird prevenir la adhesién de bacterias
sobre la superficie del implante y la aparicién de enfermedades como la osteomielitis.

Figura 5-6. Halos de inhibicidn bacteriana de S.aureus en Agar
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Tabla 5-3. Efecto de muestras de Hidroxiapatita infiltrada con quitosano y gentamicina en el
crecimiento de S. aureus.

Muestra Halos de inhibicion (mm)
ca-Q 0
C4-Q Gentamicina 28%1
ca-T 0
Sensidisco ciprofloxacina 302
Sensidisco no impregnado 0

5.3. Conclusiones

e Los resultados de citotoxicidad mostraron que todos los materiales formulados presentan
una viabilidad celular superior al 75%, lo cual indica que los materiales no generan
productos toxicos para las células osteobldsticas. En mayor medida para las estructuras
porosas de hidroxiapatita carbonatada tipo B con niveles cercanos materiales disefiados
para esto como el control negativo, esto previene la necrosis de los tejidos cercanos.

e La proliferacién de células osteoblasticas en estructuras porosas infiltradas con quitosano
presenté luego de 21 dias niveles de generacidon de nuevas células similares al control
negativo, lo que puede establecer que el material promueve la generacién de nuevas células
y potencialmente podria favorecer la regeneracién dsea. Las células osteoblasticas
muestran una extension sobre la superficie de los materiales evaluados, aumentando en las
estructuras porosas y sin afectaciones por la infiltracion de quitosano.

e La liberacidon del antibiético mostré la capacidad de las plataformas de hidroxiapatita
carbonatada tipo B/quitosano de albergar y dosificar el sulfato de gentamicina para la
prevencion de adhesion de bacterias en etapas tempranas de implantacidn, las cuales son
cruciales en la prevencién de enfermedades comunes como la osteomielitis en implantes
Oseos.

e Las plataformas de crecimiento celular cargadas con sulfato de gentamicina mostraron la
capacidad de albergar y liberar el compuesto activo para prevenir la adhesién de S.aureus
en proporciones similares a materiales disefiados para este fin. En comparacién con las
configuraciones de hidroxiapatita carbonatada tipo B/ quitosano que por sus caracteristicas
fisicoquimicas no previenen la adhesion de bacterias infecciosas causantes de
enfermedades postquirdrgicas.
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6. Conclusiones Generales

e En este trabajo se pudo sintetizar hidroxiapatita con tres proporciones de carbonato (4-6%)
y un polvo sin sustituir mediante el método inverso, los cuales se encuentran dentro de los
rangos permitidos para implantes éseos y similares al hueso bioldgico. Esta inclusién de
carbonato genera una distorsién en la red cristalina de la hidroxiapatita al posicionarse en la
ubicacidon de los iones fosfato (sustitucion tipo B). Una sustitucion que conlleva a un
incremento en la resistencia mecdnica y promueve la degradacion in vitro en ambiente 4cido
y condiciones fisioldgicas, lo cual favorece los procesos de osteointegracion para este tipo de
materiales una vez sean empleados como injertos para regeneracién dsea, de acuerdo con
esto el material C4 (5.3% en peso de carbonato) fue escogido para los analisis posteriores.

La fabricacion de estructuras porosas de hidroxiapatita carbonatada tipo B con mayor
contenido de carbonato (5.3% en peso) se logré usando el método de Space Holder con un
30 % en peso de NaCl, generando una red de poros con morfologia cubica y tamafos entre
200-400 um. El agente porogénico se pudo eliminar completamente mediante lixiviacion y
sin la aparicién de fases secundarias que podrian afectar el desempefio mecanico y fisioldgico
de las plataformas de crecimiento celular. El desempefio mecdanico de las estructuras porosas
disminuyd la resistencia mecanica en comparacion con los materiales densos, sin embargo,
se encuentran dentro de los valores reportados para el hueso bioldgico que le permitirdn
resistir mecanicamente mientras se llevan a cabo los procesos de reabsorcidn y colonizacién
por células osteoblasticas.

Las plataformas de crecimiento celular fueron infiltrados con quitosano mediante una
solucion acida (1% volumen de acido acético) de quitosano (3% peso/volumen), el cual
permitié la carga de sulfato de gentamicina (1 parte de gentamicina por 3 de quitosano en
peso) y posterior liberacion en PBS, el cual presenta un comportamiento adecuado para
prevenir la adhesidn de bacterias, ya que durante las primeras 24h se libera gran parte del
antibidtico, el cual previene la colonizaciéon y aparicién de infecciones postoperatorias como
la osteomielitis.

La evaluacién de interaccidon celular de las plataformas de crecimiento celular mostrd el
potencial de este material para aplicaciones de regeneracién 6sea, debido a que no generan
productos toxicos y presentan niveles de viabilidad celular similares al control negativo. En
cuanto a la proliferacién se encontraron resultados prometedores para la generacién de
nuevas células osteoblasticas que indican la capacidad de las plataformas de crecimiento
celular de hidroxiapatita carbonatada tipo B(C4)/quitosano en estimular células
osteoblasticas, las cuales se adhieren sobre la superficie.

Las plataformas de crecimiento celular cargadas con gentamicina presentaron un caracter
inhibitorio con respecto a la bacteria S. aureus, con lo que ha quedado demostrado la
capacidad de alberga y liberar antibidticos para prevenir la aparicién de infecciones
postquirdrgicas comunes en procesos postoperatorios de injertos éseos.
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7. Trabajos futuros

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigaciéon se sugieren algunos estudios
complementarios que acerquen a las plataformas de crecimiento celular a su objetivo final de
aplicacién en regeneracion ésea:

e Realizar andlisis de la capacidad de osteinduccion de las plataformas de crecimiento celular
mediante diferenciacién de células mesenquimales dseas en células osteoblasticas,
teniendo en cuenta que este proceso puede ser promovido por la inclusidn de algunos
factores crecimiento como las proteinas morfogenéticas dseas, por lo que un estudio con la
adicion de estos factores a las plataformas seria un complemento sustancial.

e Realizar estudios preliminares in vivo en los cuales se evalué el comportamiento histolégico
de las plataformas de crecimiento celular y poder determinar asi de manera directa la
interaccion dsea y el efecto del carbonato y la estructura porosa en los procesos de

regeneracion dsea.
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9. Anexo 1. Optimizacion de procesamiento de plataformas de
crecimiento celular

El procesamiento de los polvos represento una etapa importante durante la ejecucién del este
trabajo, debido a esto en el presente anexo se presenta la optimizacidn realizada en la preparacién
de los polvos y la compactacion de los materiales densos obtenidos en el capitulo 3. Inicialmente se
realizé un diagndstico de defectos obtenidos en los ensayos preliminares y de acuerdo con esto,
mediante estrategias de molienda y curvas de prensado fue posible minimizar las fallas detectadas
y obtener materiales sinterizados apropiados para las evaluaciones posteriores.

Al. Procesamiento inicial de los materiales densos e identificacién de defectos.

Inicialmente, luego del tratamiento térmico a 400°C realizados a los polvos al final del proceso de
sintesis (Numeral 3.1.1 del capitulo 3), se fabricaron piezas mediante prensado uniaxial a 200 MPa
de acuerdo con algunas de las referencias que realizaban un proceso de conformado similar [1], [2],
[3]. Las piezas fabricadas, de didmetro = 6.4 mm y altura = 13 mm fueron sometidas a la prueba de
compresion uniaxial. Durante la ejecucidn de los ensayos, las piezas presentaron una fractura poco
convencional como se presenta en la Figura A-1. Las piezas fallaban por separacién de laminas del
material a niveles de carga muy variables. Se procedié a emplear microscopia electrénica de barrido
para analizar las superficies de fractura con objeto de identificar la causa de este tipo de fractura.

Figura A-1. Defectos de piezas sinterizadas en ensayos de compresion.

En la Figura A-2 se muestran ejemplos de los defectos caracteristicos encontrados. Una parte de
estos defectos (Figura A-1) estaba formado por aglomerados de particulas (Figura A-1a),
posiblemente originados durante la sintesis o el tratamiento térmico a 400°C, y no desintegrados
durante el proceso de tamizado. Por una parte, los aglomerados del polvo pueden propiciar la
presencia de aire atrapado, impidiendo la correcta compactacion del material en verde [4]. Por otra
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parte, los aglomerados presentes en el compacto en verde dan lugar a la sinterizacién diferencial
del material durante el tratamiento térmico.

El segundo defecto que se pudo identificar fue la laminacidn (Figura A-2b), que comUnmente en
piezas ceramicas no muestran ningun signo exterior aiin después del sinterizado y sélo son visibles
una vez la pieza se fractura. Esta laminacion, puede generarse por diferentes causas, sin embargo,
en existen cuatro causas que comunmente se han asociado a este defecto, la forma y distribucion
de las particulas, métodos de mezclado y grietas por altas presiones [5].

L x120 500 um L x500 200 um

Figura A-2. Superficies de fractura de pruebas mecanicas preliminares, a) Aglomerados a 120x, b)
laminaciones a 500x.

Los defectos encontrados en las superficies de fractura propusieron un reto con el fin de optimizar
las caracteristicas microestructurales de las piezas a conformar, este proceso se realizd en dos
etapas, la primera de ellas consistio en el beneficiado de la materia prima mediante molienda, con
objeto de obtener una distribucién oéptima de tamafo de particulas, y la segunda en la
determinacidn de la presién adecuada para la compactacién de los polvos.

A2. Optimizacion de la distribucion de tamafio de particula

Los polvos de las cuatro sintesis (HA, C2, C3 y C4) una vez pasados por tamiz de 45 um fueron
caracterizados mediante difraccion laser para obtener la distribuciéon de tamafio de particula usando
un equipo Mastersizer S (Malvern, Reino Unido) y un laser de He-Ne con una A=632,8 nm. En la
Figura A-3 se puede observar que todos los polvos presentan una distribuciéon bimodal, que indica
la presencia de aglomerados a los cuales puede atribuirse parte de los defectos descritos en el
numeral anterior.
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Figura A-3. Distribucion de tamafo de particula de los polvos sintetizados

Los valores de dio, dso y dgg S&e muestran en la Tabla A-1, donde la HA presenta un tamafo levemente
superior a los polvos con sustitucion de carbonato.

Tabla A-1. Distribucién de tamafio de particula de polvos sintetizados

Tamaiio de particula (um)
HA Cc2 c3 ca
dio 1.5 1.3 1.2 1.2
dso 7.6 5.3 4.6 4.5
dso 29.4 21.7 18.5 17.6

Los resultados de distribucién de tamafio de particula indicaban la necesidad de realizar un proceso
de rotura de los aglomerados, con objeto de obtener una distribucién monomodal y estrecha. Por
lo tanto, se realizd un proceso de molienda en un molino vertical con jarro y bolas de circona durante
60 min a 1800 rpm en alcohol isopropilico con adicién de un 1% en peso de polietilenglicol (PEG),
este Ultimo tiene una funcién de plastificante, lo que mejora la compactacion en el prensado uniaxial
[6]. Luego de esto se realizé nuevamente un andlisis de distribucién de tamafio de particula con los
mismos parametros empleados para los polvos sintetizados.

El efecto de la molienda en la distribucion de tamafio de particula de los polvos se presenta en la
Figura A-4, donde puede observarse un cambio hacia una distribucion monomodal para todas las
composiciones en comparacion a las observadas para los polvos sintetizados (Figura A-3) y las curvas
del acumulado se han unificado y no presentan histéresis como se puede ver los polvos sin moler.
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Figura A-4. Distribucion de tamafio de particula después de molienda

Ademas, como se recoge en la Tabla A-2, se obtuvo un tamanio inferior de particulas para todos los
materiales con una distribucion similar entre ellos, lo que contribuyd a realizar una comparacién
efectiva del contenido de carbonato en las pruebas posteriores.

Tabla A-2. Distribucién de tamafio de particula después de molienda

Tamaiio de particula (um)
HA C2 C3 Ca
dio 1.7 1.5 1.7 1.6
dso 54 3.8 4.2 4.0
dso 9.9 8.3 9.3 9.9

A3. Curvas de prensado

La presion empleada en el conformado juega un papel importante en la integridad de las piezas,
cuyo efecto en algunos casos sdélo es posible detectar luego del tratamiento térmico, ya que al
emplear altas presiones las paredes del molde sufren una deformacién que se recupera al retirar la
carga y causa una compresion radial en la pieza [7]. Debido a esto se realizd una curva de prensado
empleando la maquina universal de ensayos (Microtest, Espafa), en la cual se realizé la
compactacion del polvo en funcion de la presion.

En la Figura A-5 se muestra una curva caracteristica obtenida durante los ensayos. Se representa la
densidad relativa de una pieza compactada en funcion de la presién de compactacion ; puede
observarse que la densidad relativa alcanzada por las piezas no llega al 50%, ademas se analizé la
capacidad de compactacidn con la derivada de la curva de densidad, con la cual pudo encontrarse
gue al sobrepasar los 40 MPa no ha una variacidn significativa en la densidad de la pieza, por lo
tanto este valor fue seleccionado para la fabricacidn de todas las piezas que se conformaron en este
trabajo.
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