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Resumen

Desde siempre, el objetivo de los seres humanos ha sido la supervivencia mediante la
adaptacion al medio. Esto ha llevado a un aumento en la esperanza de vida y un consecuente
declive en la calidad de vida media de la poblacién debido a un aumento de problemas de
salud relacionados con la edad. Asi, la comunidad cientifica se ha centrado en la ingenieria de
tejidos para solucionar algunos de estos problemas. Por ejemplo, para la regeneracién de
tejido dseo se utilizan matrices ceramicas que imitan la microestructura ésea y que estimulan
el crecimiento de las células y la regeneracidon del tejido, reabsorbiéndose al finalizar el

proceso.

Con el objetivo de obtener estas matrices porosas, se preparo la fase R, cerdmica compuesta
por un 69% de silicato dicalcico (C2S) y un 31% de fosfato tricalcico (TCP), preparada mediante
una reaccién en estado sélido de acuerdo al diagrama de fases del sistema Cas(P04),—Ca3SiOa.
A continuacion se utilizo el método de réplica de esponjas poliméricas para preparar andamios
porosos compuestos de fase R a partir de plantillas de poliuretano, y se procedié a su
caracterizacion. Finalmente, se analizé la bioactividad de estas matrices porosas mediante
estudios in vitro realizando inmersiones en suero fisioldgico artificial (SFA), que
posteriormente fue analizado por espectroscopia Optica de emision de plasma acoplado

inductivamente (EOE-PAI).

Los resultados demuestran que la cristalinidad y la estructura de las matrices se mantienen
constantes, con una microestructura de puentes y poros interconectados que presenta una
jerarquia similar a la observada en la microestructura dsea. La precipitacion de hidroxiapatita
en los andamios porosos sumergidos en SFA comienza a apreciarse a partir de 1 hora, y va
aumentando hasta cubrir por completo la superficie al dia de haber sido sumergidos. Esto
demuestra que los andamios presentan bioactividad, aunque se precisan futuras
investigaciones para que estos andamios ceramicos porosos puedan ser considerados seguros

para su uso como protesis en la ingenieria de tejidos.

Palabras clave: biomateriales, biocéramicas, silicato dicdlcico, fosfato tricdlcico, fase R,

estudios de bioactividad



Abstract

The main goal of human beings has always been survival through adaptation to the
environment. This has caused an increase in life expectancy and a consequent decline in the
average quality of life of the population due to a higher incidence of age-related health
problems. Thus, the scientific community has focused on tissue engineering to solve some of
these problems. For instance, porous ceramic scaffolds are commonly used in bone tissue
regeneration. These scaffolds mimic the interconnected pore structure of bones and stimulate

cell growth and tissue regeneration, being reabsorbed by the end of the process.

In order to obtain these porous scaffolds, the R phase was prepared by a solid-state reaction
within the phase diagram Cas(P0O4),—Ca2Si04 with a composition of 69% dicalcium silicate (C,S)
and 31% tricalcium phosphate (TCP). Next, the polymeric sponge replication method was used
to prepare ceramic porous scaffolds composed of phase R and their characterization was
carried out. Finally, the bioactivity of these porous scaffolds was analyzed through in vitro
studies performing immersions in simulated body fluid (SBF), which was subsequently

analyzed by inductively coupled plasma emission optical spectroscopy (ICP-EQS).

The results show that the crystallinity and the structure of the scaffolds remain constant, with
a microstructure of struts and interconnected pores distributed in a hierarchy similarly
observed in bone microstructure. The precipitation of hydroxyapatite in the porous scaffolds
immersed in SBF begins to be appreciated after 1 hour and increases until it completely covers
the surface one day after being soaked. This shows that the scaffolds display bioactivity,
although future research is required so that these porous ceramic scaffolds can be considered

safe to use as prostheses in tissue engineering.

Keywords: biomaterials, bioceramics, dicalcium silicate, tricalcium phosphate, R phase,

bioactivity studies
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1. Introduccion

1.1 Biomateriales: historia y generalidades

Desde el nacimiento de la humanidad hasta la época actual, el objetivo del ser humano ha
sido la supervivencia, y como consecuencia el aumento de la esperanza de vida de la
poblacién. A medida que la poblacién ha ido envejeciendo, la calidad de vida media ha ido
disminuyendo, y se ha observado una incidencia mayor en problemas de salud que estan

relacionados con la edad, como son la osteoporosis y las consecuentes fracturas éseas [1].

Para solucionar estos problemas y poder mejorar la calidad de vida de la poblacién surgieron
los biomateriales, que en su origen estaban limitados a los materiales que se podian encontrar
en la naturaleza y sus propiedades. Se ha descubierto que civilizaciones tan antiguas como la
griega o la romana ya utilizaban diferentes materiales en aplicaciones dentales, como son las

fibras metalicas de hierro para unir dientes y el uso del oro en implantes dentales [2].

Sin embargo, muchos de los biomateriales desarrollados en esas primeras épocas tuvieron un
éxito mas bien escaso, ya que entonces no se comprendian conceptos basicos sobre la relacidén
entre los biomateriales y el cuerpo humano, como son la infeccidn y la reaccion del organismo
al material introducido. No fue hasta la Segunda Guerra Mundial que se desarrollaron los
primeros implantes funcionales, cuando se descubrid el uso del polimetilmetacrilato en
implantes oculares para tratar las cataratas [3]. En la misma época también se desarrollaron
el implante de cadera [4], el primer injerto vascular [5], el primer rifidn artificial y su proceso
de didlisis [6] y la primera vdlvula cardiaca [7], entre otros. Estos primeros descubrimientos
abrieron la puerta a un nuevo mundo de posibilidades que, hasta la fecha, ha salvado millones

de vidas y mejorado la calidad de otras tantas, y continuaran haciéndolo en el futuro.

Alo largo de su historia, los biomateriales han tenido muchas definiciones, pero la comunidad
cientifica ha llegado a una definicién consensuada por la cual un biomaterial es “una sustancia
gue ha sido disefiada para tomar una forma que, sola o como parte de un sistema complejo,
se usa para dirigir, mediante el control de interacciones con componentes de sistemas vivos,

el curso de cualquier procedimiento terapéutico o de diagnostico” [8].



Los biomateriales son principalmente utilizados en el area de la medicina, donde se utilizan
para analizar, tratar, reparar o reemplazar tejidos u organos dafiados, como implantes
ortopédicos, implantes dentales o valvulas cardiacas artificiales [9]. Ademas, también se
pueden utilizar biomateriales viables combinados con células, como los scaffolds, matrices

porosas tridimensionales utilizadas para la regeneracion tisular.

Cuando los biomateriales entran en contacto con sistemas bioldgicos, el organismo puede
responder de una determinada forma, que puede ser dafina para el organismo. Asi, los
biomateriales deben ser biocompatibles, es decir, deben ser capaces de coexistir en contacto
con los tejidos bioldgicos sin causar efectos dafiinos que puedan comprometer la salud y la
funcionalidad de dichos tejidos. Sin embargo, este término no tiene en cuenta el efecto que
puede provocar el sistema biolégico en el biomaterial, que puede ser corroido o incluso
degradado, por lo que esto también se tiene que tener en cuenta en el disefio de los

biomateriales [2].

En la actualidad, con el envejecimiento progresivo de la poblacién ha surgido la necesidad de
desarrollar nuevos biomateriales que utilizar en el campo de la medicina, como implantes
dentales o protesis dseas [10]. Como consecuencia, se ha buscado reproducir la estructura
porosa caracteristica de los huesos, y desde los afios 70, esta busqueda se ha centrado en el
desarrollo de bioceramicas a base de alumina (Al203) enlazada a fosfatos y en materiales
porosos a base de Al203-CaO0, TiO2-Ca0 y ZrOz-Ca0, materiales que presentan una buena
compatibilidad, ademas de estudiar el efecto del tamafo del poro del material sobre el

crecimiento y la penetracion del hueso [11], [12].

Por otro lado, desde los afios 20 se han utilizado bioceramicas fosfatadas como el fosfato
tricdlcico (TCP) o la hidroxiapatita (HAp) para desarrollar prétesis dseas y dentales. Estos
biomateriales despiertan un gran interés a la hora de desarrollar estas protesis, ya que la HAp
es el componente mineral principal de los huesos y al usarse en protesis 6seas se ha
comprobado que produce osteogénesis, capacidad para generar tejido éseo. Al igual que la

HAp, el TCP es una bioceramica fosfatada que cuando se utiliza para generar andamios



porosos que imitan la estructura ésea, se ha observado que es un biomaterial bioactivo y

biocompatible, es decir, que al entrar en contacto con el organismo provocan una respuesta

adecuada. Por ello, es un biomaterial ideal para su uso en el desarrollo de prétesis dseas, ya

gue promueve la generacién de osteocitos [13].

1.1.1

Clasificacidon de los biomateriales

A lo largo de su historia, los biomateriales han sido clasificados atendiendo a diferentes

criterios: ya sea segun la evolucién que han sufrido, segun la respuesta que provocan en el

organismo o segun su naturaleza [2].

Los biomateriales se pueden clasificar segun su evolucion y la respuesta que provocan al

entrar en contacto con el organismo:

Materiales de 12 generacidn: estos materiales son bioinertes, no provocan respuesta
alguna en el organismo, y entre ellos se encuentran materiales con buena
disponibilidad industrial pero que no han sido desarrollados especificamente para el
campo de la biomedicina, tales como algunas aleaciones metalicas y ceramicas con
buena resistencia al desgaste.

Materiales de 22 generacion: estos materiales son bioactivos, al entrar en contacto
con el organismo, interactian de manera que se genera una interfaz entre el material
y el tejido. Entre ellos se encuentran los fosfatos de calcio y el biovidrio.

Materiales de 32 generacidn: en esta generacion los biomateriales tienen como
principal objetivo la estimulacion regenerativa de los diferentes tejidos, mediante la
ingenieria de tejidos y el uso de scaffolds, andamios reabsorbibles que se utilizan para

la regeneracidn tisular por sus propiedades de adhesidn y proliferacion celular.

Los biomateriales también se han clasificado de acuerdo con su naturaleza en: metales, como

acero inoxidable o aleaciones de distintos metales que se utilizan para reemplazar o fijar

huesos y como implantes dentales; ceramicas, biomateriales con unas caracteristicas que las

hacen ideales para su uso como implantes dseos y dentales, y como valvulas artificiales;
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polimeros, macromoléculas utilizadas en la sustitucién de tejidos blandos, en aplicaciones
médicas temporales como suturas reabsorbibles, y también como scaffolds; y materiales
compuestos, constituidos por diferentes materiales cuyas estructuras determinan las
caracteristicas del material. Se pueden utilizar como implantes dentales, cemento dseo o

implantes ortopédicos [2], [10].

Un biomaterial ideal deberia cumplir las siguientes caracteristicas:

Biocompatibilidad y bioactividad

e Estabilidad quimica y bioldgica

e Propiedades mecdanicas adecuadas
e Pesoy densidad adecuados

e Coste bajo, de facil produccion y reproducibilidad

En general, las ventajas que presentan los biomateriales justifican su utilizacidn en diferentes
aplicaciones en el campo de la biomedicina. Sin embargo, los biomateriales también
presentan desventajas. Principalmente, los biomateriales estan limitados por no poder
repararse a si mismos y por no poder autorregenerarse, capacidad con la que si cuentan los
tejidos en los que se implantan. Ademas, no se puede controlar la respuesta mecdanica de los
materiales frente a las necesidades puntuales del organismo, capacidad que si presentan los

implantes basados en autoinjertos [2].

Asi, es importante conocer la estructura anatémica del hueso para entender la importancia
de la porosidad de estos tejidos y asi poder trasladarla correctamente a los biomateriales que
seran utilizados como prétesis o implantes dseos, particularmente a las bioceramicas basadas
en fosfatos cdlcicos, que presentan un tratamiento ante fracturas menos invasivo, ya que el
material se reabsorbe a medida que el hueso crece, por lo que se necesitan menos

intervenciones quirudrgicas [14].
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1.1.2 Anatomia 6sea

El esqueleto humano constituye alrededor del 18% del peso total del organismo, y desempefia
varias funciones esenciales: brinda soporte a los demas tejidos, protege los drganos internos,
permite el movimiento de los musculos esqueléticos, sirve como almacenamiento de
minerales y contiene la médula désea roja, que produce glébulos rojos, y la médula dsea

amarilla, que almacena triglicéridos.

La estructura general de los tejidos d0seos a nivel macroscopico estda compuesta por las

siguientes partes (Figura 1):

e La didfisis, el cuerpo del hueso.

e Las epifisis, terminaciones proximal y distal del hueso

e Las metafisis, regiones de hueso maduro donde se unen las dos partes anteriores.

e El cartilago articular, capa fina de cartilago que envuelve el lugar donde un hueso se
une con otro.

e El periostio, vaina dura de tejido conectivo denso que cubre la superficie dsea en las
zonas no envueltas en cartilago. Se encarga de proteger al hueso, ayudandolo en la
reparacion de fracturas y en la nutricién de los tejidos dseos, ademas de servir como
punto de insercion a los diferentes ligamentos y tendones.

e La cavidad medular, espacio dentro de la diafisis que alberga la médula ésea.

e El endostio, fina membrana que rodea y aisla la cavidad medular.

11
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Figura 1. Anatomia de un fémur.

Sin embargo, la estructura interna del hueso es muy diferente a su estructura externa (Figura
2). Por dentro, los huesos presentan una red de poros pequefios que permiten la irrigacion
sanguinea de todo el tejido 6seo. Alrededor del 80% del tejido dseo esta constituido por hueso
compacto o cortical, que presenta pocos espacios abiertos y proporciona la solidez
caracteristica del esqueleto humano. Por otro lado, el tejido 6seo esponjoso o hueso
trabicular constituye el 20% del esqueleto y como consecuencia, la red de poros que lo

constituye le hace ser mas ligero que el tejido compacto [14].

Hueso esponjoso
{médula dsea roja)

_l\_ Cartilage

articular

Cartilago epifisario

Figura 2. Corte transversal de un fémur.

Es importante recalcar que a medida que pasa el tiempo, el tejido 6seo envejece y se desgasta,

pierde masa a medida que pierde minerales, y se vuelve fragil debido a una sintesis proteica
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Por otro lado, la estructura microscopica del tejido dseo esta compuesta por una serie de
células diferentes aisladas las unas de las otras por una abundante matriz extracelular (Figura

3). El tejido 6seo presenta 4 tipos de células diferentes:

Células osteogénicas, células madre mesenquimales.

e Osteoblastos, células que se encargan de generar nuevo tejido dseo.

e Osteocitos, células principales del hueso encargadas de mantener su nutricion diaria.
e Osteoclastos, se encargan de la descomposicién de la matriz osteoide o resorcidn,

parte normal del crecimiento, mantenimiento y reparacion del tejido dseo.

QOsteocito Osteoblasto

asteoprogenitora Osteoclasto

(mantiena el (forma la matnz H (reabsorcion
tejido deeo) bsea) [célufa madre) bsea)

Figura 3. Tipos celulares en el tejido dseo.

Asi, la matriz extracelular o matriz osteoide se compone principalmente de agua y sales
minerales cristalizadas, como el TCP (Cas(P0Oa)2) y el hidréxido de calcio (Ca(OH)), que al

combinarse producen cristales de HAp, componente mineral principal del tejido dseo [14].

1.1.3 Sistema Ca3(P0a4)>—Ca,SiO4

A la hora de disefar una bioceramica se ha de tener en consideracidon su composicion, sus
fases y su microestructura, informacion que puede ser obtenida a partir de los diagramas de
equilibrio de fases de los materiales. Estos diagramas son representaciones graficas de las

condiciones termodinamicas de equilibrio de un sistema y permiten conocer el
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comportamiento, las fases en equilibrio y la estructura del material segin su composicidn y la

temperatura a la que esté el sistema.

\/// = 2240°

2000 12130° ) Liquid

~ 1800°

(aC2S-aCsP) ss= R

1600 |
11420° R+A 1450+ 20°
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Wt %

Figura 4. Diagrama de fases del sistema Cas(P0.),—Ca,SiO4 corregido por Fix y col.

El sistema Cas(P04),—Ca;SiO4 es un sistema binario isobdrico cuyos primeros estudios fueron
publicados en el afio 1959 por Nurse y col. [15]. Posteriormente, en 1969 fue corregido por
Fix y col. [16] (Figura 4), donde se definieron por primera vez dos compuestos intermedios
gue funden congruentemente: la fase A con formulacién 7Ca0-P,0s-2Si0; y la silicocarnotita
con formulacion 5Ca0-SiO2-P,0s. En este estudio también se definieron tres puntos
eutectoides, que posteriormente han sido modificados por nuestro grupo de investigacion del
Instituto de Bioingenieria de la Universidad Miguel Hernandez: el primero, a una temperatura
de 518 °C + 6 °C y una composicion del 31% de TCP y un 69% de silicato dicalcico (C.S) [17], el
segundo, a una temperatura de 1158 °C + 2 °C y una composicion del 83% de TCP y 17% C,S
[18], y el tercero, a una temperatura de 1366 °C + 8 °C y una composicién del 59,5% de TCP y
40,5% CS [19].

Dentro de este sistema también podemos encontrar la fase R, una solucién sélida formada
por aC,Sy o’ TCP que se puede encontrar a lo largo de todo el diagrama. Esta fase se pretende

estudiar y caracterizar utilizando la composicidon que se corresponde con el punto eutectoide
14



de mas baja temperatura, 31% de TCP y 69% C.S. Este punto eutectoide se encuentra a una

temperatura de 518 °C + 6 °C, por debajo de la cual la fase R se transforma en a’C,S y fase A.

1.2 Estudio in vitro de la bioactividad con suero fisiolégico artificial

El suero fisioldgico artificial (SFA) o simulated body fluid (SBF) en inglés, fue introducido por
primera vez en 1990 por Kobuko y col., cuando se demostrd que una solucién con una fuerza
idnica similar a la del plasma humano reproducia alteraciones superficiales in vivo en estudios
in vitro con vitroceramicas [20]. En la superficie de estas ceramicas se acumulaba HAp,
principal componente mineral 6seo que permitia la unién in vivo de estas ceramicas al hueso.
Asi, se determind que una manera de estudiar la bioactividad dsea in vivo de un material era

la capacidad de formar apatita in vitro en presencia de SFA.

Concentracion iénica (mM)

16n

Plasma sanguineo SFA
Nat 142,0 142,0
K+ 5,0 5,0
Mg2+ 1,5 1,5
Ca2+ 2,5 2,5
- 103,0 147,8
HCO3 27,0 4,2
HPO3™ 1,0 1,0
503~ 0,5 0,5
pH 7,2-7,4 7,40

Tabla 1. Concentracidn iénica plasma sanguineo frente a SFA.

El SFA estd compuesto de una serie de iones que simulan la concentracion encontrada en el
plasma sanguineo (Tabla 1). Estos iones se obtienen a partir de sales, como NaCl, KCl o CaCl,
que pueden estar hidratadas o no. Ademads, en su preparacion se utiliza acido clorhidrico (HCl)

y tampodn Tris (HOCH3)3CNH; para realizar un ajuste del pH y que sea lo mas parecido al pH
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fisioldgico, que varia de 7,2 a 7,4. El proceso de preparacion del fluido se realiza a temperatura

corporal (36,5 + 0,5 °C) [21].

Por otro lado, se ha demostrado que existe una relacidén directa entre la cantidad de apatita
que se forma en la superficie del material en contacto con el SFA y la capacidad de unién del
material al hueso in vivo. En concreto, se ha visto que el TCP presenta una capa de apatita in
vitro y es capaz de unirse a la materia ésea in vivo, de manera que a medida que pasa el tiempo
aumenta la cantidad de apatita precipitada sobre su superficie y, por lo tanto, su bioactividad

Osea in vivo [22].

Este método permite realizar analisis in vitro que predicen la capacidad del material de unirse
a la materia dsea in vivo, lo que conlleva una serie de ventajas: el coste de los experimentos
in vitro es mas reducido que los experimentos in vivo, y no es necesario utilizar animales en el
estudio. Por lo tanto, se pretende utilizar este ensayo in vitro para determinar la bioactividad

de la fase R preparada.

1.3 Métodos para la produccidn de matrices porosas

La ingenieria de tejidos es una disciplina capaz de producir tejidos viables para la implantacién
en el organismo, donde se puede recuperar la funcionalidad del tejido u drgano dafiado. Sin
embargo, esta disciplina aun tiene bastantes retos que superar, como el tratamiento de
lesiones dseas. Para su tratamiento se utilizan matrices tridimensionales porosas o scaffolds,
gue sirven como andamiaje para las células y ademas promueven su regeneracion. Estas
matrices deben presentar una serie de caracteristicas para poder ser utilizadas en el

tratamiento de lesiones dseas [23]:

e Osteogénesis: capacidad de generar tejido dseo.
e Osteoconduccion: capacidad del biomaterial para promover el crecimiento del tejido
desde los margenes del defecto, que reabsorbe progresivamente la matriz implantada

a medida que va creciendo.
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e Osteoinduccién: capacidad de un material para estimular la transformacion fenotipica
de células indiferenciadas en osteoblastos.
e Osteopromocion: capacidad de promover los procesos naturales que intervienen en la

reparacion de la lesion dsea.

Se han desarrollado varios métodos para la produccién de matrices tridimensionales porosas,
como el fiber-bonding [24], el colado de sdlidos en combinacién con el lixiviado de particulas
[25], el foaming gaseoso [26], la separacién de fases [27], la liofilizacién [28], la impresion 3D

[29] y el uso de pordgenos [30], entre otros.

Sin embargo, la técnica mas utilizada en la fabricacion de materiales ceramicos porosos es el
método de la esponja polimérica. Este método fue patentado por primera vez por
Schwartzwalder en 1963 [31]. Segln este método, una esponja polimérica, por ejemplo, de
poliuretano (PU), con estructura porosa sirve como andamiaje para una suspension ceramica,
que reproduce su estructura. Se ha visto que con este método se pueden obtener cerdmicas
porosas con un tamafio de poro controlable y diferentes formas adaptadas a las aplicaciones
deseadas [32], por lo que es un buen método para disefiar biomateriales ceramicos que

promuevan la osteogénesis.

Este método se ha utilizado para desarrollar esponjas porosas de materiales ceramicos como

hidroxapatita [33], la alimina (Al>O3z) [34], TCP [35], nanotubos de plata y wollastonita [36], o

de titanio [37] entre otros.
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2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio es el analisis, la sintesis y la caracterizacion de andamios

ceramicos bioactivos monofasicos preparados a partir de una composicion eutectoide

predeterminada de TCP y C,S a alta temperatura.

Para cumplir este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

Obtencion y caracterizacion de la cerdmica compuesta por fase R.

Estudio de la fase R mediante técnicas de caracterizacion: difraccion de rayos X (DRX),
microscopia electrénica de barrido (MEB), microanalisis de energia dispersiva de rayos
X (MED-RX) y deteccién del tamafio de particula.

Preparacion de los andamios porosos de fase R mediante el método de réplica de
esponja polimérica.

Estudio de las matrices porosas de fase R mediante técnicas de caracterizacién: DRX,
MEB, MED-RX, porosimetria de mercurio y espectroscopia de infrarrojos por
transformada de Fourier.

Determinacién de la bioactividad dsea de los andamios porosos preparados con fase
R, mediante estudios in vitro con SFA y el posterior analisis del suero mediante

espectroscopia Optica de emisidn de plasma acoplado inductivamente (EOE-PAI).
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3. Materiales y Métodos

3.1 Técnicas de sintesis y procesamiento

3.1.1 Preparacion y homogeneizacion de la fase R

Para preparar la fase R, primero se han mezclado diferentes cantidades de CaCOs, CaHPO4 y
SiO; para asi obtener una composicion del 31% de TCP y un 69% de C,S mediante una reaccién
en estado sélido. Las cantidades necesarias para obtener esta composicién se han obtenido
mediante una mezcla estequiométrica de los reactivos comerciales anteriormente

mencionados.

Esta preparacion se ha mezclado con acetona para facilitar su homogeneizacion, y luego se ha
evaporado la acetona en un proceso de secado en estufa a una temperatura de 60 °C hasta la
completa evaporaciéon del disolvente. Este proceso se ha repetido tres veces para una

homogeneizacion dptima.

3.1.2 Prensado isostatico

El material homogeneizado se ha introducido en el interior de un tubo flexible de goma de
latex, de manera que ha quedado un tubo compacto sellado por ambos lados con hilo, que
luego se ha introducido en una prensa. En la prensa, una bomba manual ha aumentado la
presion isostatica que se ha aplicado al material para asi compactarlo. Este prensado isostatico
viene definido por el teorema de Pascal [38], por el cual se consigue compactar el material
aplicando una presion uniforme sobre toda la superficie del material. Las muestras se han

prensado a una presion de 140 MPa durante 20 minutos.

La prensa utilizada esta formada por un cierre superior, una valvula de presion, una bomba de
diafragma, un tanque de almacenamiento de fluido y un elevador neumatico (Figura 5). La
prensa empleada es de la empresa ASTUR SINTER S. L., con una bomba manual de la empresa

ENERPAC, modelo 11-400 A 1204 C. E.
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Figura 5. Prensa isostatica ENERPAC, modelo 11-400 A 1204 C. E.

3.1.3 Tratamiento térmico

Se han realizado 3 tratamientos térmicos diferentes, que difieren en el tiempo, en el objetivo

y en la temperatura del tratamiento.

Figura 6. Horno ENTECH utilizado en los tratamientos térmicos.

Los diferentes tratamientos térmicos se han realizado en un horno de alta temperatura
ENTECH Jumo Imago 500 (Figura 6) con plataforma elevadora y carcasa externa de acero
laminar y tubular. La cdmara del horno esta formada por un doble muro con hueco de aire
para reforzar su circulacion entre las dobles paredes y puede alcanzar una temperatura
maxima de 1650 °C. Ademas, el horno posee un sistema electrénico de programacion para la

regulacion automadtica de la temperatura.
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3.1.4 Molido

El material se ha molido primero de forma manual en un mortero de agata y en un molino
vibratorio Retsch MM 301 (Figura 7), que utiliza bolas de zirconio de 20 mm de didmetro para

moler el material en suspensién de isopropanol en dos cubetas de 25 ml de capacidad.

El material se ha molido gracias a una serie de vibraciones radiales que se producen en el
plano horizontal y que provocan colisiones entre las bolas de zirconio, el material y las paredes
de las cubetas. El molino se ha programado para moler el material durante 3 minutos a una

frecuencia de 15 Hz.

Figura 7. Molino mezclado de bolas Retsch MM 301.

Se ha utilizado también el molino planetario Retsch PM 100 (Figura 8) para moler el material
durante un determinado periodo de tiempo, de modo que el rango de tamafio de las
particulas resultante sea homogéneo y del menor tamafio posible. Este molino cuenta con
una cubeta de 50 ml de capacidad en la que se introduce el material suspendido en

isopropanol y 3 bolas de zirconio de 20 mm de diametro para su molienda.

Figura 8. Molino planetario Retsch PM 100.
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3.1.5 Método de réplica de esponjas poliméricas

Este método se ha utilizado para preparar los andamios cerdmicos objeto del estudio. Asi, se
sumerge la matriz polimérica de PU en una suspensién de la cerdmica previamente preparada.
A continuacién, se desecha el exceso de suspensién, en nuestro caso, con el uso de aire
comprimido, y se deja secar. Posteriormente, se somete a la esponja impregnada ya seca, a
un tratamiento térmico con el objetivo de eliminar el polimero y sinterizar el material

ceramico, que tendra la estructura porosa del polimero esponjoso previamente eliminado.

Durante este proceso es de vital importancia controlar la reologia de la suspension ceramica
a impregnar, por lo que se utilizan determinados aditivos como son los dispersantes o
defloculantes (como silicato de sodio, en nuestro caso Dolapix CE64) y los aglutinantes o
floculantes, principalmente compuestos organicos como la carboximetil celulosa de sodio
(CMC) y en nuestro caso Optapix PAF35, polimero soluble en agua que agrupa las particulas
de la ceramica, aumentando la viscosidad de la suspension y la resistencia mecanica de la

estructura.

3.1.6 Homogeneizacién por ultrasonidos

La homogeneizacidon por ultrasonidos se ha empleado con el objetivo de desagrupar y
dispersar las particulas solidas presentes en la suspension ceramica utilizada en el método de
la esponja polimérica. Se ha utilizado un homogeneizador por ultrasonidos modelo CY-500 de
COMECTA SA (Figura 9), compuesto por generador de ultrasonidos y un transductor de

sefiales acoplado.
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Figura 9. Homogeneizador por ultrasonidos modelo CY-500 de COMECTA SA.

El generador de ultrasonidos transforma la corriente eléctrica de 220V/50 Hz en energia
ultrasdénica de 20 KHz, para alimentar al transductor ultrasénico, que provoca una
deformacion elastica que se traduce en una vibracion mecdanica longitudinal. Esta vibracién a
su vez produce un efecto de cavitacidén en la sonda inmersa en la solucidn. La cavitacidon genera
burbujas que al implosionar liberan gran cantidad de energia capaz de romper los
aglomerados de particulas de la suspension [39]. En concreto, el homogeneizador se ha
programado para que emitiera pulsos intermitentes de ultrasonidos de 2 segundos, con 2

segundos de descanso entre pulsos, con una homogeneizacién de 10 pulsos.

3.2 Técnicas de caracterizacion

3.2.1 Difraccion de Rayos X
Los rayos X son un tipo de radiacion electromagnética muy energética y de longitud de onda

corta. Al incidir sobre un material sélido, parte del haz de rayos X se dispersa en todas

direcciones al colisionar con los electrones de los atomos del material (Figura 10).
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Figura 10. DRX sobre dos planos atémicos.

Cuando dos planos paralelos de dtomos separados por una distancia dn con los mismos
indices de Miller h, k y | son irradiados con un haz de rayos X con longitud de onda A se
producen dos haces dispersados con un dngulo de difraccion 6, que sera el mismo para ambos
haces siempre que la diferencia de recorrido entre los haces equivalga a un nimero entero n
de longitud de onda A [40]. Para que se produzca este fendmeno de difraccién, se tiene que

cumplir la ley de Bragg, que viene descrita por la ecuacion 1:

nA = 2dpy; - senf (1)

Esta técnica se utiliza para caracterizar estructuras cristalinas, que primero se pulverizan para
luego ser expuestas a la radiacion. Los dangulos de difraccién se determinan mediante un
difractémetro, que recoge el dngulo que describe el haz de rayos X difractado al incidir sobre

una muestra colocada sobre una lamina plana que gira sobre un eje (Figura 11, izquierda).

Figura 11. Principio de funcionamiento de un difractdmetro (izquierda) y difractémetro de rayos X D8

ADVANCE, BRUKER AXS (derecha).
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Los rayos X se generan en el punto Ty al difractarse se detectan con el contador C. La muestra
y el contador estan acoplados mecanicamente de acuerdo con la geometria focalizadora de
Bragg-Brentano, de manera que cuando la muestra rote 6 angulos, el contador registre una
rotacién de 26 [41]. Para llevar a cabo esta técnica, en esta investigacion se ha utilizado el

difractdometro D8 ADVANCE de BRUKER AXS (Figura 11, derecha).

3.2.2 Deteccion del tamafo de particula

Esta técnica se ha utilizado para medir el tamafo y la distribucién de frecuencia de las
particulas del material ceramico sintetizado, para asi poder determinar qué tiempo de
molienda nos proporciona un rango de tamafio de particulas homogéneo y lo mas pequefio

posible, ya que la granulometria de la fase R puede influir sobre sus propiedades fisicas.

Para llevar a cabo esta técnica, se utilizé un difractdmetro laser MASTERSIZER 2000 modelo
APA2000 de MALVERN INSTRUMENTS (LTD) (Figura 12), equipo que utiliza la difracciéon de la
luz de un laser para analizar la distribucion y el tamafio de las particulas de la muestra
sintetizada. Cuando el haz del Iaser incide sobre las particulas, se genera una dispersion de luz
con un angulo determinado que depende del didmetro de dichas particulas. Por tanto,
diferentes tamaios de particulas producen diferentes patrones de luz, que quedan
registrados por sensores fotosensibles que traducen este patréon de luz a su tamafio de

particula correspondiente.

Figura 12. Difractometro laser MASTERIZER 2000 modelo APA2000 de MALVERN INSTRUMENTS
(LTD).
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Este equipo dispone de una fuente de luz azul LED de 0,3 mW y un ldser de He-Ne de 4mW,
gue permite determinar tamafios de particulas entre 0,02 y 2000 um en periodos de tiempo
muy cortos y con buena reproducibilidad y precisidn. La muestra ha sido analizada tres veces
para luego calcular la media aritmética y asi reducir el error que pueda haber a la hora de

medir.

3.2.3 Microscopia electronica de barrido (MEB) y Microandlisis de energia dispersiva de

rayos X (MED-RX)

Para poder observar cualquier muestra mediante MEB, se requiere que la superficie de esta
sea conductora. Asi, para que los andamios porosos preparados anteriormente presenten una
superficie conductora, es necesario recubrirlos de un metal, en nuestro caso, estos andamios

porosos han sido recubiertos de paladio (Pd).

Figura 13. Recubridor Polaron (modelo SC7640, Quorum Technologies).

En este estudio se ha utilizado el recubridor Polaron modelo SC7640, de Quorum Technologies
(Figura 13). De este modo, los andamios a recubrir se han colocado en un portamuestras
metalico mediante una cinta adhesiva de carbono. Este portamuestras se ha colocado en el
recubridor de Pd, donde se ha creado una atmdsfera inerte con gas argén (Ar). En el
recubridor, se ha bombardeado la muestra con paladio mediante un sistema de “Sputtering”

de plasma.
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Para determinar la microestructura y la composicion quimica de los andamios ceramicos

preparados, se han utilizado las técnicas de MEB y la espectroscopia de dispersion de rayos X.

La MEB utiliza un haz de electrones acelerados que recorre la superficie de la muestra para
asi crear una imagen. Esta técnica tiene una gran profundidad de campo, por lo que puede
enfocar gran parte de la muestra a la vez, y genera imagenes de alta resolucion. La técnica se

realiza en vacio para evitar efectos de apantallamiento electrénico.

El haz de electrones se encuentra acelerado generalmente entre los 20 kV y los 40 kV de
voltaje, y su resolucién entre los 20 y 50 A. Cuando este haz de electrones acelerado incide
sobre la muestra se producen varios haces de electrones diferentes: haz de electrones
secundarios y haz de electrones retrodispersados. Los electrones secundarios se forman
debido a la ionizacién atdmica causada por el haz electrénico primario, mientras que los
electrones retrodispersados se forman cuando el haz primario rebota sobre la superficie de la
muestra. Esta emisién de electrones se recoge mediante detectores muy sensibles que

traducen la informacion en una imagen topografica de la superficie de la muestra [42].

Por otro lado, el detector de rayos X acoplado a este sistema también permite analizar la
muestra por espectroscopia de dispersion de rayos X, técnica que permite analizar la
composicion quimica de la muestra. En este método, un haz de rayos X incide sobre la
superficie de la muestra, y hace que un electrén de capa interna se desprenda de su sitio. Al
guedar este sitio vacio, otro electrén de una capa mas externa se mueve para llenarlo y la
diferencia energética del proceso provoca la emisién de un rayo X que queda registrado por
un detector. Cada elemento quimico presenta una estructura atémica caracteristica, por lo
que mediante las emisiones de rayos X caracteristicos podemos conocer la composicidon

guimica del material analizado [43].
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Figura 14. MEB SEM-HITACHI S-3500N y MED-RX OXFORD LINK ANALITICAL.

En este estudio se ha utilizado el MEB modelo S-3500 de HITACHI para la caracterizacién de
los andamios ceramicos preparados, con un poder de resolucién de 30 A y un detector de

rayos X OXFORD LINK ANALYTICAL acoplado (Figura 14).

3.2.4 Porosimetria de mercurio

La porosimetria de mercurio (Hg) es una técnica utilizada para la determinacién de diferentes
aspectos cuantificables de un material poroso, como son el didmetro de poro, el volumen total
de poro, el area de superficie y las densidades aparente y absoluta. Este método utiliza un
liguido no humectante, en este caso Hg, que es introducido a alta presién en un material

poroso mediante un porosimetro.

El tamafio del poro se puede determinar segun la presién externa que se necesita para
introducir el mercurio en un poro frente a la fuerza contraria que ejerce la tensién superficial
del liquido, y esta descrito por la ecuacion de Washburn (Ecuacién 2), por la que d es el
diametro del poro, y es la tensidn superficial del mercurio, 8 es el angulo de contacto entre el

mercurio y el material y P es la presion aplicada al introducir el mercurio en el poro.
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La porosimetria de mercurio se ha llevado a cabo en un equipo POREMASTER-60 de
Quantachrome Instruments (Figura 15), el cual dispone de dos estaciones en baja presion y

dos en alta presién hasta un maximo de 60.000 psi [44].
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Figura 15. Poremaster-60 GT de Quantachrome Instruments

3.2.5 Espectroscopia Optica de emisidon de plasma acoplado inductivamente (EOE-PAI)

Esta técnica permite determinar de forma cuantitativa y con una alta sensibilidad la
concentracion de cualquier elemento quimico presente en una disolucién acuosa. Esta
disolucién acuosa es transportada mediante una bomba peristaltica hasta un sistema
nebulizador, donde es vaporizada por accién del gas argdn. La muestra ya vaporizada se ioniza
mediante un plasma generado al someter un flujo de gas argén a la accién de un campo
magnético oscilante inducido por una corriente de alta frecuencia, que puede alcanzar
temperaturas de hasta 10.000 K. Asi, los dtomos de la muestra se ionizan, y al volver a su

estado inicial, emiten radiaciones de una longitud de onda propia de cada elemento.
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La radiacién emitida se registra y se separa en funcion de la longitud de onda de cada emision,
comparandola con patrones de referencia e identificando los elementos quimicos presentes
en la disolucidn inicial. Por ultimo, un detector analiza la intensidad de cada espectro y la
relaciona con la concentracion de cada elemento presente en la muestra [45]. En este caso se

utilizo el espectrémetro serie iCAP™ 7000 Plus de Thermo Scientific (Figura 16).

= Thermo

Figura 16. Espectrometro serie iCAP™ 7000 Plus de Thermo Scientific.

3.2.6 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR-ATR)

La espectroscopia de radiacidon infrarroja es una técnica que se basa en las interacciones
existentes entre la radiacion electromagnética infrarroja y la materia, ya sea por emision,
absorcién o reflexion. Esta técnica se utiliza para analizar e identificar quimicamente
sustancias liquidas, solidas y gaseosas. Estas sustancias se irradian con radiacidn infrarroja y,
en consecuencia, emiten una vibracion que es caracteristica de su estructura quimica y de su
geometria molecular. Ademas, la intensidad de las bandas de absorcidn estd relacionada con

la concentracién del elemento quimico presente en la muestra.

Cuando la muestra se irradia con rayos infrarrojos, absorbe energia y pasa a un estado
energético mayor, en el que las moléculas vibran y rotan de manera caracteristica. Las
moléculas pueden vibrar de modo que produzcan oscilaciones que entren en resonancia con
el haz de infrarrojos, como el modo de tension, caracterizado por diferencias en la distancia
entre atomos, o el modo de deformacion, caracterizado por cambios en los dngulos de los

enlaces. Asi, el tipo de enlace entre atomos, el entorno quimico y la concentracion de dichos
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enlaces influyen en el espectro de absorcidn producido, que es caracteristico de cada
molécula. Una vez registrados los espectros de absorcidn, se pueden comparar con patrones
referencia previamente registrados para asi identificar la estructura quimica de nuestra

muestra.

Figura 17. Espectrometro Thermo Scientific Nicolet iS5.

Para obtener el espectro infrarrojo fue empleado un espectrémetro Thermo Scientific Nicolet
iS5 (Figura 17), equipado con un accesorio ATR iD5, con una resolucion de 4cm™ e intervalo

espectral de medicion de 4000-500 cm™ [46]

3.3 Ensayos de bioactividad in vitro con suero fisioldgico artificial (SFA)

Para determinar la bioactividad de los andamios porosos preparados se ha utilizado SFA en un
estudio in vitro en el que se ha analizado la precipitacion de HAp, principal componente
mineral dseo, sobre la superficie de la matriz ceramica, que ha sido sumergida en un suero

que reproduce las concentraciones idnicas del plasma sanguineo.

En este estudio se ha preparado SFA de acuerdo con el protocolo descrito por Kokubo y col.
en 2006 [21]. El proceso se realiza por completo a temperatura corporal (36,5 + 0,5 °C). Una
vez preparado el SFA, se sumerge el material ceramico poroso en tubos Falcon de 50 ml
durante un determinado periodo de tiempo, en una cuba con agitacién ultrasénica a 37 °C. Al
acabar este periodo de tiempo, se deja secar el material y se prepara para la observacién en
el MEB.
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4. Resultados y discusion

4.1 Preparacion y caracterizacion de la Fase R
La sintesis de la fase R (solucion sdlida de aC,S-a’TCP) se ha llevado a cabo por reaccion en
estado sélido a partir de los siguientes reactivos comerciales: hidrégeno fosfato de calcio
(CaHPQg4, Acros), carbonato de calcio (CaCOs, PanReac) y didxido de silicio (SiO2, Strem Chem).
A partir del diagrama de equilibrio de fases del sistema Cas(P04),—CazSi04, podemos observar
que la fase R se puede obtener con una concentracion del 31% en peso de TCP y un 69% en
peso de C,S. Para ello se cuenta con una serie de relaciones estequiométricas descritas por las

ecuaciones 3-5:

2CaC0; + Si0, - Ca,Si0, + 2C0, (3)
CaC0; + 2CaHPO, — Cas(PO,), + CO, + H,0 (4)

3CaC0; + 2CaHPO, + Si0, - Ca,Si0, + Cas(P0,), + H,0 + 3C0, (5)

Una vez pesadas las cantidades correspondientes de los reactivos, se ha homogenizado la
mezcla con acetona en una capsula de porcelana. Una vez seco, el material se ha introducido
en gomas de latex y se ha compactado mediante un prensado isostatico a una presion de 140

MPa durante 20 minutos.

A continuacion, se ha introducido el material compactado en un crisol de platino y se ha
sometido al tratamiento térmico de homogeneizacién. Primero, se ha elevado la temperatura
a 1500 °C durante 3 horas y luego se ha mantenido otras 3 horas a dicha temperatura. Al
acabar, se ha realizado un enfriamiento rapido o quenching en nitrégeno liquido, que se

encuentra a una temperatura de alrededor de -196 °C.

Una vez enfriado, se ha molido el material manualmente en un molino de dgata seguido de
una molienda automatica en un molino de agitacion mecanica a 15 Hz durante 3 minutos
suspendido con isopropanol. Una vez se ha homogeneizado el material, este se vuelve a
prensar isostaticamente en gomas de latex, se introduce en un crisol de platino y se somete

al tratamiento térmico descrito en la figura 18.
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Figura 18. Tratamiento térmico de 4 dias de la fase R.

El material se ha sometido a una temperatura que ha ido aumentando hasta 1500 °C durante
3 horas, que luego se ha mantenido durante 4 dias. A continuacién, el material se ha enfriado
rapidamente en nitréogeno liquido. En la figura 19 podemos observar la caracterizacion del
material obtenido tras el tratamiento térmico mediante DRX, donde se observan 3 picos
intensos. Estos picos se corresponden con las difracciones producidas por los componentes
aC5S (Ficha JCPDS n2 01-087-1260) y a’TCP (Ficha JCPDS n2 01-089-8960) presentes en la fase

R, que al tratarse de una solucién sélida, se encuentran desplazados ligeramente.
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Figura 19. DRX del tratamiento térmico de 4 dias realizado para preparar la fase R.
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Con el objetivo de intentar aumentar la cristalinidad del material se ha realizado un
tratamiento mas largo a 6 dias, obteniéndose resultados similares al tratamiento a 4 dias, por

lo que se decidid continuar realizando el tratamiento de 4 dias para ahorrar tiempo.

Para poder preparar los andamios ceramicos porosos mediante el método de réplica de
esponja polimérica es necesario contar con un rango de tamarfio de particula homogéneo y lo
mas pequeiio posible. Para determinar el tiempo de molienda por el cual se obtiene el tamano
de particula deseado, se ha llevado a cabo una molienda del material de diferentes tiempos

de duraciéon en un molino planetario, a una velocidad de molienda de 300 rpm (Figura 20).
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Figura 20. Tamafio de las particulas de la fase R durante diferentes periodos de tiempo de molienda.

En la Figura 20 podemos observar el rango de tamafio de particulas obtenido al moler la fase
R durante diferentes periodos de tiempo. De este modo, se ha observado que a medida que
se aumenta el tiempo de molienda el tamafio de particula se va reduciendo y
homogeneizando, siendo el primer periodo de tiempo de 30 minutos el que produce un rango
de tamano mas homogéneo, pero de un tamafio mayor, de 88,41 um. Por otro lado, el periodo
de tiempo de 6 horas es el que produce un rango de particulas mas heterogéneo, con un
tamafio medio de 61,34 um. Asi, se ha obtenido que el rango donde el tamarfio de particulas
es mas homogéneo y del menor tamafio posible resulta de un tiempo de molienda de 3,5h,

en el que el tamafo de particula medio es de 10,66 um.
Ademas, se ha realizado un andlisis por DRX de los diferentes tiempos de molienda, donde no

se observan cambios significativos que puedan indicar una amorfizacién de la estructura

cristalina de la fase R (Figura 21) [47].
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Figura 21. DRX de los diferentes tiempos de molienda de la fase R.

4.2 Preparacion y caracterizacion de los andamios ceramicos
A continuacidn, se ha procedido a la preparaciéon de las ceramicas porosas mediante el
método de réplica de esponjas poliméricas, partiendo de plantillas de PU cilindricas de

aproximadamente 7 mm de alturay 7 mm de diametro.

Se ha preparado la suspensidn ceramica de fase R en agua destilada, que se ha
homogeneizado por ultrasonidos durante 10 pulsos de 2 segundos de duracién, con 2
segundos entre pulsos. Seguidamente, se ha afiadido varias gotas de dispersante Dolapix CE64
y varias gotas de aglutinante Optapix PAF35 para concentrar las particulas de la muestra. Por
ultimo, se ha homogeneizado el material por ultrasonidos, con el objetivo de optimizar la

homogeneizacion de las particulas de la suspension ceramica.

Las plantillas de PU se han sumergido en la suspensién cerdmica de fase R y se ha eliminado
el exceso con un compresor de aire de manera que han sido cubiertas completamente por la
solucion ceramica, con los poros de la esponja abiertos por el aire. Este proceso se ha repetido
4 veces y se han sumergido 20 plantillas de PU. En total, se han recubierto 4 lotes de 20

plantillas de PU.
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Las matrices porosas se han dejado secar a temperatura ambiente durante 24 h, y se han
sometido a un tratamiento térmico para eliminar el PU y sinterizar el material cerdmico (Figura

22).
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Figura 22. Tratamiento térmico andamios fase R.

El tratamiento que se ha llevado a cabo es similar al anterior, pero se le ha afiadido una etapa
adicional por la cual se ha elevado la temperatura a 900 °C durante 8 horas y luego se ha
mantenido 5 horas a dicha temperatura, paso afiadido para la eliminacién completa del

poliuretano.

Tras cada tratamiento térmico se han tomado medidas del didmetro y la altura de cada matriz
porosa para poder controlar la contraccién o el shrinkage provocada por el tratamiento
térmico, comparando estas medidas con las medidas tomadas antes del tratamiento. Hemos
obtenido que en un total de 50 muestras la contraccion media tras someterse al tratamiento

térmico es del 42%.

Adicionalmente, se ha comparado por DRX la estructura cristalina de las matrices porosas con
la de la fase R (Figura 23), comprobandose que no ha habido cambios en la composicién
mineraldgica del material. La Figura incluye los DRX de los andamios ceramicos y del material

de partida de la fase R para una mejor comparacion.
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Figura 23. Comparacion DRX entre a) andamios cerdmicos de fase Ry b) fase R.

En la Figura 24 podemos observar la estructura porosa caracteristica de nuestros andamios

ceramicos, estructura que se corresponde con las plantillas de PU utilizadas en el estudio.

Figura 24. Microestructura de los andamios porosos vista bajo la lupa.

Esta estructura también ha sido observada mediante MEB. Previamente, los andamios han
sido recubiertos con Pd para tener una superficie conductora visible bajo el MEB. En la Figura
25 podemos observar la microestructura de nuestras matrices porosas, formada por puentes
y poros abiertos interconectados uniformemente, estructura necesaria para el transporte de

nutrientes y la generacion de osteocitos.
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Figura 25. Microestructura de los andamios ceramicos de fase R mostrando el detalle de a) los

puentes b) los limites de grano y c) la microestructura porosa.

Concretamente, en la Figura 25a podemos observar la microestructura caracteristica de los
puentes distribuidos a lo largo del andamio poroso, mientras que en la Figura 25b se pueden
observar varios limites de grano formados durante la sinterizacién del material. En la Figura
25c se observa una imagen representativa de la porosidad abierta interconectada presente

en el andamio ceramico.

Se han tomado medidas en varias muestras del ancho de los puentes y del didmetro de los

poros presentes en la microestructura de los andamios porosos, que aparecen representados

en la Tabla 2.
Intervalos Valor medio
Puentes 65-172 um 118 um
Poros 200-500 pm 405 pum
500-750 um 609 pum
750-1250 pm 836 um

Tabla 2. Intervalos y valores medios de los poros y puentes de las matrices porosas de fase R.

Realizando una busqueda bibliografica se ha encontrado que los poros con un didmetro
comprendido entre 100-500 um promueven la regeneracién dsea al permitir el paso de sangre
para favorecer la osteoconducciéon [48]-[50]. Sin embargo, también se ha observado que un
tamafio de poro de alrededor de 500 um favorece una reabsorcién de la ceramica por parte
del organismo que provoca que la regeneracion ésea disminuya [51], lo que no ocurre con

tamafios de poro mas pequeiios o mas grandes. También se ha descrito que a medida que
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aumenta el tamaiio de los poros de las matrices, la osteoconduccién aumenta, por lo que se
requieren mas estudios para determinar hasta qué tamano de poro se puede llegar para
maximizar la osteoconduccién sin que las propiedades mecdnicas de la matriz se vean
comprometidas [52]. Ademas, se ha visto que un rango amplio de tamarfios de poro indica que
los poros presentan una estructura jerarquizada que también se puede observar en la

microestructura dsea [53].

La composicion elemental de las superficies ceramicas se ha determinado por EDX, donde se
han seleccionado puntos aleatorios de la superficie de las matrices porosas. Se ha obtenido
una composicién elemental media de 20,07% de Si, un 12,68% de P y un 67,25% de Ca que se

corresponde con la composicion de la fase R.

Se ha realizado un analisis de espectroscopia infrarroja con el objetivo de completar la
caracterizacion quimica de las matrices porosas (Figura 26), en el que se han obtenido unas
intensas bandas entre 1050-540 cm™. Los picos de 1050 cm™ y 1012 cm™ indican que se
produce el solapamiento de las bandas de los grupos silicatos con las vibraciones producidas
por los grupos fosfatos. Los picos de 918 cm™ y 880 cm™ indican bandas caracteristicas debidas
a la tension simétrica de los grupos silicatos. Los picos de alrededor de 543 cm* indican bandas

caracteristicas de las flexiones simétricas de los grupos O-P-O [54].
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Figura 26. Espectro FTIR-ATR de a) los andamios de la fase R monofasica de alta temperaturay b) la

composicion bifasica equivalente de baja temperatura.
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Ademas, se ha comparado el espectro de la estructura monofasica de los andamios de la fase
R con el espectro de la estructura bifasica equivalente. Como podemos observar, el espectro
de la fase R es similar al espectro de la estructura bifasica equivalente de baja temperatura,

dado que ambas presentan una estructura de silicatos y fosfatos célcicos.

Por ultimo, se ha realizado un estudio de la microporosidad de las matrices ceramicas porosas
mediante la técnica de porosimetria de mercurio (Figura 27) para obtener informacién de la
distribucién de la porosidad en funcion del tamafio aparente de acceso a los poros presente

en nuestra microestructura.
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Figura 27. Curvas de intrusidn de mercurio: a) didmetro de poro frente a volumen de intrusién de Hg.

b) didmetro de poro frente al volumen diferencial de intrusién.

En la grafica de volumen de intrusién de Hg podemos observar varias absorciones. La primera
comprende didmetros de poro de entre 200 y 30 um, rango que se corresponde con el pico
intenso centrado alrededor de 47 um observado en la grafica de diferencial de volumen. La
segunda absorcion comprende diametros de poro de entre 30 y 2 um, rango que se
corresponde con el pico intenso centrado en los 3 um. Las primeras absorciones pueden
relacionarse con el relleno de espacios interparticulares mientras que las posteriores pueden
asociarse con el relleno de espacios intraparticulares. Cabe destacar que se han detectado
absorciones intensas relacionadas con un tamafio en el rango de los nandmetros, asociadas

con diametros de poro de hasta 3 nm. La presencia de absorciones asociadas a un rango de
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tamafio de poro tan heterogéneo indica la estructura jerarquizada que siguen estos poros,

caracteristica también presente en la microestructura de los huesos [53].

Se ha visto que los poros con un diametro inferior a 10 um tienen un area mas grande que
contribuye a una mejor interaccion entre el hueso y la prétesis cerdmica, con una mayor
adsorcién de proteinas, intercambio idnico y formacién de HAp [55], mientras que un
didmetro de poro de alrededor de 100 um favorece la adhesion inicial de los osteoblastos.
[56]-[58]. Sin embargo, un tamano de poro mayor que 300 um es necesario para la induccién
de la osteogénesis [59], por lo que un rango de tamafios de poro heterogéneo en el que se
pueda encontrar tanto macroporos como microporos es deseable a la hora de preparar

matrices ceramicas porosas para el desarrollo de implantes éseos.
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4.3 Estudio in vitro de la bioactividad con SFA
Se ha analizado la bioactividad de los andamios cerdamicos mediante un estudio in vitro que
determina si ha habido precipitacion de HAp cuando se ha sumergido la matriz porosa en SFA
durante un determinado periodo de tiempo. Se ha preparado el SFA con los reactivos y el
orden descrito por Kokubo en 2006 [21], de manera que se ha obtenido 1L de SFA que

reproduce las condiciones fisioldgicas del organismo.

Los andamios ceramicos se han colocado en un tubo Falcon que ha sido llenado con 50 ml de
SFA, y han sido sumergidos durante 1, 3, 5y 7 dias en un bafio con una temperatura constante
de 37 °Cy agitacidn mecanica. Una vez ha pasado cada periodo de tiempo, se ha reservado el
SFA para su posterior analisis mediante EOE-PAI. Los andamios porosos se han dejado secar

durante 24 horas para posteriormente observar su superficie en el MEB.

En la Figura 28 podemos observar varias micrografias de un andamio poroso que ha sido
sumergido durante 1y 3 dias en SFA, respectivamente. Las Figuras 28a y 28d demuestran que
la microestructura porosa estd presente en los andamios al ser sumergidos durante 1y 3 dias
en SFA. Por otro lado, las Figuras 28b y 28e muestran imdagenes que detallan Ia
microestructura de los puentes encontrados en los andamios ceramicos sumergidos durante
ambos periodos de tiempo, donde se puede observar un precipitado blanquecino
correspondiente a la HAp. La Figura 28c ofrece una vista detallada de la superficie del andamio
sumergido durante 1 dia en SFA, que también se encuentra cubierto de HAp y la Figura 28f
ofrece una vista del defecto triangular caracteristico del método de réplica de esponja

polimérica.
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Figura 28. Micrografias de un andamio poroso sumergido en SFA durante 1 dia (superior) y 3 dias

(inferior).

En la Figura 29 podemos observar varias micrografias de un andamio poroso que ha sido
sumergido durante 5y 7 dias en SFA, respectivamente. Como podemos observar, el nivel de
precipitacion de HAp en la superficie de la matriz crece a medida que se aumenta el tiempo

que pasa la matriz porosa sumergida en el SFA.

En estas micrografias se muestra un aumento considerable de acumulacién de HAp en la
superficie del andamio sumergido durante 7 dias en comparacién con el andamio sumergido
durante 5 dias. En las Figuras 29a y 29b podemos observar la microestructura de un poro y de
un puente cubiertos de precipitado, mientras que en la Figura 29c se puede observar la
superficie de la microestructura, también cubierta por HAp. Aqui se puede observar un gran
nivel de precipitado que, sin embargo, es superado por el andamio sumergido durante 7 dias.
En las Figuras 29d y 29e podemos comprobar que los elementos estructurales de este
andamio, como son los puentes, se encuentran recubiertos de HAp. De hecho, en la Figura 29f
se puede observar que la HAp se ha acumulado tanto en la superficie de la muestra que ha
formado una capa adicional de precipitado de alrededor de 5 um de grosor, sobre la cual sigue

precipitando.
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Figura 29. Micrografias de un andamio poroso sumergido en SFA durante 5 dias (superior) y 7 dias

(inferior).

Adicionalmente, un MED-RX de varios puntos aleatorios de cada muestra ha revelado que la
superficie de los andamios sumergidos en SFA estd compuesta por Si, P y Ca, siendo que los
niveles de Si disminuyen de un 20,1% presente en la fase R original a un 8,1% presente en los
andamios sumergidos durante 5 dias a medida que aumenta el tiempo de inmersién de los
andamios y aumenta el nivel de HAp precipitado sobre la superficie. Sin embargo, no se ha
podido analizar la composicién elemental de la superficie de la muestra sumergida durante 7

dias debido al craqueo producido sobre la capa de precipitado al realizar el vacio.

También se han pesado las muestras antes y después de ser sumergidas en SFA, y se ha
comprobado que después de haber sido sumergidas, las muestras han perdido entre un 14,7
y un 4,4% de su peso, lo que puede deberse a una disolucién del material en el SFA 0 a una

pérdida del material durante el manejo de la muestra.

Para discernir el punto en el que empieza a precipitar la HAp se han analizado matrices
porosas que han sido sumergidas en SFA durante 1, 3 y 6 horas. En la Figura 30 podemos
observar varias micrografias de un andamio poroso que ha sido sumergido durante 1y 3 horas
en SFA, respectivamente, mientras que en la Figura 31 podemos observar varias micrografias
de un andamio poroso sumergido en SFA durante 6 horas.
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Figura 30. Micrografias de un andamio poroso sumergido en SFA durante 1 hora (superior) y 3 horas

(inferior).

En las Figuras 30a y 30c se aprecia la microestructura de dos puentes de los andamios
sumergidos durante 1y 3 horas, mientras que en las Figuras 30b y 30d se observa la superficie
de la muestra de ambos andamios. A lo largo de estas estructuras se puede apreciar una
pequefia cantidad de HAp que ha precipitado sobre las superficies de las matrices en forma

de esferas aisladas dispersas en la superficie.
En la Figura 31 se puede observar un aumento considerable de la precipitacién de HAp sobre

la superficie de la muestra ceramica sumergida durante 6 horas, por lo que se puede decir que

la HAp comienza a precipitar de manera significativa a partir de este momento.
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Figura 31. Micrografias de un andamio poroso sumergido durante 6 horas en SFA.

Por ultimo, se ha analizado el suero por EOE-PAI para determinar la concentracién idnica del

SFA tras haber sido utilizado en el ensayo de bioactividad anterior.

En la Figura 32 se puede observar una representacion grafica de las variaciones que han
sufrido las concentraciones de calcio, silicio y fésforo presentes en el SFA a medida que se ha

aumentado el tiempo que han pasado los andamios ceramicos sumergidos en el SFA.
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Figura 32. Concentraciones de calcio, silicio y fésforo presentes en el SFA en los diferentes tiempos

de inmersién de los andamios ceramicos.

Como podemos observar, la concentracidon de los elementos se mantiene constante hasta
llegar a un punto situado alrededor de las 24 horas, a partir del cual se aprecian variaciones
significativas. La concentracidon de calcio crece a medida que el tiempo aumenta, lo que

también pasa con la concentracidn de silicio, aunque el aumento es menos pronunciado. Por
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otro lado, la concentracidn de fésforo disminuye ligeramente con el tiempo. Estas variaciones
en las concentraciones de los diferentes elementos indican la disolucion parcial de una de las
fases del material, concretamente la fase aC,S, que tiene calcio y silicio. Esto se corresponde
con los resultados observados en las micrografias obtenidas por MEB, y es debido a que el
fosforo presente en el medio empieza a precipitar en la superficie de los andamios en forma
de HAp, mientras que los niveles del calcio y el silicio en el SFA aumentan a medida que pasa

el tiempo por una disolucién parcial de las matrices.
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5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto que:

Se ha obtenido y caracterizado el polvo ceramico compuesto por fase R.

No se han detectado cambios en la cristalinidad del material, y se ha obtenido un rango
de tamafio de particulas homogéneo y lo mas pequefio posible con un tiempo de
molienda de la muestra de 3,5 horas.

Se ha obtenido andamios porosos ceramicos de fase R con la misma composicién
guimica mediante el método de réplica de esponja polimérica.

Se ha determinado la estructura porosa de los andamios ceramicos y la composicion
de su superficie, y se ha determinado la presencia de poros distribuidos en una
estructura jerarquizada a lo largo de la superficie de la muestra, que llega hasta
tamafios del rango de los nandmetros.

El estudio de la bioactividad ha demostrado que los andamios porosos previamente
preparados presentan interacciones con el medio al ser sumergidos en SFA, lo que se
manifiesta como una precipitaciéon constante de HAp en la superficie del material,
hecho comprobado mediante un andlisis del SFA por EOE-PAI. Se ha concluido que Ia
HAp se comienza a apreciar en la superficie de la muestra cuando el andamio lleva 1
hora sumergido en SFA en forma de esferas aisladas, que se distribuyen por toda la
superficie cuando esta sumergida en SFA durante 6 horas. La superficie se encuentra

practicamente cubierta de precipitado a partir de las 24 horas.

Los resultados presentados en este estudio demuestran que los andamios cerdmicos porosos

preparados a partir de fase R son unos buenos candidatos para el desarrollo de prétesis dseas,

ya que su estructura porosa bioactiva es ideal para el crecimiento y la nutricién de nuevos

osteocitos.

Sin embargo, se precisan futuras investigaciones para que estos andamios cerdmicos porosos

puedan ser considerados seguros para su uso como proétesis en la ingenieria de tejidos.

Concretamente, se precisan varios estudios que determinen las propiedades mecanicas de las

matrices porosas y estudios in vivo que demuestren la eficacia y la seguridad de estos

andamios a la hora de ser utilizados en animales y posteriormente, en seres humanos.
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