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RESUMEN

El presente trabajo busca determinar condiciones adecuadas para la elaboracion de scaffolds de
vidrio bioactivo 43S2,5 mediante el proceso de moldeo por compresion, sinterizacion y lixiviacion
de sal (NaCl, marca Merck), a partir de los requisitos minimos establecidos desde la literatura para
no impactar significativamente el comportamiento bioactivo del vidrio base. Inicialmente, el vidrio
bioactivo utilizado para la elaboracion de los scaffolds fue sintetizado mediante la fusion de una
mezcla de dxidos. Posteriormente, la frita obtenida al templar los 6xidos fundidos fue sometida a
un proceso de conminucion en un molino de zirconia y, después, las particulas de vidrio fueron
clasificadas mediante tamizado en los rangos entre 53-75 um y menor a 25 um. Estos polvos
fueron posteriormente mezclados con particulas de NaCl que actuaban como agente porogénico y
se encontraban en un tamafio entre 100-500 um y 300-500 um. La condicion de mezcla mas
favorable para la obtencion de scaffolds con adecuada estabilidad dimensional en verde fue para
aquella realizada con el tamafio de particula de 43S2,5 menor a 25 pm y de NaCl entre 100-500 um
en un porcentaje en peso del 50 (% p/p). EI método de fabricacion de moldeo por compresion y
lixiviacion del NaCl, sumado a la morfologia laminar del vidrio bioactivo permitié obtener
scaffolds con una adecuada porosidad exterior e interior interconectada debido al apilamiento y
empaquetamiento que sufrian las particulas de vidrio, lo que favorecié su union durante el
tratamiento térmico. La fase de Combeite y de Buchwaldite, resultantes del proceso de
sinterizacidn, son cominmente encontradas en materiales bioactivos con buena respuesta bioldgica
al contacto con fluidos fisioldgicos lo que da indicios de la viabilidad de la aplicacion de estos
scaffolds de vidrio 43S2,5 en ensayos in vitro con el fin de comprobar su comportamiento y
propiedades bioldgicas.

Palabras clave: Vidrio bioactivo, agente porogénico, scaffolds, lixiviacion de particulas,
sinterizacion.
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INTRODUCCION

Tradicionalmente, los estudios realizados sobre vidrios bioactivos se han llevado a cabo
principalmente en el sistema SiO.—Na,O-CaO-P,Os, donde la composicion quimica del
45S5 Bioglass®, desde su descubrimiento en el afio 1969 por Larry Hench [1], ha sido la mas
prometedora por sus interesantes y destacables propiedades bioldgicas. Dichas propiedades son
dadas gracias a la formacion de una capa de hidroxiapatita (HA) e hidroxiapatita
carbonatada (HAC) sobre su superficie cuando esta en contacto con fluidos corporales in vivo o
invitro, proporcionando asi propiedades como la osteoinduccién, la osteogénesis, la
osteoconduccion, la osteointegracion y la angiogenesis al estar en contacto con tejidos 6seos duros
y blandos [2]-[7]. Dada la gran versatilidad con la que es posible variar la composicion quimica
asi como la geometria y el area superficial (morfologia) de los vidrios bioactivos, se han realizado
diferentes estudios para modificar su velocidad de reaccion de intercambio iénico al estar en
contacto con fluidos fisiolégicos y promover una mayor cinética de formacion de HA y/o HAC
sobre la superficie de éste tal que su respuesta biolégica sea mas elevada [8].

Los vidrios bioactivos son comUnmente sintetizados mediante la fusion de dxidos, de hidroxidos,
de carbonatos y/o metales de alta pureza. Basados en el sistema SiO2-Na,O—-CaO-P20s se han
desarrollado diferentes vidrios bioactivos con similares caracteristicas bioactivas al
45S5 Bioglass®. M. Monsalve [9] en su investigacion doctoral, dirigida por el grupo de
investigacion GIPIMME, desarrollo6 un vidrio bioactivo del sistema
31Si02-11P>05—(58-X)CaO0-XMgO (% mol), en el cual el contenido de MgO fue variado en
0, 2, 7, 16 y 32 % mol. Dicha adicién al vidrio bioactivo se realiz6 dado que: a) el 6xido de
magnesio esta presente en los tejidos 6seos del cuerpo humano tales como el hueso, el esmalte y la
dentina respectivamente en 0,72, 0,44 y 1,23 % en peso [10], y se ha asociado con la mineralizacion
e indirectamente con el metabolismo mineral del tejido 6seo; y b) otros autores como Oliveira [11],
Massera [12] y Dietrich [13] han reportado que la adicion de magnesio a los vidrios ayuda a la
formacion de una capa rica en Ca—P después de la inmersion en una solucion de SBF que también
ayuda a la ventana de sinterizacion (Tx—Tg), minimiza la cristalizacion y aumenta la solubilidad de
la red de silice. Ademas, el sistema con adiciones del 2 % molar de MgO evidencia una
biocompatibilidad mejorada y velocidades de reabsorcion mayores a la reportada por
Larry L. Hench para el 45S5 Bioglass® [10].

Sin embargo, el gran abanico de composiciones disponibles y el excelente comportamiento
bioldgico de los vidrios bioactivos ha sido opacado debido a sus limitadas propiedades mecénicas
intrinsecas, que condicionan su uso en aplicaciones de nula o baja demanda mecanica o como
revestimiento sobre un sustrato encargado de la resistencia mecanica [14], [15]. Es por ello, que la
ingenieria de tejidos ha estado empefiada en estimular la capacidad de regeneracion de tejido a
través del disefio de scaffolds (andamios) que, ademas de presentar una elevada porosidad que
promueva la adhesion y proliferacion de células osteoblasticas, tengan la capacidad de soportar
cargas mecanicas. Los criterios especificos para la elaboracion de un scaffold en la ingenieria de
tejido d6seo, se resumen en [16], [17]: a) propiedades biol6gicas como la biocompatibilidad y
biodegradabilidad del material; b) facilidad del material para ser moldeado en piezas cuya
morfologia presente una elevada porosidad con un tamafio de poro entre 100-500 um que permita
la proliferacion y colonizacion de células déseas que propicien la osteoconductividad; y
c) propiedades mecanicas suficientes que brinden un adecuado soporte y transmisién de cargas



durante el remplazo o reparacion del tejido 6seo afectado. Aunque los vidrios bioactivos presentan
bajas propiedades mecanicas, se han planteado como biomateriales prometedores para la
fabricacion de scaffolds en la ingenieria de tejidos debido a sus elevadas propiedades bioldgicas
intrinsecas y su facil conformabilidad [18].

Por tal motivo, este estudio busco comprender la influencia de las condiciones de fabricacion de
scaffolds de vidrio bioactivo 43S2,5, cuya composicion en peso es 42,6 % SiO», 26,7 % Na20,
19,4% CaO, 99%P20s y 15%MgO, y la influencia de las condiciones de
sinterizacion (tiempo/temperatura) en la estabilidad mecanica y en los cambios en el ordenamiento
atomico (cambios en la cristalinidad). Para lograr los objetivos, inicialmente se prepararon mezclas
de polvos de 43S2,5 y sal (NaCl, marca Merck), que actla como agente porogénico, controlando
tanto el tamafo de particula como la cantidad volumetrica del NaCl para asegurar el tamafio y la
distribucion de la porosidad en los scaffolds, los cuales se fabricaron mediante moldeo por
compresion uniaxial variando la presion y el tiempo de sostenimiento en el proceso; y
posteriormente, se llevaron a un tratamiento térmico de sinterizacion a diferentes temperaturas.



1 MARCO TEORICO

1.1 BIOMATERIALES

El uso de biomateriales se ha posicionado en la ingenieria ortopédica como una alternativa
interesante para el remplazo, la reparacion y/o la regeneracion de tejidos 6seos dafiados o0 enfermos
por traumatismos, enfermedades 6seas degenerativas, deficiencias funcionales por envejecimiento,
entre otros [6], [19], [20]. El especial interés por éstas sustancias o combinacion de sustancias de
origen natural o sintético, disefiadas para su implantacion como un todo o parte de un sistema de
tejido vivo, esta dado porque no provocan dolor, inflamacion o rechazo [21], [22].

Las reacciones interfaciales y los mecanismos de unién entre un implante fabricado a partir de
biomateriales y un tejido son clasificados segun el tipo de fijacion implante-tejido: 1) Casi inerte
cuando existe una fijacion morfolégica por medio de acoplamiento mecénico; 2) Poroso, en el cual
la fijacion bioldgica es el resultado del crecimiento de tejido 6seo en los poros; 3) Bioactivo cuando
se forma una capa biocompatible (generalmente de apatita) entre el implante y el tejido que
garantiza una union biomecéanicamente estable; y 4) Reabsorbible cuando es progresivamente
sustituido por nuevo tejido [23]. Con el fin de aumentar la biocompatibilidad de los implantes, y
como alternativa a los metales tipicamente empleados desde hace afios en la industria ortopédica,
los bioceramicos han mostrado una amplia versatilidad para su uso en diferentes aplicaciones, pues
de acuerdo con sus caracteristicas fisico-quimicas pueden ser adaptados, segun la aplicacion
biomédica, para brindar cualquiera de los comportamientos anteriormente descritos [22].

Los bioceramicos son una gran clase de cerdmicos especialmente disefiados para la reparacion y
reconstruccion de partes del cuerpo enfermas o dafiadas. Las formas actuales de aplicacion en el
uso clinico incluyen: piezas sélidas (utilizadas, por ejemplo, en la reconstruccion de los huesecillos
del oido medio o como componentes de carga de las protesis articulares), polvos y granulos para
relleno de huesos, revestimientos de protesis articulares metélicas, formulaciones
inyectables (cemento 6seo) y scaffolds porosos [24]. Las propiedades mas significativas que les
permiten este tipo de aplicaciones es que son: no téxicos, no inflamatorios, no alérgicos,
biocompatibles, biofuncionales y no cancerigenos para su vida Util en el huésped.

Desde finales del siglo XX, la investigacidn en biomateriales dejé de centrarse en el desarrollo de
materiales biocompatibles de respuesta biolégicamente inerte para ahondar sus esfuerzos en
aquellos biomateriales bioactivos, que combinados con la estructura morfoldgica, generan in vivo
un ambiente propicio para la promocion y el efectivo crecimiento de tejido 0seo extracelular que
promueva una reparacion y recuperacion mas efectiva del tejido enfermo, dafiado o faltante [6].

El interés en esos biomateriales esta dado porque su composicion quimica y su estructura atbmica
al contacto con fluidos fisiologicos (simulados o naturales) y/o tejidos vivos propician una serie de
reacciones de intercambios quimicos que resultan generalmente en el crecimiento de fases de
excelente respuesta bioldgica que, en consecuencia, favorecen la biocompatibilidad y/o la unién
estable del implante con los tejidos 6seos [25].
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Para aplicaciones orientadas a la ingenieria de tejido dseo, los biomateriales mas promisorios son
los bioceramicos a base de hidroxiapatita (HA), de fosfato de calcio bioactivo, de vidrios
bioactivos (BGs, por su nombre en inglés: Bioactive Glasses), de vitroceramicas
bioactivas (vidrios bioactivos/ceramica) e incluso de materiales compuestos a base bioceramicas y
polimeros biodegradables [6]. De acuerdo con su comportamiento bioldgico los biocerdmicos se
han clasificado en materiales bioactivos de clase A y B. Los materiales bioactivos de clase B
proporcionan superficies adecuadas para la adhesion y proliferacion de las células osteobléasticas,
lo que permite un crecimiento del hueso a lo largo de la estructura del implante dada la respuesta
extracelular sélo en la interfaz implante/tejido, por lo que han sido denominados biomateriales
osteoconductores [26]. Esto ademas les confiere la capacidad de osteointegrarse, es decir, de
generar una unién estable con tejidos blandos y duros. Por su parte, los materiales bioactivos de
clase A, ademas de las caracteristicas propias de los materiales de clase B, al entrar en contacto
con fluidos fisiologicos y/o tejidos dseos evidencian una serie de reacciones de intercambio ionico
que estimulan las células mesenquimales a diferenciarse a células osteoblasticas (osteoinduccion),
asi como a las celulas osteogénicas libres del medio para favorecer la
osteoproduccion (u osteogénesis: crecimiento de tejido 0seo nuevo) en la interfaz del
implante [26]. Mientras que la osteoconduccion es una respuesta extracelular, la osteoinduccion es
una respuesta intracelular inducida por la liberacién de grandes cantidades de iones de Si* (1V) y
Ca2* que estimulan la respuesta de los genes para la formacion de hueso. Razon por la cual, entre
los biomateriales promisorios en la ingenieria de tejidos, se han destacado los vidrios bioactivos de
clase A, porque ademas de las propiedades bioldgicas mas cercanas a los tejidos dseos, promueven
la angiogénesis que, en conjunto, favorecen la recuperacion efectiva del tejido defectuoso [7], [23].

Se cree que los biomateriales que mejoraran la regeneracion de los tejidos deberian tener un mayor
control molecular de las reacciones interfaciales que los biomateriales bioactivos de clase A. El
control molecular comprende el control de la liberacion de los elementos y compuestos quimicos
que activan los genes importantes para la mitosis y la diferenciacion celular [27]. Los biomateriales
bioactivos de clase A pueden formar una capa de gel de silicio hidratado y biol6gicamente activo
en sus superficies unos minutos después de la exposicidon a los fluidos corporales, ya sea in vivo o
in vitro [27].

A pesar de las bondades de estos biomateriales, su aplicacién se ha visto limitada debido a sus
relativamente bajas propiedades mecanicas, sobre todo en tenacidad a la fractura y la resistencia a
esfuerzos mecanicos ciclicos [28]. Por tal motivo, otros materiales de mejor resistencia
mecanica (lastimosamente inertes o cuasi-inertes) como los metales, han sido privilegiados para su
uso en el remplazo y la reparacion de tejidos dseos que soportan alta carga, mientras que los
biomateriales bioactivos de reducidas propiedades mecéanicas se han usado principalmente como
revestimientos de protesis metélicas para mejorar la biocompatibilidad y la estabilidad
biomecanica [29] o como materiales de relleno de defectos déseos. Por ejemplo, los vidrios
bioactivos se han usado principalmente como relleno de defectos 6seos en odontologia [30], [31]
o0 como implante endoscépico para mantener la cresta alveolar por su baja carga mecanica de
servicio [23].

La ingenieria de tejidos basada en las caracteristicas morfologicas de los huesos ha empleado estos
biomateriales para la construccién de estructuras porosas. Estos biomateriales conformados en
estructuras porosas facilitan una union interfacial (tejido-implante) a través del crecimiento de
tejido al interior de los poros superficiales o de todo el implante generando un tipo de acoplamiento
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conocido como fijacion bioldgica; ademas de la respuesta biologica que el material base pueda
inducir gracias a sus propiedades intrinsecas. Una buena fijacion biologica es producida gracias al
adecuado suministro de sangre a los tejidos huésped, por lo que se requiere que la porosidad de
dichas estructuras tenga un diametro mayor a 100-150 um, ya que la rugosidad de la superficie
proporcionada por los pequefios poros puede mejorar la adhesion y proliferacion de células
osteoblasticas sobre el sustrato [23], asi como el crecimiento vascular que promueve un adecuado
suministro de nutrientes a los nuevos tejidos extracelulares formados [23]. Aunque la
conformacién de estos biomateriales en forma porosa mejora ain mas su respuesta biologica, su
aplicabilidad en la industria ortopédica requiere identificar la influencia de las condiciones de
fabricacion sobre la evolucion dimensional, las propiedades biologicas y las propiedades
mecénicas.

Como ya se ha mencionado, los biomateriales porosos estan adquiriendo importancia desde el
punto de vista de sus aplicaciones. Por ejemplo, se han desarrollado sustitutos sintéticos de injertos
6seos (BGS) en diferentes formas y tamafios de poros utilizando diversas técnicas de fabricacion.
El creciente mercado de los sustitutos sintéticos de injertos 6seos puede reducir eficazmente la
necesidad de las aplicaciones de los huesos autdlogos o alogénicos que se han utilizado
convencionalmente durante los Gltimos decenios. Lo que es mas importante, existe un menor riesgo
de transferencia de enfermedades, de rechazo y morbilidad con los materiales sintéticos en
comparacion con los autoinjertos o aloinjertos [32].

1.1.1 Vidrios bioactivos

Los vidrios bioactivos (BGs) son materiales principalmente de estructura atbmica amorfa basada
en silicatos, fosfatos, boratos o borosilicatos. Los BGs al contacto con fluidos fisiologicos tienen
la capacidad de generar intercambios iGnicos que propician el crecimiento de capas de composicion
y estructura cristalina similar al tejido éseo. La formacidn de estas capas brinda a la vez una elevada
biocompatibilidad al implante y favorece la diferenciacion de células mesenquimales a células
osteobléasticas, asi como, la estimulacion angiogénica localizada que favorece la migracion y
proliferacion de células endoteliales que conducen a la formacion y el crecimiento de vasos
sanguineos [33].Por lo tanto, estos biomateriales tienen un elevado potencial para restaurar el hueso
enfermo o dafiado [19].

El primer vidrio bioactivo fue desarrollado en 1969 en la Universidad de Florida por Larry Hench
y sus colegas [1]. Ese vidrio bioactivo denominado 45S5 Bioglass® fue sintetizado con una
composicion quimica molar de 46,1 % en SiO2, 24,4 % en Na2O, 26,9 % en CaO y 2,6 % en
P20s [34]. El contenido de P.Os junto con el elevado contenido de CaO en el vidrio constituyen
una composicion quimica cercana al eutéctico ternario del sistema SiO>—Na>O—-CaO facil de fundir.
Este vidrio bioactivo, similar a los tejidos 6seos naturales, evidencia una elevada cinética de
formacion de vinculo interfacial tanto con tejidos 6seos duros como con aquellos tejidos 6seos
blandos [1], [34], [35].

Los primeros implantes basados en el vidrio bioactivo 45S5 Bioglass® fueron fabricados para el
remplazo del fémur de una rata. Despues de 6 semanas, los fuertes enlaces fisico-quimicos
generados entre el implante y los tejidos 6seos huésped dificultaron la remocion del implante. Una
evaluacion cuantitativa de la resistencia al cizallamiento interfacial en modelos de rata y de mono
mostré que la resistencia del enlace interfacial entre el Bioglass® y el hueso cortical era igual o
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mayor que la resistencia del hueso huésped [36]. Dados los hallazgos interesantes en la respuesta
bioldgica, el vidrio bioactivo desarrollado por L. Hench y colegas, propicio el uso clinico, desde
1985, como ceramicas masivas bioactivas y como particulas de Bioglass®. Actualmente, dada la
capacidad de los vidrios bioactivos para estimular el crecimiento de nuevos huesos, el interés de la
industria biomédica y la comunidad cientifica se ha centrado en el potencial de este biomaterial
para su uso en el desarrollo de estructuras 6seas artificiales que estimulen los propios mecanismos
regenerativos del cuerpo que conduzcan a una restauracion efectiva y duradera de tejidos 6seos que
han perdido su funcionalidad [37].

Los vidrios se sintetizan principalmente a través dos métodos: el melt quenching (enfriamiento
rapido desde una masa fundida) y el proceso de sol-gel. En el proceso de melt quenching, los
compuestos para fabricar el vidrio funden a temperaturas normalmente > 1300 °Cy, luego, la masa
fundida se enfria rapidamente para conservar la estructura atomica desordenada de esta y obtener
el vidrio [35]. Por su parte, el proceso sol-gel utiliza precursores inorganicos u organicos, que se
someten a diferentes procesos de hidrdlisis y condensacion, seguidos de tratamientos térmicos de
secado y estabilizacion térmica. Este proceso permite la obtencion del vidrio en forma de
microparticulas mesoporosas, nanoparticulas, fibras y revestimientos. La ventaja del método de
fusién-temple respecto al sol-gel es atribuido a su simplicidad y su alta tasa de rendimiento, asi
como la obtencion de materiales densos y de mejores propiedades mecanicas [38].

En términos de flexibilidad de composicion, los vidrios tienen grandes ventajas sobre las sustancias
cristalinas. Mientras que las fases cristalinas poseen una estequiometria bien definida y constante,
los vidrios pueden ser sintetizados en una gama virtualmente ilimitada de composiciones, que
pueden ser disefiadas para satisfacer una necesidad especifica [39]. Ademas, las propiedades
fisico-quimicas, mecénicas y bioldgicas del vidrio pueden ajustarse mediante “dopaje”, es decir,
afiadiendo pequefias cantidades de otros oxidos a la composicion quimica del vidrio durante el
proceso de sintesis. Esta caracteristica es de gran importancia en el vidrio bioactivo, puesto que
puede conferirle propiedades especiales, por ejemplo, de accion terapéutica gracias a la liberacion
de iones que estimulen la diferenciacién celular (osteoinduccién), o que actlen como agentes
antimicrobianos o neuroprotectores [40].

Entre las numerosas posibilidades de catalogar los vidrios, se pueden clasificar segin su sistema
de composicién quimico-atémica. Por lo general, esto toma en consideracion el o los 6xidos
formadores de la red atémica del vidrio. Los vidrios a base de silicato, fosfato y borato son los méas
destacados entre los que contienen un solo 6xido formador de red. Por su parte, sistemas mas
complejos son formados con dos 0 méas oxidos formadores de red; entre estos los mas destacados
son los vidrios bioactivos a base de borosilicato o borofosfato [41]. Estas clasificaciones son
validas tanto para los vidrios convencionales y los vidrios bioactivos, cuya principal diferencia esta
asociada a los contenidos de cationes modificadores que provocan cambios en la conectividad de
la red vitrea (NC) modificando la durabilidad quimica y la cinética de intercambio idnico al entrar
en contacto con fluidos de alta carga i6nica, como los fluidos fisioldgicos in vitro (simulados) o
in vivo.

Si bien, los vidrios en general pueden llegar a presentar una estructura compleja cuando son

conformados por varios 6xidos formadores de red, la base de la estructura atbmica esta basada en
las interacciones atomicas de los 6xidos modificadores principales como se explica a continuacion:
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a. Vidrios desilicato: la unidad basica de construccion de los vidrios de silicato es el tetraedro
de SiO4 que puede conectarse a un maximo de otros cuatro tetraedros mediante enlaces
covalentes (=Si—O-Si=) a través de sus esquinas [42]. La adicion de modificadores de red
a la composicion del vidrio da lugar a la interrupcion de la continuidad de la red vitrea
debido a la ruptura de algunos de los enlaces =Si—O-Si=, que provoca la formacion de
grupos de oxigeno no enlazados (en inglés: Non-Bridging oxygen: NBO) con cationes
formadores de red, dando lugar a una disminucion del nimero de oxigenos enlazados (en
inglés: Bridging oxygen: BO), en consecuencia, una reduccion de la conectividad de la
red (NC) [43]. Una menor conectividad de la red vitrea conduce a un aumento en la
movilidad de los cationes modificadores (ej: Na* y Ca*) y una disminucién de la
durabilidad quimica del vidrio, en consecuencia, aumenta a la vez la cinética de intercambio
ionico para la formacion de la capa de apatita y la de degradacién del vidrio; propiedades
que deben ser controladas segun la aplicacion para la que esté destinado el vidrio bioactivo.

b. Vidrios de fosfato: los vidrios de fosfato consisten en una red inorganica de fosfatos de
unidades tetraédricas PO4% conectadas a un maximo de tres unidades tetraédricas de fosfato
através de enlaces covalentes =P-O-P= [44]. La estructura del P* conserva su coordinacion
cuadruple a lo largo de toda la gama de composicion, desde el P2Os puro hasta los
ortofosfatos totalmente saturados de 6xidos alcalinos [45]. Estructuralmente, el efecto de la
incorporacion de éxidos modificadores a la red atomica en los vidrios de fosfato es similar
al efecto en los vidrios de silicato, es decir, se rompen los enlaces P-O-P formando atomos
de NBO. Cuando estos vidrios contienen mas modificadores que el fosfato, a menudo se
denominan vidrios invertidos, y las propiedades del vidrio estdn dominadas por los enlaces
ionicos entre el NBO y los cationes modificadores, en lugar de los enlaces P-O-P
covalentes.

c. Vidrios de borato: el B20O3 es uno de los éxidos formadores de vidrio méas importantes
debido a su mayor intensidad de campo, menor tamario de los cationes, pequefio calor de
fusion y naturaleza trivalente del cation de boro. Se ha utilizado en numerosos sistemas de
vidrio para obtener propiedades especificas, por ejemplo, en los espectros infrarrojos de los
vidrios de borato de plomo dopados con zinc [46]. En los vidrios de borato se pueden
incorporar grandes cantidades de 6xidos modificadores de red, lo que los convierte en
materiales de matriz interesantes para diversas aplicaciones [47].

El B2O3 vitreo estd formado por grupos trigonales B@s (con un @ correspondiente a los
atomos BO) agrupados predominantemente en anillos de boroxol de seis miembros. La
adicion de oxidos modificadores del tipo M2O (M: cation) a la estructura basada en B2O3
da lugar a la transformacion de los trigonales neutros de B@s en tetraédricos (B@a)
cargados negativamente, que se equilibran con la carga del cation modificador M. Por lo
tanto, a diferencia del vidrio de fosfato o de silicato, la adicion inicial de cationes
modificadores a B-Oz aumenta el NC. Para adiciones mayores de 6xido modificador, las
unidades de borato tetraédrico se convierten de nuevo en grupos de borato trigonales,
aumentando el nimero de NBO y disminuyendo el NC [48].

El cambio no lineal en NC con contenido de modificador en los vidrios de borato explica
la dependencia composicional de las propiedades del vidrio. Este fendmeno se denomina
comunmente la anomalia del boro [47].
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Ademas de la clasificacion por sistema composicional, los BGs de acuerdo a sus propiedades
fisico-quimico-mecénicas y bioldgicas pueden clasificarse segln la aplicacion clinica para la cual
han sido disefiados [24]. A continuacion, se examinan algunas de las aplicaciones mas importantes
en las que han sido usados los BGs:

a. Sustituto de injerto 6seo: cuando se pierde hueso debido a una infeccion, proceso de
enfermedad o trauma, el hueso puede ser reemplazado con un injerto de hueso.
Clinicamente, los BGs han sido usado por més de una década como injerto de hueso
sintético. Por ejemplo, en ortopedia y en cirugias maxilofaciales se han empleado vidrios
bioactivos basados en la composicion quimica desarrollada por L. Hench, a los cuales le
han atribuido respectivamente el nombre comercial de Novabone® y PerioGlass® [49].

b. Regeneracion ésea: la regeneracion 0sea es otra aplicacion clinica importante y los BGs
no poseen tantas limitaciones de tamafio y forma como un injerto 6seo autdégeno, que es un
injerto 0seo obtenido del mismo individuo y que favorece la vascularizacion y la
osteointegracion con el hueso circundante, minimizando el riesgo de infeccion, de rotura y
de rechazo. N. L. de Macedo et al. [50] utilizaron dos composiciones diferentes de BG para
estudiar la formacion de hueso en las tibias de ratas, y se informé de que ambas
composiciones de BG promovian la formacion de hueso. Se ha informado anteriormente
que los BGs pueden promover una importante regeneracion Osea in vitro ya que tienen
efectos osteoestimuladores.

Uno de los avances en la investigacion de los BGs es el control de su tasa de degradacion
con la manipulacién de su composicion. Como se mencion6 anteriormente, los BGs a base
de borato son muy utiles en la regeneracion dsea debido a la variacion de las tasas de
degradacién controladas junto con la facilidad de su fabricacion. La flexibilidad de la
composicion y la facil manipulacion de la composicion del vidrio pueden aprovecharse
como una fuente de diferentes elementos como el cobre, el fltor o el boro que pueden
favorecer el crecimiento 6seo [19].

c. Sistema de dispensacion de iones y/o medicamentos: los investigadores siempre han
buscado un sistema innovador de administracion de drogas para tener un control superior
de la medicacion con una accion prolongada. Asumiendo que un determinado medicamento
o molécula llegard a un sitio especifico sin ninguna reaccion secundaria y realizara la
reaccion deseada, el sistema de administracion de medicamentos pasa a convertirse en algo
sumamente importante para los investigadores.

En los Gltimos afios, los vidrios bioactivos tienen flexibilidad en la modificacién quimica
que permite introducir en su matriz vitrea diferentes clases y concentraciones de iones, asi
como adaptar la cinética de degradacion o de liberacion de iones para una accién terapéutica
especifica [51]. Asi mismo, la modificacion morfolégica para conformar los vidrios en
nano y microestructuras porosas, junto a la versatilidad en la cinética de degradacién, ha
posibilitado el almacenamiento y la liberacion controlada de medicamentos que requieren
un suministro preciso y continuo para lograr las acciones terapéuticas deseadas [52].
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d. Scaffolds a base de vidrios bioactivos: en la ultimas dos décadas, la ingenieria de tejidos
se ha desarrollado ampliamente como un enfoque para la reparacion y regeneracion de
manera méas efectiva de los tejidos y los érganos perdidos o dafiados, a traves de la
configuracién de scaffolds (estructuras porosas) [53]. Estas estructuras tienen la capacidad
de dirigir la formacion de nuevos tejidos a través de la estructura porosa interconectada, asi
como el transporte de nutrientes para garantizar la viabilidad del nuevo tejido formado.

En este campo, los BGs han despertado un amplio interés pues, ademas de la facilidad para
configurarse como estructuras porosas, sufren reacciones especificas al contacto con fluidos
fisioldgicos que conducen a la formacion de hidroxiapatita, fluorapatitas y/o hidroxiapatita
carbonatada en su superficie, las cuales favorecen un ambiente favorable para el
crecimiento de nuevo tejido 6seo y la formacion de enlaces entre el implante y los tejidos
0seos circundantes de elevada estabilidad mecano-bioldgica [54]. Asi mismo, los iones
liberados desde estos vidrios tienen la capacidad de activar los genes osteogenicos [55] y
estimular la angiogénesis [56].

1.2  SCAFFOLDS

En el campo de la ingenieria tisular, es una necesidad la regeneracién y reparacion de defectos
6seos de gran tamafio en zonas cuya funcion principal es el soporte de cargas considerables. Por
tal motivo, desarrollar implantes porosos (scaffolds) biocompatibles que emulen la morfologia, la
porosidad, la bioactividad y la resistencia mecéanica de los tejidos 6seos es indispensable para
optimizar la recuperacion y la integracion con el tejido éseo circundante [57], [58].

Los scaffolds son generalmente estructuras tridimensionales altamente porosas, con un controlado
tamafio e interconectividad de los poros [6], [59]. La ingenieria de tejidos Gseos requiere una
arquitectura con la suficiente porosidad, asi como tamafio e interconectividad adecuada entre los
poros, tal que propicien un entorno para la proliferacion celular, la vascularizacion, el flujo de
nutrientes y la eliminacion de materiales de desecho, a la vez que puedan soportar los esfuerzos
mecanicos externos [60], [61], pero si los poros son extremadamente grandes, la consecuencia es
un deterioro de la vascularizacion puesto que a las células endoteliales se les dificulta cerrar poros
mas grandes que el diametro de una célula [62].

Las diferentes investigaciones en esta area han encontrado que el crecimiento de tejido 6seo es
favorecido en scaffolds cuya porosidad interconectada este compuesta por poros con un didmetro
mayor a 100 um y una porosidad abierta igual o mayor al 50 %. Los disefios de scaffolds altamente
porosos poseen una gran superficie, lo que favorece la adhesion y el crecimiento de las células. La
porosidad que oscila entre el 40 % y el 90 % en diversos materiales, favorece la osteointegracion
con la superficie del implante y promueve la adhesion del mismo [63]. Ademaés, una superficie
porosa mejora el entrelazamiento mecanico entre el andamiaje y el tejido anfitrién [64]. EI tamafio
medio de los poros de un andamiaje controla la adhesion de las células, la migracion, el acceso a
al oxigeno, asi como la eliminacidn de residuos [65]. Estas caracteristicas en la porosidad permiten
guiar la formacion del nuevo tejido 0seo, asi como promover el transporte de nutrientes a través de
su matriz de poros interconectados. Adicionalmente, si los scaffolds son fabricados con un
biomaterial bioactivo, estos pueden promover ain mas el crecimiento 0seo y la reproduccion
celular natural [58].
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Por otra parte, se ha reportado que la distribucién de los poros y la geometria de los poros influyen
fuertemente en la capacidad de las células para proliferar, asi como en la tasa de degradacion del
scaffold que a su vez depende de la composicion del biomaterial bioactivo. Por tal motivo, un
equilibrio entre la cinética de degradacion regidas a traves de las caracteristicas de la porosidad en
el scaffold y la composicion debe ser controladas tal que el implante in vivo se degrade a una
cinética compatible al proceso de formacién y maduracion del nuevo tejido 6seo [66].

Teniendo en cuenta lo anterior, los materiales que no se degradan en el cuerpo tienen un uso
limitado como materiales de injertos 6seos [67]. Asi mismo, tienen un uso limitado aquellos
materiales cuyos productos de degradacion son toxicos y provocan reacciones inflamatorias [68].
En consecuencia, las propiedades fisicas y quimicas apropiadas de la superficie del scaffold son un
requisito inherente para promover la proliferacion, adhesion y maduracion de las células 6seas que
conduzcan a la formacion y cristalizacion de un nuevo tejido éseo [69].

El disefio ideal de un scaffold consiste en equilibrar la necesidad de una gran porosidad
interconectada (por las razones expuestas anteriormente) para promover el crecimiento de tejido,
el transporte de nutrientes. y la angiogénesis; al mismo tiempo que se controla la velocidad de
reabsorcion (biodegradacion) y las propiedades mecanicas requeridas en los implantes sintéticos.
Estas Gltimas dependen principalmente de la composicion quimica y la estructura atbmica de los
materiales [75],[81]. El acoplar todos estos aspectos genera dificultades en el disefio de los
scaffolds con adecuadas propiedades mecano-biologicas. La principal dificultad esta asociada en
mantener las propiedades mecéanicas con el aumento de la porosidad, ya que su aumento provoca
un detrimento en la respuesta mecanica del scaffold.

La porosidad de los scaffolds ha sido controlada empleando algunos métodos entre los que se
encuentra la combinacion de las técnicas de plantillas de lixiviacion y liofilizacion. El tamafio de
los poros se ha controlado mediante el ajuste en la separacion de la plantilla de lixiviacién, los
cambios de temperatura y variando la densidad o la viscosidad de la concentracion de la solucion
polimérica durante el proceso de liofilizacion [71]. Asi mismo, el método de procesamiento de
espumay fusion de CO- supercritico que ha permitido modificar los tamafios de los poros mediante
la variacion del peso molecular del polimero usado [72].

Otros métodos empleados en la fabricacion de scaffolds porosos son los métodos por prototipado
rapido (impresion 3D), la precipitacidn por inmersidn, la lixiviacion por congelacion, la lixiviacion
con sal y la sinterizacion por laser [73]. El prototipo rapido, generalmente conocido como
fabricacion de forma libre solida (SFF, por sus siglas en inglés) o fabricacion aditiva (AM, por sus
siglas en inglés), es un grupo de procesos de fabricacion avanzados en los que los objetos pueden
construirse capa por capa de forma aditiva directamente a partir de datos informéaticos como el
disefio asistido por ordenador, la tomografia computarizada y la imagen de resonancia magnética.
Si bien el prototipado rapido tiene amplias ventajas para incorporar técnicas avanzadas para
producir modelos complejos y piezas personalizadas, se requiere de un material polimérico liquido,
biodegradable, fotopolimerizable y biocompatible [74].

La técnica de precipitacion por inmersion, también conocida como método de inversion de fase,
consiste en el vertido de una solucion de polimero sobre un soporte inerte hasta lograr el espesor
deseado, seguido de la inmersidn del soporte con la pelicula polimérica en un bafio de precipitacién
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lleno de un no disolvente (como agua). El contacto/intercambio entre el disolvente y el no
disolvente hace que rapidamente precipite una pelicula de polimero con una estructura asimetrica,
en donde pueden tener lugar varios tipos de transicion de fase o estructural. Si el no disolvente
utilizado es un fluido supercritico, esto afiade varias ventajas al proceso. Una de las ventajas mas
importantes del uso del didéxido de carbono es el hecho de que simplemente ajustando las
condiciones del proceso, es decir, la presion y la temperatura, se puede adaptar la estructura final
del producto [75]. Ademas, cuando se utiliza el dioxido de carbono como no disolvente se evita un
paso de secado posterior y la estructura porosa obtenida es un producto seco libre de cualquier
disolvente residual.

Por su parte, el método por lixiviacion de sales desde los andamios, fabricados generalmente por
prensado, se describié por primera vez en 1993 y 1994 para demostrar que los polimeros
biodegradables podian procesarse en diversas espumas de células porosas utilizando cloruro de
sodio molido como agente porogenico [76], [77]. ComUnmente los scaffolds de bioceramicos son
preparados por prensado de particulas o polvos con un agente porogénico que mediante
calentamiento hasta la temperatura de sinterizacion provoca, por un lado, la difusién de material
de la superficie de cada particula con las de su alrededor formando cuellos de sinterizacién que
provocan la union entre ellas, al tiempo que induce la eliminacion del agente porogénico durante
el mismo proceso o en uno posterior, lo que permite formar una red interconectada de poros [19].
Originalmente como una técnica para producir membranas de una sola capa, el método de
fundicion y lixiviacion de particulas se desarroll6 ain mas para obtener construcciones
tridimensionales mas complejas y laminadas para su uso como portadores de células. Entre las
medidas mas recientes en el desarrollo de esos portadores figura la introduccion de fibras de
refuerzo y de guia de tejidos en andamios de polimeros para mejorar la regeneracion de los
tejidos [76].

La zirconia estabilizada ha sido el material principalmente usado para la fabricacion de scaffolds
debido a sus propiedades mecanicas. Sin embargo, presenta una baja respuesta bioldgica que no
cumple con las caracteristicas de respuesta bioldgica que si presentan los biomateriales bioactivos.

Entre los biomateriales bioactivos, los vidrios bioactivos a pesar de que cuenta con limitadas
propiedades mecanicas en cuanto a resistencia mecanica y tenacidad a la fractura, sus deseables
propiedades bioldgicas cuando estan en contacto con fluidos fisioldgicos y tejidos 6seos vivos han
motivado a la ingenieria de tejidos y la ingenieria de ortopédica a proponerlo para su uso como
material en la fabricacidn de scaffolds [58]. Esto ha estado motivado por la efectiva y duradera
reparacion 6sea que los vidrios pueden brindar, si sus limitaciones mecanicas son superadas, como
diferentes investigadores han intentado resolver.

Estudios han revelado que la elevada capacidad intrinseca de los vidrios bioactivos para promover
el restablecimiento 6seo aumenta significativamente cuando son conformados en estructuras
porosas (scaffolds) [57]. Esto es dado porque la cinética en la respuesta bioldgica, que depende del
area de intercambio i6nico, aumenta al conformase en forma porosa y, por lo tanto, la cinética de
formacion de la o las apatitas responsables de las propiedades bioldgicas interesantes de estos
biomateriales incrementa. Por tal motivo, la respuesta bioldgica de estos biomateriales puede ser
mejorada al controlar la estructura porosa a través de adecuar la morfologia, la cantidad y la
distribucion de poros. Este hecho sumado a la facilidad con la que es posible modificar la
composicion quimica de los vidrios, han suscitado un interés ain mayor por la posibilidad de
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disefar scaffolds a base de vidrio bioactivo con cinéticas de degradacién y de interaccion entre
implante/tejido variables segun las necesidades requeridas en la aplicacion biomédica [78]-[81].

Desafortunadamente, la limitante en el uso de scaffolds de vidrio bioactivo para la reparacion de
defectos en los huesos portadores de carga ha sido su baja resistencia mecanica, en particular, su
baja tenacidad a la fractura [82]. Trabajos recientes han demostrado que, optimizando la
composicion, el procesamiento y las condiciones de sinterizacion, se pueden crear scaffolds de
vidrio bioactivo con arquitecturas de poros predisefiadas y con una resistencia comparable a la de
los huesos trabeculares y corticales humanos [83]. Asi mismo, se ha buscado incorporar a las
arquitecturas porosas otros biomateriales que, aungue inertes como la zirconia, puedan mejorar las
propiedades mecénicas. Por ejemplo, Y. Zhu et. al. [84] evidencid que la adicidn de zirconio (Zr)
en scaffolds de vidrio bioactivo mejoro la resistencia a la compresion y mantuvo la capacidad de
formacion de apatita. Por su parte, C. Shuai et. al.[85] indicé que los scaffolds de vidrio
bioactivo/forsterita reforzados con whiskers de 6xido de zinc tipo T-ZnOw mejoraron la adhesion
y propagacion de las células MG-63 y que tienen gran potencial para aplicaciones de carga.
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2  OBJETIVOS

21 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia de los pardmetros de fabricacion de scaffolds de vidrio bioactivo 43S2,5,
elaborados mediante moldeo por compresion uniaxial y lixiviacion de NaCl, como agente
porogénico, sobre las propiedades fisico-quimicas.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar y analizar las condiciones mas apropiadas para el proceso de fabricacion de los
scaffolds de vidrio bioactivo 43S2,5, tanto en la relacion de mezcla de los polvos de
43S2,5:NaCl y en su tamafio de particula como en el prensado uniaxial y en el tratamiento
térmico, que permitan una adecuada estabilidad dimensional.

e Identificar los cambios en la estructura atomica del vidrio bioactivo 43S2,5 producto del
tratamiento térmico de los scaffolds, y enunciar los posibles efectos que podrian tener en las
propiedades bioldgicas segun lo reportado en la literatura.
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La Figura 1 presenta un resumen general del desarrollo metodoldgico utilizado durante el presente
proyecto. Inicialmente, se realizo la sintesis del vidrio bioactivo 43S2,5. Una vez obtenida la frita,
se realiz6 una conminucion de este material hasta adecuarlo a las distribuciones de tamafio
deseadas. Posteriormente, las mezclas de polvo de 43S2,5 con NaCl se emplearon en la fabricaron
de scaffolds mediante moldeo por compresion uniaxial. Finalmente, los scaffolds fueron
sinterizados y caracterizados para evaluar la influencia de los tratamientos térmicos en la

3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

microestructura y la cristalinidad del vidrio bioactivo.
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Figura 1. Esquema general de la metodologia experimental desarrollada
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3.1  SINTESIS DEL VIDRIO BIOACTIVO

La sintesis del vidrio bioactivo 43S2,5 se baso en el protocolo reportado por M. Monsalve [9]. Para
la obtencion de dicha composicion, se realizd una mezcla de los siguientes 0xidos: SiO2, Na2O,
Ca0, P20s y MgO, cuyos porcentajes en peso en la mezcla inicial fueron de 42,5, 26,9, 19,5, 9,7y
1,4 (% p/p), respectivamente. Para lograr una mejor homogenizacion, los polvos fueron mezclados
con etanol al 99,9 %, marca Merck, para asi obtener una suspension al 20 % en particulas.
Posteriormente, la suspension fue homogenizada mediante agitacion mecanica continua durante
una hora. Una vez homogenizada la suspension se realiz6 un secado en una estufa durante 14 horas
a una temperatura de 110 °C. Finalmente, los polvos secos y aglomerados de la mezcla de 6xidos
fueron macerados en un mortero de porcelana hasta obtener un material particulado fino y
garantizar a la vez una mejor distribucion composicional durante el proceso de sintesis mediante
fusion.

Los polvos obtenidos se adicionaron en un crisol de platino, el cual se llevé a un horno de alta
temperatura cuya rampa de calentamiento alcanzé 1500 °C de temperatura maxima en,
aproximadamente, 6 horas y se sostuvo alli durante 3 horas més. Una vez finalizado el ciclo de
sintesis por fusion de 9 horas, se realizd un temple en agua (ver Figura 2) para obtener una frita de
estructura vitrea caracteristica de los vidrios.
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Figura 2. Curva de calentamiento y temple para la produccion del vidrio bioactivo

3.2 MOLIENDA Y CLASIFICACION DEL TAMANO DE PARTICULA

Para utilizar el vidrio bioactivo en la aplicacion propuesta en esta tesis y en aquellas empleadas por
el grupo de investigacion GIMACYR, la frita obtenida en el temple fue sometida a un proceso de
conminucion. Inicialmente, la frita fue macerada y molida respectivamente con la ayuda de un
mortero de porcelana y, posteriormente, con un molino centrifugo de zirconia marca Retsch,
tipo S 1000, para conseguirlos tamarios de particula deseados. Finalmente, las particulas de vidrio
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bioactivo fueron clasificadas mediante tamices de la serie Tyler en los rangos de tamafio de
particula dados por las mallas N° —200 +270 (53-75 um) y —500 +Fondo (< 25 um) para su uso en
la fabricacion de los scaffolds, mientras que los otros rangos de tamafio de particula fueron usados
en otras aplicaciones del grupo de investigacion.

Los tamarfios de particula clasificados fueron mezclados con cloruro de sodio (NaCl, marca Merck),
utilizado como agente porogeénico. El agente porogénico fue macerado y clasificado en los tamafios
dados por las mallas de la serie Tyler —35 +140 (100-500 um) y —50 +140 (300-500 pm).

3.3 PARAMETROS DE FABRICACION DE LOS SCAFFOLDS

Existen diferentes técnicas para la fabricacion de scaffolds segun el tipo de aplicacion. EI método
de fabricacién de scaffolds basado en el moldeo por compresién y lixiviacion de particulas solubles
(NaCl), usado para este trabajo de grado, permite controlar el tamafio y el volumen de la porosidad
de manera efectiva mediante la granulometria y la cantidad de agente porogénico utilizado. Por su
parte para revelar la porosidad, el agente porogénico puede ser facilmente eliminado con casi nulos
residuos de contaminacién en comparacion a otros métodos, siempre que la porosidad remanente
tenga una adecuada interconectividad [86]-[88].

Se realizaron diferentes ensayos variando el tamafio de particula y la relacion en peso vidrio
bioactivo/agente porogénico, asi como las condiciones de prensado (carga y tiempo) para adecuar
las condiciones de fabricacion de los scaffolds. Los rangos de tamafio de particula empleados tanto
para el vidrio bioactivo 4352,5 como para el agente porogénico de NaCl son reportados en la Tabla
1. Por su parte, las relaciones en peso de vidrio bioactivo/agente porogénico (NaCl) evaluadas
fueron de 1,22 y 1,0 (o respectivamente de 45 y 55 % p/p en funcion del agente porogénico, como
se presenta en la Tabla 1). Asi mismo, se evaluaron diferentes presiones y tiempos de sostenimiento
de prensado (ver Tabla 2) hasta obtener la mejor condicién de conformacion de los scaffolds segun
la mayor resistencia en verde.

Tabla 1. Granulometria del 43S2,5y el NaCl, y Tabla 2. Condiciones de prensado
porcentaje en peso del NaCl Presion (MPa)  Sostenimiento (s)

43S2,5 (um) NaCl(um) NaCl (% p/p) 60
100 — 500

_ 4 80

B 300500 ° 100 30 60

100 — 500

<25 50 125
300 — 500

Las diferentes mezclas de polvos de 4352,5 y NaCl establecidas en la Tabla 1, fueron inicialmente
humedecidas con alcohol isopropilico al 99,9 %, el cual promueve un mejor flujo de ordenamiento
de la mezcla durante el prensado (mejor compactacion) ademas de actuar como aglutinante liquido
que, al rodear las particulas de vidrio bioactivo y la sal, generan una cohesion producto de las
fuerzas intermoleculares superficiales e internas de la fina capa de liquido formada [89], [90].
Luego, a partir de dichas mezclas, se moldearon los scaffolds empleando un molde templado de
acero inoxidable 420, cuyo diametro interno es de 6,35 mm (ver Figura 3a). El prensado uniaxial
se realiz6 empleando una prensa hidraulica, como la observada en la Figura 3b.
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H ’,A:?b:a. . .
Figura 3. Montaje de prensado para la fabricacion de los scaffolds.
a) Matriz de acero inoxidable; b) Prensa hidraulica

La dimension longitudinal de los scaffolds se varié en funcion de la relacion del contenido de vidrio
bioactivo/NaCl. Inicialmente, las cantidades masicas de las mezclas se calcularon a partir de la
densidad de los materiales (2,5 y 2,16 g/lcm® respectivamente para el vidrio y la sal) vy,
posteriormente, se realizé un ajuste de las cantidades de acuerdo con la compactacion lograda
durante el prensado. Las longitudes buscadas para las probetas fueron de 16 y 4 mm de longitud
para aquellas que serian destinadas para su potencial uso en ensayos de compresion e in vitro,
respectivamente.

Una vez fabricados los scaffolds, se sometieron a un tratamiento térmico de sinterizacion, en un
horno marca Linderberg/BlueM, modelo BF51731C. Se emplearon cuatro temperaturas de
sinterizacion determinadas a partir de porcentajes entre el 60 y el 80 % de la temperatura de
fusion (Tm) del vidrio bioactivo, la cual corresponde a 1137 °C identificada mediante
DSC (differential scanning calorimetry). Dichas temperaturas y porcentajes reportados en la Tabla
3, se eligieron de la relacion entre la temperatura de sinterizacién y la Tm de polvos ceramicos [54],
[91].

Tabla 3. Temperaturas de sinterizacion
Temp. Sinterizacion (°C) % T,

739 65
796 70
853 75
910 80

Una vez moldeados y sinterizados los scaffolds, estos fueron sometidos a un proceso de
solubilizacion del NaCl en cuatro ciclos de agua desionizada a 90 °C durante 30 min cada uno, con
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agitacion constante a 500 RPM sobre una plancha de calentamiento marca DAIHAN Scientific,
modelo MSH-20D. Se eligio dicha cantidad de ciclos buscando eliminar la sal de la arquitectura
porosa, pues al realizar el cambio de agua se propicia una mayor solubilizacién debido al nuevo
equilibrio de solubilidad que tiende a darse entre el liquido y la sal, cuyos iones de Na* y de CI
pasan a estar en solucion. Por Gltimo, se realiz6 un secado completo de los scaffolds en una estufa
a 100 °C por 30 min. Adicionalmente, tanto antes como después de la sinterizacion se midieron las
dimensiones (longitud y diametro) de las probetas para determinar el porcentaje de contraccion por
el tratamiento térmico.

34 CARACTERIZACION DE LOS SCAFFOLDS

La composicion quimica y la estructura atomica del vidrio sintetizado fueron analizadas con la
ayuda, respectivamente, de la Espectroscopia de plasma acoplado inductivamente (ICP, por sus
siglas en inglés: Inductively coupled plasma) mediante un espectrémetro de emision éptica
OPTIMA 8300 PerkinElmer (Waltham, Estados Unidos) y, la Difraccion de rayos X (DRX)
utilizando un equipo marca Bruker D8 Advanced. El barrido se realizé en un rango de 2Theta entre
10 y 90° con un tamafio de paso de 0,026° y utilizando un anodo de cobalto (CoKo, A = 1,79 A).
La morfologia de la superficie, la porosidad y la formacion de cuellos de sinterizacion entre las
particulas de vidrio bioactivo en los scaffolds fabricados, se determin6 mediante Microscopia
electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés: Scanning electron microscopy), modelo
JSM-IT300 (JEOL, Tokyo, Japon). De este modo, se pudo determinar la mejor condicion de
consolidacién de prensado y tratamiento térmico de sinterizacion.

Por Gltimo, mediante el software PANalytical X Pert HighScore Plus se identificaron y analizaron

los cambios en el ordenamiento atdmico del material (transformaciones cristalinas), producidas por
el tratamiento de sinterizacion de los scaffolds.
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4  RESULTADOS Y ANALISIS

4.1  SINTESIS DEL VIDRIO BIOACTIVO

El temple, después de la fusion de la mezcla de dxidos de SiO>—Na,0O-CaO-P,0s-MgO, dio como
resultado una frita (ver Figura 4a) que posee un caracteristico color blanco traslicido producto de
la mezcla de 6xidos utilizada para su fabricacion. Se aprovecho la fragilidad de este material para
fracturarlo y removerlo del crisol de platino, obteniendo el material de tamafio heterogéneo
observado en la Figura 4b. El material recuperado poseia particulas que iban desde un par de
centimetros hasta unos pocos milimetros, por lo que su tamafio fue homogenizado mediante el
proceso de molienda y clasificacion por tamizado para su respectivo uso en la fabricacion de
scaffolds.

a) Frita después del temple; b) Frita removida del crisol de platino

Un andlisis quimico mediante ICP permiti6 determinar la composicion quimica mésica elemental
de la frita, constituida por iones de silicio, de sodio, de calcio, de fésforo y de magnesio. Estos
resultados permitieron estimar la composicién quimica en porcentaje en peso (% p/p) de los 6xidos
del vidrio, que fue de 42,6 SiO>—26,7 Na,0O-19,4 Ca0-9,9 P,0s-1,5 MgO, cuya relacion molar
Ca/P fue de 2,5 calculada a partir de los porcentajes molares ([% molar]) mostrados en la Tabla 4.
Es por ello que, segun la codificacion de Larry L. Hench [92], al vidrio sintetizado en este trabajo
se le denomind 43S2,5, por su porcentaje en peso de SiOz y la relacion molar Ca/P.

Tabla 4. Composicién quimica del vidrio sintetizado
Elemental (% p/p) Estimada en 6xidos (% p/p) Ca/P
[% molar] [% molar] (molar)
S Na° Ca” P Mg  SiO, Na,0O CaO P,0s MgO
339 337 236 73 15 426 26,7 194 99 15
[33,9] [41,2] [16,6] [6,6] [1,7] [44,5] [27,0] [21,8] [4,4] [2,3]

2,5

De los mdltiples estudios realizados para con los vidrios bioactivos, segun el diagrama ternario de
Si0,—Ca0-Naz0 con 6 % p/p de P20s, la composicion del vidrio 43S2,5 esta dentro de la region A
y muy cerca a la composicion quimica de la region S (ver triangulo amarillo: Figura 5), lo que
indica que la composicién quimica de este vidrio podria evidenciar un eventual comportamiento
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bioactivo que conduce a la union con tejido duro y blando bajo condiciones in vivo [23], [92].
Adicionalmente, el contenido de 1,5 % p/p de MgO en la composicion del vidrio podria favorecer
la biocompatibilidad y la reabsorcion in vitro segun lo reportado por M. Monsalve en su tesis
doctoral [9].

$i0,

A-WGC
(high P,0s)

Ca0

Vitroceramica A-W con alto contenido de P, Og
Region A (union dsea) que incluye la region 3 (unidn a
tejido blandoy v la region E [(&) 4335 Bioglass®,
(W) Ceravital® v (#) 5524 3 Bioglass®],
Region B (no adherente) de reactividad baja
Region C (no adherente) de reactividad demasiado elevada
Region D (no adherente) con nula formacién de widrio por
fusion.
Figura 5. Comportamiento bioactivo segun el sistema ternario de SiO,—CaO-Na,O con
6 % p/p de P,0s, de vidrios y algunas vitrocerdmicas bioactivas [23], [92]

Na,O

Por su parte, la Figura 6 muestra el difractograma de rayos X realizado al vidrio 43S2,5. Esta
respuesta de difraccion es tipica de un material amorfo en el que no se evidencian los picos esbeltos
caracteristicos de los materiales cristalinos o semi-cristalinos, lo que indica la ausencia de orden
de largo alcance, lo cual es debido al choque térmico por temple que evité el reordenamiento de su
microestructura atdmica. Sin embargo, los vidrios bioactivos a base de silicatos, cuyo contenido de
fase vitrea se aproxima al 100 %, se han caracterizado por presentar bandas de difraccion entre
25° <20 <40 y/o 37° < 20 < 55 relativas a una tendencia al ordenamiento cristalino de muy corto
alcance [93]-[96]; que en el vidrio 43S2,5 se evidencio entre 25° < 26 < 40°.
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Figura 6. Espectro DRX del vidrio bioactivo 43S2,5

4.2 MOLIENDA Y CLASIFICACION DEL TAMANO DE PARTICULA

El proceso de conminucion del vidrio 43S2,5 sintetizado fue estandarizado, con el fin de obtener
mayores eficiencias durante su clasificacién por tamizado. De modo que se vario la cantidad de
ciclos, el tiempo de duracion, la velocidad de centrifugado (% respecto a la velocidad total del
equipo) y la masa de material por ciclo de molienda. Después de cada ciclo, se llevé a cabo una
clasificacion por tamarios de particula para evitar la disminucion excesiva del tamafio de particula

debido a la fragilidad del material. Las condiciones que permitieron una mayor eficiencia de
clasificacion son mostradas en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de molienda del vidrio 4352,5

Parametro Valor
Ciclos 3
Duracion del ciclo 2 min
Velocidad de centrifugado 70 %
Cantidad de 43S2,5 509

La eficiencia en la clasificacion por tamafio después del proceso de molienda del vidrio bioactivo
es presentada en la Tabla 6. Bajo las condiciones de molienda se logré obtener una eficiencia

similar para todos los rangos de tamafio de particula clasificados usando la serie Tyler, donde (-)
es pasante y (+) es el material retenido en la malla.

Tabla 6. Eficiencia del proceso de molienda de los polvos de vidrio 43S2,5
N° Malla Tyler Tamaifio retenido (nm) Eficiencia (%0)

—120 +140 100 — 125 22 +1,83
—140 +200 75 - 100 25197
—200 +270 53-75 20+ 0,75
—500 +Fondo <25 19+ 0,98
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El rango que mayor eficiencia presento6 fue el comprendido entre las mallas
—140 +200 (75-100 um) con un 25% Yy, el de menor eficiencia (19 %) fue logrado entre
—-500 +Fondo, con un tamafio de particula menor a 25 um. Aungue segun lo establecido en la
metodologia, este fue uno de los tamafios escogidos para la fabricacion de los scaffolds, se debia
garantizar que las condiciones de molienda permitieran obtener la cantidad de materia prima
suficiente para desarrollar cada una de las aplicaciones que tendria el vidrio bioactivo dentro del
grupo de investigacion GIMACYR.

La Figura 7 muestra las imagenes SEM superficiales de las particulas de vidrio 43S2,5 en los
rangos de tamafo usados en esta investigacion. Se puede apreciar una morfologia de particula
irregular, con una elevada tendencia a la formacién de laminas con bordes puntiagudos y una
presencia casi nula de particulas esféricas producto de la fractura fragil generalmente tipica en los
materiales con elevado contenido de fase vitrea [86]. Asi mismo, se puede observar que el rango
del tamafio de particula de la Figura 7c evidencia una distribucion mas amplia en tamafo, que
puede promover un mejor empaquetamiento del material en la fabricacion de los scaffolds.
Mientras que, un tamafio muy similar y mas grande puede limitar el empaguetamiento.

M Ggal A=BSD  Meg= ZE0X

‘Iﬂpm

EHT=1500kv WD=98mm Signal A=BSD Mag= 100KX 24 Aug2020

Figura 7. Imagenes SEM del vidrio 43S2,5 molido y clasificado entre
las mallas —200 +270 (a) 100X y b) 250X) y la malla —500 y el Fondo (c) 1000X)

43 PARAMETROS PARA LA FABRICACION DE LOS SCAFFOLDS
4.3.1 Influencia del tamafio de particulay el porcentaje en peso del NaCl

El cloruro de sodio utilizado como agente porogénico poseia dos rangos de tamafio de particula,
entre 100-500 pm y entre 300-500 pum, escogidos debido a que podrian proporcionar un tamario
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de poro ideal para el anclaje celular. EI NaCl adicionado durante la elaboracion de los scaffolds y
posteriormente eliminado por lixiviacion fue el encargado de producir la porosidad tanto interna
como externa (ver Figura 8), mientras que el porcentaje adicionado fue el causante de la respectiva
red de interconexion entre los poros.

La sal clasificada entre 300-500 um, por su gran tamarfio de grano, dificultd la conformacion de
los scaffolds en el proceso de prensado, disminuyendo su estabilidad dimensional. Al ampliar el
rango e incluir particulas mas pequefias (entre 100-500 pum) se mejord la distribucion de las
particulas del 43S2,5 alrededor del NaCl, permitiendo que aumentara la estabilidad estructural en
verde y favoreciendo la formacién de cuellos de sinterizacion entre las particulas de vidrio
bioactivo durante el tratamiento térmico.

e : 20kV X300y ' o b
Figura 8. Imagenes SEM de la p0r05|dad interconectada en los scaffolds a a) 35X y b) 300X

En la Figura 8b se puede evidenciar la porosidad interconectada que se logré a través del proceso
lixiviacion del agente porogéenico. Dicha matriz de poros interconectados en un scaffold es
fundamental para guiar la formacion de nuevo tejido y el transporte de nutrientes a través de ella
cuando se expone a condiciones in vitro o in vivo.

En la fabricacién de los scaffolds de vidrio 43S2,5 los porcentajes en peso de NaCl utilizados
fueron de 45 y 50. Con base en los resultados experimentales no era mucha la diferencia que se
obtenia al hacer uso de uno u otro porcentaje en peso del agente porogénico. Cuando se usaba el
45 % p/p en combinacidn con el tamafio de particula de NaCl entre 300-500 pum se presentaron
dificultados de conformado de las probetas. Por tal motivo, se decidié continuar la investigacion
con el NaCl clasificado entre 100-500 um al 50 % p/p respecto al vidrio; parametros que se
ajustaban mas a los valores minimos requeridos desde la literatura [63].

4.3.2 Influencia del tamafio de particula del 43S2,5

En la Figura 9 se presentan las imdgenes SEM de los scaffolds fabricados y sinterizados a
796 °C (70 % de Tm) a partir de los rangos de tamarios de particula del 43S2,5: entre 53—75 um y
menor a 25 pm. La principal diferencia apreciable entre las imagenes de la Figura 9 se atribuye al
grado de compactacion que se logra en verde con cada rango de tamafio de particula. En los
scaffolds fabricados con el rango de particula entre 53—75 um (ver Figura 9a) se observa, ademas
de la porosidad remanente, producto de disolver el agente porogénico (NacCl), una porosidad por
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falta de empaquetamiento entre las particulas de vidrio. Razén por lo cual, la manipulacion de los
scaffolds en verde requirié de un mayor cuidado. En consecuencia, durante la sinterizacion, se
crearon puntos de nucleacion de grietas por la tendencia a sufrir una sinterizacion en una direccion
preferencial, lo que provocO mayores contracciones en algunas zonas del scaffold. Esas grietas
podrian propiciar la falla catastrofica de la estructura a la menor carga mecénica, por lo que su uso
en ensayos de compresion no seria adecuado. Por el contrario, el tamafio de particula menor a
25 um (ver Figura 9b) proporciond una mas elevada compactacion y una mejor definicion
geométrica de los poros generados por el NaCl, promoviendo asi una mejor distribucion de los
esfuerzos mecanicos y, en consecuencia, la disminucion en la aparicion de grietas.

Flgura 9. Imagenes SEMa 100X de scaffolds smterlzados a 796 C_(70 % Tm)
con un tamafio de particula a) entre 53—75 um y b) < 25 um

La contraccion por sinterizacion de los scaffolds respecto al rango de tamafio de particula del vidrio
43S2,5 se evaludé midiendo las dimensiones de las probetas, tanto antes como después del
tratamiento de térmico a 769 °C. En la Tabla 7 se evidencian los valores promedios de longitud y
diametro inicial y final. De los resultados del porcentaje de contraccion de las probetas (contenidos
también en la Tabla 7) se puede concluir que el vidrio bioactivo con un tamafio de particula menor
a 25 um, presenta una contraccion longitudinal, diametral y volumétrica respectivamente de 14,1,
11,7y 31,8 % mas elevada en comparacion a los scaffolds de vidrio 43S2,5 clasificado en el rango
entre 53—75 um, cuya contraccion fue 9,4, 6,3 y 20,4 %, respectivamente.

Tabla 7. Dimensiones y contracciones de las probetas segln el tamafio de particula del 43S2,5

Tamafio de  Longitud  Diametro  Longitud Diametro Contraccion Contraccion Contraccion
particula inicial (mm) inicial (mm) final (mm) final (mm) Longitudinal Diametral  Volumétrica

53-75um 14,9 £ 3,25 6.4 135+£285 6,0£006 94+067% 63+£094% 204+1,01%
<25pum 159%0,22 ’ 13,7+048 57+005 141+183% 11,7+0,78% 31,8+2,65%

Los scaffolds elaborados con un rango de tamafio de particula de vidrio menor a 25 pm (ver
Figura 10b) evidencian un mejor empaquetamiento y distribucion de las particulas que aquellos
elaborados con un rango de tamafio entre 53-75 um (Figura 10a). ElI mejor empaquetamiento
favorece el contacto e intercambio de calor y masa entre las particulas que conforman los scaffolds,
los cuales bajo adecuadas condiciones de sinterizacion promueven una estructura mas compacta
que se traduce en una mayor contraccion por sinterizacion, como se observo en los resultados
presentados en la Tabla 7.
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con un tamafio de particula a) entre 5375 umy b) <25 um

4.3.3 Influencia de la presidn y tiempo de sostenimiento

El método de fabricacion de moldeo por compresion permitié obtener probetas de scaffolds de
manera continua una vez se ajustaron las condiciones del proceso. Las pruebas realizadas con un
tiempo de sostenimiento de 30 s arrojaron probetas que no presentaban cohesion entre las
particulas, 1o que generaba pérdidas considerables de material a cualquiera de las presiones
ensayadas (60, 80, 100 y 125 MPa). Por el contrario, los tiempos méas prolongados (> 75 s) de
sostenimiento en la presion, durante la elaboracion de los scaffolds, conducian a la fisuracion e,
incluso, la delaminacidn de las piezas. En cuanto al tiempo de sostenimiento de 60 s, este permitid
elaborar scaffolds de mejor estabilidad mecéanica que aquellos realizados con un sostenimiento 30 s,
puesto que se propiciaba un tiempo adecuado para el empaquetamiento de las particulas, sin
conducir a esfuerzos localizados que promovieran la formacién de defectos en las piezas.

Por su parte, los ensayos con las presiones mas altas, de 100 y 125 MPa, generaron gradientes de
compactacién a lo largo de la probeta. La elevada presién provocaba cerca al piston un elevado
empaquetamiento por una concentracion localizada de la carga, mientras que el extremo opuesto
era excesivamente fragil por una inadecuada transferencia de la carga para su respectivo
empaquetamiento. Por el contrario, la presion de 60 MPa no promovid la estabilidad mecanica y
dimensional necesaria en las probetas en verde, incluso con tiempos prolongados de sostenimiento.
Finalmente, la presion de 80 MPa con sostenimiento de 60 s permitié conformar scaffolds con un
empaquetamiento homogéneo a lo largo de la pieza, con una adecuada estabilidad mecanica y
dimensional de las piezas en verde y, en consecuencia, de las probetas sinterizadas.

La tendencia a fracturarse de la frita del 43S2,5 durante la molienda, en particulas en forma de
laminas permitidé que, durante el proceso de fabricacion de los scaffolds por prensado uniaxial, se
apilaran unas sobre las otras, como se logra apreciar en algunas zonas de la Figura 11. El elevado
contacto superficial que se produjo con el apilamiento de las particulas beneficio el proceso de
sinterizacion y, por consiguiente, la estabilidad mecénica de los scaffolds.
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4.3.4 Influencia de la temperatura de sinterizacion

La sinterizacion de la pieza en verde fabricada por prensado permite que las particulas de vidrio
43S2,5, por accion de la temperatura, disminuyan su viscosidad a la vez que se propicia una mayor
movilidad de los atomos que favorecen la difusion de materia provocando, ademas de la
densificacion de la pieza, una estrecha unidon entre la superficie de las particulas inmediatamente
proximas entre si, resultando en una mayor resistencia mecanica del scaffold. Como se puede
observar en la Figura 12, el efecto de la sinterizacion de las piezas basadas en las particulas de
43S2,5 se hace més evidente a medida que aumenta la temperatura maxima del tratamiento térmico
a la que se sometieron las piezas en verde para obtener los scaffolds.

Figura 12. Imagenes SEM de los scaffolds elaborados con un rango de tamafio de particula < 25 umy
sinterizados a a) 796 °C (70 % de Tn), b) 853 °C (75 % de Tw), ¢) 910 °C (80 % de Tm)
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La temperatura de 739 °C, correspondiente al 65 % de Tm, no generé ningun tipo de union
significativa entre las particulas del vidrio para el tamafio mas grande de probeta
fabricado (~ 16 mm). Por consiguiente, al momento de solubilizar el NaCl en estos scaffolds, se
produjo un desmoronamiento completo de las probetas que imposibilitd la caracterizacion por
microscopia electronica de barrido (SEM).

El incremento de la temperatura maxima del tratamiento térmico de sinterizacion provoco una
mejora en la formacion de los cuellos de sinterizacion que le brindaban una mayor estabilidad
mecénica a las piezas producidas (ver Figura 12). Sin embargo, al contrastar el grado de
sinterizacion, la temperatura maxima de sinterizacion de 910 °C (Figura 12c), como resultado de
un excesivo flujo viscoso de las particulas, produjo una densificacion elevada que afecta el &rea de
intercambio iénico con los fluidos fisioldgicos invitro o invivo. Esto podria eventualmente
conducir a una disminucion en la cinética de nucleacién y crecimiento de HA y/o HAC, causando
una menor respuesta bioactiva comparada con aquellas piezas con una mayor area de intercambio
i6nico. Adicionalmente, durante la sinterizacion a esta temperatura, el flujo viscoso gener6 una
deformacion estructural de los scaffolds lo que seguramente alterd la porosidad interna
interconectada y las caracteristicas dimensionales buscadas desde el disefio inicial de los scaffolds.
Por tales motivos, se encontré que la temperatura de 796 °C (70% de Tm) fue la condicién que
presentd los mejores resultados en comparacioén a las demas.

Por otra parte, se analiz6 mediante difraccion de rayos X (DRX) la influencia de las temperaturas
de sinterizacion establecidas en la Tabla 3 con relacion a la cristalizacion de nuevas fases desde la
fase vitrea del polvo de 43S2,5. Este andlisis fue llevado a cabo para tratar de predecir el eventual
comportamiento biologico de los scaffolds cuando estan en contacto con fluidos fisioldgicos, pues
como es bien sabido la estructura vitrea es, en parte, la responsable de las excelentes propiedades
bioldgicas del material. Dicha estructura puede ser alterada por un tratamiento térmico que conlleve
a la cristalizacion de fases que pueden presentar una adecuada respuesta bioldgica o, por el
contrario, promover una respuesta citotoxica [92].

o) O Combeite
o X Buchwaldite
] 910 °C
—
=
2 853 °C
E
i=A
g5
796 °C
g
i 739 °C
//\ - 4352,5
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Figura 13. Difractogramas de los scaffols de vidrio 43S2,5 sinterizados a diferentes temperaturas
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En general, los difractogramas de los scaffolds del vidrio 43S2,5 (completamente amorfo)
elaborados bajo diferentes condiciones de sinterizacion (ver Figura 13 ) evidencian una importante
cristalizacion. Evidentemente, se nota una pequefia diferencia en la intensidad en los picos de
algunas de las fases cristalizadas a medida que aumenta la temperatura de sinterizacién; sin
embargo, cristalizan basicamente las mismas fases bajo todas las condiciones de sinterizacién. En
el vidrio 43S2,5, conformado como scaffold durante la sinterizacion, cristalizan las fases de
Combeite (Na2CazSisOg) y de Buchwaldite (NaCaPO4). La Combeite es una fase altamente
bioactiva que, segun investigaciones, ha cristalizado en conjunto con la HA[97], y la
Buchwaldite ha demostrado que aumenta aln mas la bioactividad de materiales
bioactivos (ej: Biosilicate®) [98].

4.4 FABRICACION DE LOS SCAFFOLDS FINALES

El andlisis de los resultados realizado anteriormente permitio establecer las condiciones méas
adecuadas para la elaboracion de los scaffolds. Los scaffolds en este trabajo fueron finalmente
elaborados a partir de una mezcla de vidrio de composicion molar 44,5Si0,—27Na>0-21,8Ca0O—
4,4P>05-2,3MgO (43S2,5: 43 % p/p en SiO2 y relacion molar de 2,5 Ca/P), con un rango de
tamafio de particula menor a 25 um y, aproximadamente, un 50 % p/p de NaCl como agente
porogénico, con un tamafio de particula entre 200-500 um. EIl prensado uniaxial de las piezas en
verde se realizd bajo una presion de 80 MPa con un sostenimiento de ~ 1 min.

Bajo las anteriores condiciones se fabricaron dos tipos de probetas o scaffolds destinadas para su
posible uso en ensayos de compresion e in vitro, tal como se pueden observar respectivamente en
la Figura 14a y Figura 14b. La longitud final promedio de los scaffolds fue de 13,5 mm para las
probetas fabricadas para un ensayo de compresién, segun la norma ASTM C1326, y de 5,2 mm
para las probetas fabricadas para un ensayo in vitro en SBF. Estas Gltimas se hicieron de menor
tamafio para que requirieran menor solucion fisioldgica.

Figura 14. Scaffolds de dimensiones adecuadas para: a) ensayos de compresion y b) ensayos in vitro

Aunque las condiciones de sinterizacion de las probetas se habian generalmente definido en las
secciones anteriores, de acuerdo con las dimensiones de las probetas en verde se realizé un reajuste
en las condiciones del tratamiento térmico. Las probetas destinadas para pruebas mecanicas fueron
sometidas a una temperatura de 796 °C (correspondiente al 70 % de la temperatura de fusién),
mientras que las de ensayo in vitro se sinterizaron a 739 °C (al 65 % de Tm), a una velocidad de
calentamiento de 4,3 °C/min (ver Figura 15) con un sostenimiento de 3 horas, con el fin de
garantizar la mejor estabilidad mecanica de las probetas y la menor fusion posible del agente

35



porogénico (Tm del NaCl es ~ 801 °C). Si bien anteriormente se habia mencionado que la
temperatura de 739 °C no habia generado sinterizacion entre las particulas de vidrio bioactivo, ese
andlisis correspondia a las probetas de ~ 16 mm. En el caso de las probetas de ~ 6 mm de longitud,
al ser de menor tamario, se alcanza un mejor flujo viscoso bajo las condiciones de sinterizacion que
permitié obtener una adecuada estabilidad estructural del scaffold.
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g \\
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Figura 15. Rampa de sinterizacion de las probetas para posibles ensayos de compresion e in vitro

En la Figura 16 se observa la superficie de los scaffolds ante de la lixiviacion del agente
porogénico (NaCl). El tratamiento térmico de sinterizacion de los scaffolds gener6 que el NaCl se
fundiera casi por completo formando un recubrimiento sobre la superficie de la estructura porosa.
Sin embargo, durante el proceso, las particulas de vidrio lograron, antes de la fusion del NaCl,
formar cuellos de sinterizacion que alcanzaron a copiar la morfologia de las particulas del agente

porogénico.

7

20kv X35 500ym UdeA 20kV X150 100pm ;
Figura 16. Imégenes SEM de los scaffolds antes del proceso de lixiviacion del agente porogénico

Por su parte, el proceso de solubilizacién de la sal que involucrd cuatro ciclos permitié remover
completamente el agente porogénico, lo que permitio revelar la porosidad remanente tanto de la
superficie como del interior de los poros (ver Figura 17). El agente porogénico permitio a la vez
promover la porosidad de acuerdo con la morfologia de sus particulas y, gracias a su moderada
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fusion ayudo a crear canales de interconexion entre la porosidad interna del scaffold que, en una

eventual aplicacion in vitro, sirven como guias para la revascularizacion y/o el crecimiento de
nuevo tejido dseo [92].

20KV X35 an . . UdeA : X80 . 200jn CUdeA s §

Figura 17. Iméagenes SEM de los scaffolds despues del proceso de lixiviacion del agente porogénico
Ademas de las concavidades de mayor tamafio, producto del agente porogénico, se encontraron
microporos entre la red de particulas del scaffold con un didmetro promedio de 32,71 pum (ver
Figura 18), los cuales son adecuados para el crecimiento y regeneracion de tejidos, ademas de que
promueve la osteoinduccion a partir de la promocion inicial de la condrogénesis (proceso por el
cual se desarrolla cartilago), seguido de la invasion vascular que conduce a la osteogénesis [61].

. AY

100um ‘1 UdeA

20kvY X180 ¢
Figura 18. Microporosidad formada entre las particulas de vidrio 4352,5
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5 CONCLUSIONES

El método de fusiéon de una mezcla de 6xidos y su posterior temple permitio elaborar el vidrio
43S2,5, cuya composicion guimica en porcentaje en peso es 42,6 SiO,-26,7 Na,0-19,4 CaO—
9,9 P,0s-1,5 MgO. Este sistema es muy similar al desarrollado por Hench para el 45S5 Bioglass®,
cuyas caracteristicas bioldgicas han sido muy apetecidas en la industria biomédica. Sin embargo,
las adiciones de MgO en el vidrio buscaron compensar la disminucion del contenido de fosforo
que podrian resultar en una disminucion de la cinética de formacion de la capa de apatita.

El vidrio 43S2,5 con un rango de tamafio de particula menor a 25 pum evidencié una mejor
distribucion de las particulas alrededor del agente porogénico y favorecio el empaquetamiento y
apilamiento de las particulas, lo que permitié obtener probetas en verde dimensionalmente mas
estables y scaffolds mejor conformados debido a una mayor formacién de cuellos de sinterizacién
durante el tratamiento térmico.

El NaCl, en su rol de agente porogénico, presentdé mejores resultados con el tamafio de particula
que iba de 100 a 500 um, el cual, segun la literatura, se ajusta a los requisitos minimos que permiten
el crecimiento de tejido sobre los scaffolds. Asi mismo, este tamafio favorecio la distribucion del
vidrio alrededor de las particulas de sal facilitando la formacion de la red interconectada de poros.
Por su parte, el agente porogénico sirvio no solo en la formacion de porosidad residual después de
la lixiviacion, sino ademas promovi6 la formacion de canales que interconectaron la porosidad de
los scaffolds dada la moderada fusion que sufrio durante la sinterizacion de los scaffolds.

El control de las condiciones en el proceso de prensado de los scaffolds es una de las etapas claves
en la elaboracién de estas piezas debido a que definen no soélo la estabilidad de la pieza, sino la
caracteristica de la red de poros y microporos, asi como las regiones de mayor densidad producto
de una mejor sinterizacion por la mayor area de contacto/interaccion entre particulas. En este
estudio la presion de 80 MPa con un sostenimiento de 60 s permitié consolidar probetas estables
con gran libertad de manipulacién en verde y sin exceso de compactacioén que resultara en la
fisuracion o delaminacién por una concentracion localizada de esfuerzos.

Las fases cristalizadas, producto del proceso de sinterizacion de los scaffolds, fueron la Combeite
y la Buchwaldite, cominmente encontradas en biomateriales ceramicos e incluso en algunos polvos
cristalinos altamente bioactivos basados en el sistema SiO>—CaO-Na>,O—P»0s. Estas fases durante
ensayos in vitro en SBF evidencian comportamientos bioldgicos que favorecen la formacion de
capas de apatita desde la primera semana de inmersion, como ha indicado la literatura. Razon por
la cual, a pesar de que la cristalizacion del vidrio puede alterar la cinética de la respuesta biologica
del material, las condiciones de elaboracién y sinterizacién de los scaffolds podrian evidenciar un
adecuado comportamiento biologico para eventuales aplicaciones biomedicas.
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6 RECOMENDACIONES

Con el fin de aumentar la superficie de contacto o intercambio ionico que tendria el scaffold con el
fluido bioldgico in vitro o in vivo se aconsejaria incrementar poco a poco el porcentaje en peso del
agente porogenico sin que se vea afectada la estabilidad dimensional y estructural del scaffold.

El proceso de sinterizacién de los scaffolds podria realizarse a menor temperatura, pero con un
mayor tiempo de sostenimiento y una menor velocidad de calentamiento, lo que asegure una
completa y homogénea sinterizacion de la estructura externa e interna. Adicionalmente, al someter
el vidrio bioactivo a una temperatura mas baja es posible que se generen menos alteraciones a la
estructura atdbmica del material, conservando asi, aun més, su condicion amorfa.

Un posible paso por seguir en la investigacion de estos scaffolds seria la medicion de sus
propiedades fisicas a través una prueba mecanica realizada a las probetas infiltradas en su estructura
porosa con nanoparticulas de zirconia mediante un mecanismo de infiltracion como, por ejemplo,
el método de vacio. Para esta situacion, los scaffolds serian sometidos a una presinterizacion a baja
temperatura para dar estabilidad mecénica a la estructura, luego se realizaria la infiltracion de la
zirconia nanométrica mediante una suspension de estas particulas y, posteriormente, se realizaria
una nueva sinterizacion que permita dar una union mas adecuada a las particulas de vidrio y, estas
a su vez, se integren a las nanoparticulas de zirconia.
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