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INTRODUCCION GENERAL

Existen multiples razones clinicas y sociales para el desarrollo de solidos porosos. En el
ambito biomédico, particularmente en el campo de la cirugia ortopédica, algunos so6lidos
porosos conocidos como sustitutos Oseos, desempefian un papel fundamental en el
tratamiento de enfermedades osteodegenerativas, traumas y fracturas que comprometen al

tejido Oseo.

La demanda elevada de sustitutos 6seos se satisface parcialmente, mediante el uso de
injertos Oseos, siendo esta estrategia poco efectiva debido a problemas colaterales como
morbilidad del sitio donante, infeccion, inflamacion y transmision de enfermedades, entre
otros. La otra alternativa es el uso de materiales artificiales, esta estrategia ya se esta
implementando pero requiere de mejoras y de mayor acceso, ya que los pocos productos

disponibles, frecuentemente, deben ser importados.

Es asi, que en la presente investigacion de maestria se presentan algunos avances hacia el
logro de dos grandes objetivos con impacto directo sobre lo social, econdémico y cientifico:
i) Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita y alimina, y i) Orientaciéon de las
nanoparticulas sintetizadas hacia la formacion de sustitutos 6seos potenciales, aplicando
conocimiento basico proveniente de la quimica del estado solido. Las propiedades
individuales de las nanoparticulas, alta biocompatibilidad en el caso de la hidroxiapatita y
elevada resistencia mecéanica por parte de la alimina_hacen de estos materiales de partida,

buenos candidatos para el desarrollo de sustitutos 6seos.

La estructura de este documento se deriva directamente de la estrategia adoptada para el
desarrollo de la investigacion. El primer capitulo presenta una sinopsis teoérica centrada
primordialmente en el contexto especifico del trabajo (minerales del grupo apatita, 6xido de
aluminio y sustitutos Oseos), ofreciendo al lector una ubicacion tematica concreta sin
recargar el documento con transcripciones bibliograficas que son de facil consulta para

cualquier interesado. El segundo capitulo describe detalladamente las etapas involucradas



en la sintesis de nanoparticulas y solidos porosos. Los resultados obtenidos en la
caracterizacion de las nanoparticulas mediante el uso de técnicas de espectroscopia y
microscopia, entre otras, son presentados y discutidos en el capitulo tres. Finalmente, el
capitulo cuatro aborda la caracterizacion de los solidos porosos mediante el empleo de
diversas técnicas instrumentales; pero se enfoca principalmente hacia la evaluacion y

discusion del potencial de estos materiales como sustitutos 0seos.



RESUMEN GENERAL

La presente investigacion trata acerca de la sintesis, caracterizacion y evaluacion in-vitro
del potencial 6seo sustituto de solidos porosos obtenidos a partir de nanoparticulas de

Cajo(PO4)s(OH), y Al Os.

Las nanoparticulas de Ca;o(PO4)¢(OH), y Al,O3 fueron sintetizadas mediante los métodos
hidrotermal asistido con microemulsiones y metal-formiato respectivamente. Los resultados
de la caracterizacion confirman la efectiva obtencion de Ca;o(PO4)s(OH), y a-Al,O3 con
una selectividad del 100 %. El tamafio promedio de las particulas de hidroxiapatita se situd
en el rango de 65 - 105 nm, mientras que el tamafio promedio de las particulas de a-Al,O;
normalmente se situd en el rango de 366 - 463 nm. Para el caso de los nanopolvos de
hidroxiapatita, se encontr6 que el tamano de particula disminuye con el decremento del
parametro W, (relacion molar agua/ surfactante) mientras que el control simultdneo de la
morfologia y del tamafio de particula se puede lograr mediante el ajuste de un Unico

parametro Py el cual representa la relacion molar surfactante/cosurfactante.

Se preparan so6lidos porosos de alimina y del compuesto hidroxiapatita-alimina mediante
infiltraciéon de una espuma comercial de poliuretano con suspensiones de nanoparticulas,
seguido de tratamientos térmicos. Los sélidos se caracterizaron por medio de técnicas
instrumentales, ensayos mecanicos y pruebas en fluido corporal simulado. Los resultados
de la caracterizacion evidencian la formacion de sélidos con porosidad interconectada y una

morfologia de poros que replica en cierta medida la presente en la espuma de partida.

Se obtuvo un sélido poroso de hidroxiapatita-alimina con caracteristicas de sustituto 6seo
promisorio. Estas caracteristicas son: resistencia a la compresion de 2.1 MPa, densidad de
2.5 g/em’, poros interconectados con un didmetro promedio de alrededor de 350 pm, alta
estabilidad de sus iones iones Ca®" y PO,’ en solucién de fluido corporal simulado (SBF) y
bioactividad In-vitro, siendo evidenciada la formaciéon de una nueva fase apatitica de

formula CagH,(PO4)6.5H,0 a los 5 dias de inmersion en SBF.



CAPITULO I

ASPECTOS FUNDAMENTALES SOBRE
MINERALES DEL GRUPO APATITA, OXIDO DE
ALUMINIO Y SUSTITUTOS OSEOS



1. ASPECTOS FUNDAMENTALES SOBRE MINERALES DEL GRUPO APATITA,
OXIDO DE ALUMINIO Y SUSTITUTOS OSEOS

1.1. MINERALES DEL GRUPO APATITA

Los minerales del grupo apatita comprenden wuna familia de fosfatos, vanadatos y
arseniatos que tienen estructuras hexagonales o monoclinicas muy similares (Gomez et al.,

2004).

La formula general para el grupo apatita es:

As(BO,)3(OH, F, Cl)

En la formula, A puede ser un elemento metalico como calcio, bario, sodio, plomo,

estroncio, lantano o cerio. Mientras que B puede ser fosforo, vanadio o arsénico.

Entre los minerales mas representativos del grupo apatita, se encuentra la hidroxiapatita, un
compuesto de composicion Ca;o(PO4)s(OH), que segun las condiciones de preparacion
puede encontrarse a temperatura ambiente, en la simetria monoclinica o la simetria
hexagonal. A la estructura cristalina de la hidroxiapatita en el sistema monoclinico, le
corresponde un grupo espacial P2;/b; a = 9.421 A, b = 2a, c= 6.881 A, mientras que en el
sistema hexagonal le corresponde un grupo espacial P63/m; a =b =9.432 A, ¢ = 6.881 A
(Hochrein et al., 2004).

La estructura cristalina de la hidroxiapatita estd determinada por la disposicion particular de
grupos fosfato, atomos de calcio y grupos hidroxilos (figura 1.1). Los grupos fosfato estan
representados por tetraedros, 2 de cada 5 atomos de calcio ocupan posiciones denominadas
Cal mientras que, 3 de cada 5 atomos de calcio ocupan posiciones denominadas Ca2 que
forman entre si un triangulo, y al interior de cada triangulo se encuentra inmerso un grupo

hidroxilo (Hochrein et al., 2004).



La diferencia basica entre la estructura monoclinica de la hidroxiapatita (parte superior de
la figura 1.1) y la estructura hexagonal (parte inferior de la figura 1.1) es que en la primera
estructura, la ocupacion de los grupos hidroxilos es de 1, mientras que en la segunda
estructura es de 0.5. Esto quiere decir que en la estructura hexagonal de la hidroxiapatita,
los grupos hidroxilos estan igualmente distribuidos por debajo o por encima del plano de

los tridangulos de calcio (Hochrein et al., 2004).

Figura 1.1. Estructura cristalina de la hidroxiapatita: parte superior, estructura

monoclinica; parte inferior, estructura hexagonal (Hochrein et al., 2004).

Diversos minerales del grupo apatita (tabla 1.1) resultan de la sustituciéon de iones (Ca*’,
HO y PO,”) en la formula Ca;o(PO4)s(OH),. Estas sustituciones generan variaciones en los
parametros de red y suelen provocar cambios en morfologia, solubilidad, y ocasionalmente,

pérdida de la tipica simetria hexagonal (LeGeros y LeGeros, 1993).



Tabla 1.1. Algunos minerales del grupo apatita (LeGeros y LeGeros, 1993).

Tipo de mineral Origen Sustituyente principal
F-Apatita Durango, Mexico F
Dabhllita Wyoming, USA CO5
Staffelita Staffel, Germany COs, F
CO;-OH-Apatita Esmalte humano HPO.,>, CO5, CI, Mg2+
Cl-Apatita Sintético Cr

1.1.1. SINTESIS DE HIDROXIAPATITA

Numerosos estudios sobre sintesis de polvos de hidroxiapatita aparecen reportados en la
literatura, destacando algunas caracteristicas finales de los polvos como morfologia y
tamafio de particula, caracteristicas estas, que pueden ser asociadas a la complejidad del
método particular de preparacion. A modo general, polvos de hidroxiapatita con tamafios de
particula de escala micrométrica a nanométrica, pueden obtenerse mediante reacciones de

estado solido, precipitacion quimica y sintesis hidrotermal, entre otros métodos.

Las reacciones de estado solido permiten obtener hidroxiapatita estequiométrica y bien
cristalizada, sin embargo, estas reacciones requieren llevarse a cabo, a temperaturas
relativamente altas y bajo tiempos largos de tratamiento térmico (Lin et al., 2007). En el
caso de la precipitacion quimica, parametros como la cristalinidad y la relacion Ca/P del
producto obtenido, en muchos casos, son inferiores al de una hidroxiapatita estequiométrica

y bien cristalizada (Lin et al., 2007).

Por su parte, la sintesis hidrotermal permite obtener polvos de hidroxiapatita con alto grado
de cristalinidad y una relacion Ca/P cercana al valor estequiométrico (Lin et al., 2007). La
gran ventaja de la sintesis hidrotermal se encuentra en las temperaturas relativamente bajas

de tratamiento térmico, esta técnica de sintesis suele potenciarse mediante el uso de



microemulsiones y de ese modo, resulta muy versatil en la obtencion de nanoparticulas de

hidroxiapatita con una relaciéon Ca/P estequiométrica y morfologias muy variadas.

La sintesis hidrotermal ha sido definida en términos generales como una tecnologia para la
cristalizacion de materiales y compuestos quimicos directamente de soluciéon acuosa
mediante el control adecuado de variables termodindmicas (temperatura, presion y
composicion quimica) y no termodindmicas como la agitacion (Suchanek et al., 2004).
Algunos autores (Yoshimura y Byrappa, 2008) enfatizan en que el término hidrotermal
hace referencia a una reaccion quimica homogénea o heterogénea en presencia de un
solvente (en medio acuoso o no acuoso) y llevada a cabo, a una temperatura por encima de

la ambiental y presion superior a una atmdsfera, en un sistema cerrado.

La sintesis hidrotermal se realiza usualmente a presion autdégena, que es la presion de vapor
saturado de la mezcla hidrotermal a una determinada temperatura y composicion (Suchanek
et al., 2004). Los reactantes usados en sintesis hidrotermal normalmente son llamados
precursores y son administrados en forma de soluciones, geles y suspensiones (Suchanek et
al., 2004). Por su parte, aditivos orgdnicos o inorganicos son usados para promover la

dispersion de particulas o controlar la morfologia cristalina (Suchanek et al., 2004).

La sintesis hidrotermal de hidroxiapatita, a partir de nitrato de calcio y fosfato de amonio

puede representarse segun la reaccion:

10 Ca(NO3), + 6 (NH,),HPO4 + 8 NH,OH — Cao(PO4)g(OH), + 20 NH;NO; + 6 H,0

En la figura 1.2 se muestra el diagrama de fase del sistema CaO-P,0s-NH4NO; bajo
condiciones hidrotermales (Riman et al., 2003). Puede verse que la presion autdogena
aumenta desde 0.1 hasta 2.5 MPa, al subir la temperatura desde 25 °C a 200 °C, y que la
region de estabilidad de la fase hidroxiapatita (HAp) o de la fase monetita (Mt) es
altamente dependiente del pH del sistema. Dependencia que también ha sido reportada en

otros trabajos (Garcia et al., 2005).



(a) 0 [ll'll'l'l:l‘]llIlIl'llI]lIIlllllr'!lllrlllr'IIlIIllIIrII!l‘L (b) 0

TIT LTI T AR T[T AR A T[T I A [ TorT

[ T A .
E : 3 E ——Mt+ HAp E
" 3 E Jelewn  a

4 . 3 A E Mt =
o F HAP E o F 200°C HAp 3
= E 25 3 = .E 25Mpa E
2 3F o01Mpa E g 3F °© E
~ 3 Ca'P =167 3 ~ F CalP=1.24 E
* o 3 aP =1, 3 5 E E
§ 4F 3 .y 3
E E 3 E E 3
_8’ E- -;: E}’ E" Pro.duct;qslde Sintesis -é
5 ':'_Reginnes de estabilidad J: -5 ;_ . M+ HAp _;
- Mt 3 3 m HAp 3
E HAp 3 ] 3
6 = -6 | Regiones de estabilidad =
E 3 E === Mt 3
E 3 E — HAp 3
-7 -lllll‘llIllllll'llllllllllllllllIIIllIIIIIIlIIIlIIlIIIIH ‘? ErllIlllllllllllllllllllIlllllllllllilllar:
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8
pH pH
Figura 1.2. Diagrama de fases del sistema CaO-P,0s-NH4NOs: a) 25 °C;b) 200 °C (Riman
et al., 2003).

El uso de microemulsiones es de gran interés en la sintesis hidrotermal de hidroxiapatita, en
particular, aquellas microemulsiones que favorecen la formacién de micelas inversas. Las
micelas inversas son sistemas con ambientes acuosos de tamafio nanométrico estabilizados
por moléculas de surfactante, que a su vez se encuentran dispersas en un medio oleoso

continuo (Sugitomo et al., 2007).

Una caracteristica importante de las micelas inversas es que dentro de sus ambientes
acuosos de tamafio nanométrico se pueden llevar a cabo reacciones quimicas, actuando asi
como nanoreactores. Ademas, el tamafio del ambiente acuoso puede ser controlado por
varios parametros tales como la fuerza ionica, la concentraciébn de surfactante y en
particular, la relacion molar agua/surfactante (Michael et al., 2007). Por lo anterior, la
confinaciéon de precursores al interior de micelas inversas, seguido de tratamiento
hidrotermal puede permitir la obtencion de nanoparticulas de hidroxiapatitia de tamafio

controlado y alto grado de cristalinidad.



Algunos autores han propuesto un modelo para la cristalizacion de fosfato de calcio en
presencia del surfactante bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB), el cual se representa en
la figura 1.3 (Wei et al., 2006). Inicialmente, las moléculas de CTAB se ionizan en la
interface acuosa, formando cationes CTA” seguidamente, los iones PO4> son inmobilizados
en la interface debido a su afinidad por los iones CTA". Con la posterior adicién de iones
Ca2+, estos ultimos se asocian a los iones PO,> que aun se encuentran inmobilizados en la
interface. De este modo, las moléculas de surfactante actian como ntcleos para la
cristalizacion de fosfato de calcio y tal mecanismo podria explicar la cristalizacion

hidrotermal de hidroxiapatita en micro-emulsiones basadas en CTAB.

P =
. !J -“ }’ F’ \‘ ; P
kY r \ F kY !f
3 !*' LY '.f A ;
3 1 3
o o o d o d
NS N/ NS
Ca* Ca* Ca**
LN 7\ FAR
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H\ ? \ H‘ ’ A\ H\ ’ Y
'\" i) \| \\ 0 \\. \;'|I o b
7
S0 T - N A
s

Fase acuosa

Fase oleosa E .- E%% é %

Cosurfactante Surfactante
Figura 1. 3. Modelo de cristalizacion orientada de fosfato de calcio en presencia de CTAB

(Wei et al., 2006).

En el primer reporte de sintesis hidrotermal de nanoparticulas de hidroxiapatita asistida
con micro-emulsiones (Cao et al., 2004), los autores utilizaron CaCl, y H3;PO, como
reactivos de partida, y un sistema de micro-emulsion constituido por CTAB/ciclohexano/n-
pentanol/agua. La mezcla se introdujo en un reactor hidrotermal y se sometid a una
temperatura de 130 °C durante 12 horas. De ese modo, se obtuvieron nanofibras de 50 a

120 nm de didmetro y mas de 1 um de longitud.
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Posteriormente, se logré una reduccion significativa en el tamano de las nanoparticulas de
hidroxiapatita obtenidas por sintesis hidrotermal, utilizando Ca(NO3),.4H,0 y (NH4),HPO4
como reactivos de partida, y un sistema de micro-emulsion basado en agua/CTAB/TX-
100/n-butanol/ciclohexano (Sun et al, 2007). La reaccion hidrotermal se llevé a cabo, a una
temperatura de 160°C durante un periodo de 12 horas. Se obtuvo hidroxiapatita como unica
fase, solo cuando el pH fue ajustado a un valor de 11. En este caso, las nanoparticulas

presentaron de 20 a 35 nm de didmetro y menos de 100 nm de longitud.

Desde el punto de vista de disefio de nanomateriales por sintesis hidrotermal asistida con
micro-emulsiones se puede tener en cuenta algunos parametros directamente relacionados
con la ciencia de micro-emulsiones. El primer parametro de interés es Wy, el cual
representa la relacion entre moles de agua y moles de surfactante. Por su parte, el parametro

Py, relaciona los moles de cosurfactante con los moles de surfactante (Wang et al., 2005).

El efecto de la variacion sistematica de los parametros Wy y Py sobre el tamafio y la
morfologia de particulas obtenidas por sintesis hidrotermal asistida con micro-emulsiones,
ha sido poco estudiado. Algunos reportes analizan la incidencia de estos parametros sobre
la morfologia y el tamafio de particula de nanopolvos de fosfato de calcio obtenidos
mediante un sistema de microemulsion constituido de agua/CTAB/ciclohexano y n-

pentanol como cosurfactante (Wang et al., 2005; Lai et al., 2008).

Los estudios muestran que la variacion de cualquiera de los dos parametros (W o Py)
manteniendo el otro parametro constante, puede orientar a la formacion de nanoparticulas
de distinta morfologia, es decir, nanoesferas, nanocintas o nanoparticulas de forma irregular
(Wang et al., 2005). Por otra parte, al parametro Wy se le asocia una mayor incidencia sobre
el tamano de nanoparticulas de fosfato de calcio (Lai et al., 2008), lo cual puede deberse a
que el pardmetro Wy controla el volumen relativo de agua confinada en las micelas y por

tanto el espacio disponible para el crecimiento de particulas.
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1.2. OXIDO DE ALUMIO

El 6xido de aluminio o alimina con férmula Al,Os, puede existir en diversas fases (tales
como v, 9, 0, o), siendo a-alimina la fase mas estable (Sharma et al., 2003). La estructura
cristalina de la a-alimina corresponde al sistema romboedral y grupo espacial R-3c. En tal
estructura (figura 1.4), los iones O forman un arreglo hexagonal compacto, en el cual 2/3

de los intersticios octaédricos son ocupados por iones AlI** (Boch y Niepce, 2007).

1210 0110 __
1120

Figura 1.4. Estructura cristalina de a-alumina. Izquierda, vista desde el plano basal:
circulos grandes representan aniones, circulos pequenos rellenos representan cationes y
circulos pequenos sin rellenar representan vacancias en sitios octaédricos. Derecha, vista de

la super red de cationes (Boch y Niepce, 2007).
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1.2.1 SINTESIS DE a-ALUMINA

El método tradicional para la obtencion de a-alimina es el proceso Bayer (Keith Hudson,
1987) en el cual, mediante la deshidratacion de Al(OH); (Gibsita) y/o AIOOH (Bohemita)
se genera y- Al,O3 que a temperaturas por encima de 1000 °C se transforma en a-alumina.
El proceso Bayer es basicamente una ruta de produccion de o-alimina a gran escala, siendo

el tamafio de las particulas obtenidas generalmente de varios micrometros.

Las aplicaciones avanzadas de polvos submicrométricos de a-alumina, particularmente en
la industria de los recubrimientos y de los materiales biomédicos, ha motivado la
exploracién de varios métodos de sintesis. Entre estos estdn, la sintesis en solventes no
acuosos (Bell et al., 1998), metodologias sol-gel (Sharma et al., 2003; Bahaabad y Nassaj,
2008), procedimientos como “flame spray pyrolisis” (Tok et al., 2006) y la ruta metal
formiato (Gosh y Pramanic., 2001; Paucar et al., 2006).

La sintesis de Al,O3 via metal formiato, a partir hidroxido de aluminio y acido férmico,
involucra la condensacion inicial de los precursores para producir formiato de aluminio y la

posterior descomposicion térmica de este para formar Al,O3 segun las reacciones:

v

Al(OH); + 3 HCOOH AI(HCOO); + 3 H,0 (1)

2 AI(HCOO); + 3 O, ALO; + 6 CO, + 3 H,0 )

v

Resultados previos (Paucar et al., 2006) muestran que la ruta de los metal formiatos es
adecuada para la obtencion de «-Al,O; con  tamafios de particula que van
simultaneamente, del orden nanométrico al micrométrico. En la sintesis de a-Al,Os; via
metal formiato a partir de hidroxido de aluminio, cabe considerar, algunos factores
relacionados con la naturaleza del precursor y con la quimica del sistema Al-H,O. En

primer lugar, el hidroxido de aluminio puede estar constituido de un conjunto de polimorfos

(tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Polimorfos del hidréxido de aluminio (Pereira et al., 2002).

Polimorfo Simetria Parametros de celda Angulos de celda
a(nm) | b(nm) | c¢(nm) o B Y
Gibsita monoclinica 0.8684 0.5078 0.9736 90° 94.54° 90°

Bayerita monoclinica | 0.5062 | 0.8671 | 0.4713 90° | 90.45° | 90°

Nordtrandita Triclinica 0.5082 | 0.5127 | 0.4980 |93.67° | 118.92° | 70.27°

De otra parte, la descomposicion térmica del AI(OH); (figura 1.5) es tan compleja que la
formacion de bohemita (AIOOH) a partir de gibsita (AI(OH)3) puede empezar a darse a
temperaturas por encima de la necesaria para el inicio de la transformacion de y-Al,O;
hacia a-Al,O; (Zeng et al., 1998), esta ultima fase sin embargo, solo es apreciable

cinéticamente a temperaturas por encima de 1000 °C.

40 (1) AI(OH)s(s) = yv-AlIOOH(s) + H:O(g)
(2) 2y-AlO0OH(s) = y-Al:O1 (s) + H20{g)
(3) y-ALO:s () = a-AkOs ()
30 (4) 23AIOH); (s) = 1/3y-AL0s (s) + HrO(g)
(5) 23A1(OH)s (s) = 1/30-AL:0; (s) + HLO(g)
% 20
E
2 10
=
g
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A
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2
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Figura 1.5. Diagrama de energia de Gibbs Standard de las principales reacciones en el

proceso de descomposicion térmica de AI(OH); (Zeng et al., 1998).
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1.3. SUSTITUTOS OSEOS

Existen multiples razones clinicas para el desarrollo de sustitutos 6seos, incluyendo la
necesidad de mejorar los materiales que se puedan usar en la reconstruccion de defectos
ortopédicos y la necesidad de implantes quirurgicos que sean mecanicamente apropiados
para los ambientes biologicos (Burg et al., 2000). El desarrollo de estos materiales

constituye no solo un desafio tecnologico, sino también un proposito de gran interés social.

La actual y creciente demanda por nuevos sustitutos Oseos es alimentada por diversos
factores como las enfermedades osteodegenerativas, las fracturas en tejidos dseos y la
pérdida de extremidades en conflictos armados como el que se vive en Colombia. Cabe
resaltar que en paises como los Estados Unidos, cada afio se implantan cerca de 200.000

protesis en cirugia ortopédica (Paez et al., 2006; Huo y Cook, 2001).

A nivel nacional, cada hospital o institucion médica maneja sus propias estadisticas y
aunque las fracturas contribuyen solo parcialmente a la demanda total por sustitutos 0seos,
es de destacar que solo en el Hospital Militar Central, se atendieron entre los afios 1996 -
2002 un total de 840 pacientes con fracturas de clavicula que requirieron de injertos 6seos

(Martinez et al., 2005).

En Colombia la entidad encargada de obtener, procesar, almacenar y distribuir tejido 6seo
es el “Banco de Huesos y tejidos” de la fundacion Cosme y Damian. Este tipo de
instituciones dependen de donaciones voluntarias, por lo cual no alcanzan a cubrir las

necesidades y/o urgencias de intervenciones quirurgicas que requieren de tejido dseo.

Para resolver el problema de la demanda por nuevos sustitutos 6seos se han empleado
diversas estrategias que incluyen el uso de autoinjertos, xenoinjertos, aloinjertos y
materiales artificiales (Burg et al., 2000; Schilling et al., 2004; Wang et al., 2006; Sopyan et
al., 2007).
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Los autoinjertos estan lejos de poder satisfacer la demanda de sustitutos 6seos ya que su
uso esta limitado a la disponibilidad de tejido que pueda ser removido del mismo paciente
para luego ser implantado en este ltimo, con la consecuente morbilidad del sitio donante y
la prolongacion de la intervencion quirargica (Schilling et al., 2004; Wang et al., 2006;
Sopyan et al., 2007). Por su parte, los aloinjertos y xenoinjertos, al ser fragmentos de hueso
removidos de otra persona o un animal respectivamente, suelen provocar infeccion,

inflamacion y transmision de enfermedades (Wang et al., 2006; Schilling et al., 2004).

Las desventajas asociadas al uso de injertos dseos tradicionales (autoinjertos, aloinjertos y
xenoinjertos) han dado paso a la busqueda y desarrollo de materiales de origen natural o
sintético que puedan ser utilizados en implantes 6seos (Kim et al., 2006). Para que estos
materiales sean buenos sustitutos 6seos deben reunir un conjunto de caracteristicas que
incluyen biocompatibilidad (Mathiu et al., 2006), osteoinductividad (Zafe et al., 2005),
arquitectura porosa interconectada (Jun et al., 2006) y propiedades mecanicas similares a la

del hueso (Qui et al., 2006).

La biocompatibilidad es importante ya que hace posible la integracion del material al tejido
6seo (Mathiu et al., 2006), mientras que la osteoinductividad garantiza la formacion de
nuevo hueso mediante el reclutamiento e induccion de la diferenciacion de células (Zafe et

al., 2005).

En cuanto a la porosidad, es deseable una arquitectura interconectada que permita la
circulacion e intercambio de fluidos, la difusién de iones, suministro de nutrientes y la
penetracion de células osteoprogenitoras (Sopyan et al., 2007). Sin embargo, el incremento
en la porosidad suele disminuir las propiedades mecanicas del material (Jun et al., 2003),
por lo que el grado de porosidad debe estar en balance con las necesidades mecanicas del

sitio de implante (Jun et al., 2006).

Por otra parte, en el disefio de nuevos sustitutos debe ser factible la obtencion de sdlidos

con didmetros de poro preferiblemente entre 200 y 500 um, necesarios para la colonizacion
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de células osteoprogenitoras, el intracrecimiento fibrovascular y finalmente, la
conformacion de nuevo hueso (Sopyan et al., 2007). Otro aspecto clave en el disefio de
nuevos sustitutos es que estos presenten una resistencia a la compresion entre 2-12 MPa,

valores caracteristicos del hueso esponjoso (Costa et al., 2008; Sopyan et al., 2007).

1.3.1. SUSTITUTOS OSEOS ARTIFICIALES

La primera reparacion exitosa de un defecto dseo utilizando un material artificial, fue
reportada en 1920 y el material estaba hecho a base de fosfato de calcio (LeGeros, 2008;
Kalita et al., 2007; LeGeros y LeGeros, 1993). En 1975 se reporta la primera aplicacion
clinica de una bioceramica de fosfato de calcio (LeGeros, 2008; Kalita et al., 2007),
bioceramica que posteriormente fue identificada como una mezcla de B-Caz(POs)s y

Ca;o(PO4)6(OH),) (Le Geros, 2008; LeGeros y LeGeros, 1993).

Es entonces, a partir de 1975 que en diferentes lugares del mundo, se viene trabajando de
manera independiente en el desarrollo de la hidroxiapatita para ser utilizada como sustituto
0seo (LeGeros, 2008; LeGeros y LeGeros, 1993). El principal inconveniente de la
hidroxiapatita es su baja resistencia mecanica, lo cual limita su uso a aplicaciones en donde
no es relevante su aporte mecanico pero si su biocompatibilidad como es el caso de los

recubrimientos sobre protesis metalica (Kalita et al., 2007).

1.3.1.1. SUSTITUTOS OSEOS CON MATRIZ BIOINERTE DE REFUERZO

Una alternativa para obtener sustitutos 6seos con propiedades mecanicas comparables a las
del propio hueso, consiste en incorporar polvos de hidroxiapatita u otros fosfatos de calcio
en matrices bioinertes que ademas de ser porosas, también aporten la resistencia mecéanica

deseada.

Varios 6xidos ceramicos, con buenas propiedades mecanicas, son considerados bioinertes,

entre estos se tienen Al,O3 y ZrO, (Hulbert, 1993). A partir de estos 6xidos cerdmicos, la
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preparacion de una matriz bioinerte consiste basicamente, en mezclar un precursor
apropiado con un templete organico de sacrificio y dependiendo del tipo de templete, se
busca obtener un material cerdmico, cuya porosidad sea semejante a la del templete (replica

directa) o una copia del vaciado exterior del templete (replica negativa).

Basados en la replicacion directa, investigadores koreanos (Jun et al., 2003) lograron
preparar una matriz bioinerte de Al,Os, mediante infiltracion de una espuma comercial de
poliuretano con una suspension de alimina, y tratamientos térmicos, a dos temperaturas,
una de 600 °C para eliminar el polimero organico, y 1600 °C para lograr la sinterizacion

del sélido.

El cuerpo poroso de Al,Os fue posteriormente infiltrado con suspensiones de hidroxiapatita
y sinterizado a 1100 °C. Luego de multiples etapas de infiltracion y tratamientos térmicos,
se obtuvo un solido compuesto de hidroxiapatita — alimina con poros interconectados de
800 um de diametro y resistencia a la compresion de 6 MPa en probetas con 80% de

porosidad.

En otra metodologia de replicacion directa, investigadores alemanes (Rambo et al., 2006)
utilizaron una esponja constituida de celulosa para preparar una matriz bioinerte de Al,O3,
la cual fue recubierta con una capa de apatita utilizando soluciones de fluido corporal
simulado (SBF). Los materiales obtenidos presentaron una porosidad del 96 % y poros

interconectados con diametros cercanos a 80 pum.

La esponja inicialmente fue tratada a una temperatura de 800 °C bajo atmodsfera de
nitrogeno. En este paso, la esponja de celulosa se trasforma completamente a carbono,
conservando su micro-estructura inicial. Seguidamente, la esponja de carbono se sometié a
un proceso de infiltracion con vapor de aluminio a una temperatura de 1600 °C, dando

lugar a una preforma de carburo de aluminio segun la reaccion:

4Al g+ 3C (5 — ALGCss) AGigp0°c= - 473 KJ.
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La preforma de carburo de aluminio se oxido en presencia de aire a 1000°C para formar

una matriz de Al,O; mediante la reaccion:

2ALC3(5)+ 905  —>  4ALO; + 6CO AGop0rc= - 6156 kJ.

La matriz de Al,Os fue sinterizada a 1600 °C, y posteriormente recubierta con una capa de

apatita utilizando soluciones de fluido corporal simulado (SBF).

En un trabajo relativamente reciente (Costa et al., 2008), se prepararon matrices de Al,O;
mediante infiltracion de una espuma comercial de poliuretano con suspensiones de Al,O3 y
tratamientos térmicos a dos temperaturas, una de 600 °C para eliminar el polimero
organico, y 1550 °C para lograr la sinterizaciéon del solido. Las matrices de alimina
presentaron poros interconectados entre 100 y 300 um de didmetro, y resistencia a la
compresion entre 1.6 y 3.3 MPa. Las matrices de Al,O3 fueron luego, infiltradas con
suspensiones mixtas de fosfato de calcio y polivinil alcohol (PVA), obteniéndose asi,
solidos compuestos de fosfato de calcio/PV A/alimina que mostraron una efectiva adhesion

y proliferacion celular.

En cuanto a la obtencion de solidos porosos de Al,Os; mediante replicacion negativa, se ha
reportado la preparacion exitosa de solidos porosos a partir de nanoparticulas de Al,Os,
usando la técnica conocida como “centrifugal slip casting” (Yu et al., 2008). Las
nanoparticulas de Al,O; se introdujeron por centrifugacion en un molde cilindrico provisto
de un cuidadoso arreglo de esferas de poliestireno de 1 mm de didmetro. Luego de
centrifugar, se retird el espécimen del interior del cilindro, y se sometié a dos tratamientos
térmicos, uno a 550 °C para eliminar el polimero organico, y 1500 °C para lograr la

sinterizacion del solido.
Si bien, el proposito de los autores no fue conformar materiales candidatos a sustitutos

Oseos, las caracteristicas de los solidos obtenidos, porosidad variable de 75.6 - 83.2 %,

diametros de poro entre 900-1400 um, y resistencia a la compresion de 1.78 — 3.2 MPa,
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demuestra el potencial del método de replicacion negativa en la obtencion de solidos con
propiedades mecanicas y microestructurales que se ajustan a varios de los requerimientos

de un buen sustituto oseo.

1.3.1.2. SUSTITUTOS OSEOS BASADOS EN NANOPARTICULAS

Algunos autores (Kalita et al., 2007) enfatizan que la tendencia actual de investigacion en
bioceramica, se enfoca a cubrir las limitaciones de los fosfatos de calcio y la hidroxiapatita
en particular, con el objeto de mejorar sus propiedades como biomaterial mediante, la
exploracion de las ventajas unicas que ofrece la nanotecnologia. Esta tendencia, se basa en
el hecho de que los huesos son nanocomposites naturales, constituidos por un 69 % de
fosfato de calcio en la forma de hidroxiapatita cristalizada y/o fosfato de calcio amorfo,
siendo los cristales de hidroxiapatita con morfologia de laminas o agujas y dimensiones

tipicas de 20 - 80 nm (Zhang y Webster, 2009; Kalita et al., 2007).

La conformacion de implantes 6seos basados en nanoparticulas, presenta la ventaja de que
¢stas pueden ser sinterizadas a temperaturas mas bajas debido a su mayor area superficial.
Adicionalmente, resulta factible mejorar simultdineamente, el desempefio bioldgico y
mecanico de los implantes 6seos mediante el control de caracteristicas de los polvos tales
como tamafo y forma de las particulas, distribucion de tamafo de particula y grado de

aglomeracion (Kalita et al., 2007).
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2. SINTESIS DE NANOPARTICULAS Y SOLIDOS POROSOS

A continuacion se describirdn las etapas experimentales llevadas a cabo para la preparacion
de nanoparticulas de hidroxiapatita y alimina, asi como para la obtencion de so6lidos

porosos de alumina e hidroxiapatita — alumina.

2.1. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA

La sintesis de nanoparticulas de Ca;o(PO4)s(OH); se llevo a cabo mediante el método de
microemulsiones asistido con tratamiento hidrotermal, usando Ca(NO3),.4H,O (Merck 99
% de pureza) y (NH4),HPO4 (Carlo Erba 98 % pureza) como reactivos de partida.
Inicialmente se prepararon disoluciones de Ca(NO3),.4H,0 0.5 M y (NH4),HPO4 0.3 M. A
cada solucion se le adiciond6 NH4OH hasta ajustar el pH a 10.5, valor adecuado para la

formacion de hidroxiapatita de acuerdo a lo reportado en la literatura (Garcia et al., 2005).

Posteriormente, cada solucion fue agregada lentamente a una mezcla constituida por 75 mL
de tolueno como fase oleosa y cantidades adecuadas de bromuro de cetil trimetil amonio
(CTAB) (Merck 99 % de pureza) como surfactante y butanol (Carlo Erba 98 % pureza)
como cosurfactante, conservando los valores de los parametros Wo y Po de acuerdo a la

tabla 2.1.

Las mezclas fueron homogenizadas mediante agitacion magnética durante una hora y 30
minutos, a 900 revoluciones por minuto. Luego, la emulsion con contenido relacionado de
Ca(NO;), fue agregada gota a gota sobre la emulsion con contenido relacionado de
(NH4),HPOy, seguido de agitacion magnética durante una hora y, a 900 revoluciones por
minuto. De este modo, se obtuvo en cada caso una sola emulsion, que luego fue transferida

a un reactor de acero con vaso interno de teflon.

El reactor se colocd dentro de una estufa a 170 °C y durante un periodo del8 horas en todos

los casos. La seleccion de los valores de temperatura y periodos de tratamiento térmico se
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basod en otros reportes de sintesis hidrotermal de hidroxiapatita (Lin et al., 2007; Sun et al.,
2007), trabajos estos que emplearon sistemas de microemulsion distintos al propuesto en el

presente trabajo.

Luego de cada tratamiento térmico, el reactor se dejo en reposo hasta alcanzar la
temperatura ambiente. El precipitado obtenido en cada caso, se lavo tres veces con etanol
absoluto, se seco a una temperatura de 60 °C, y se tratd térmicamente a 600 °C, este ultimo
tratamiento, con el proposito de eliminar completamente los componentes organicos
residuales e inducir un mayor grado de cristalinidad en el producto final. La designacion de
los solidos obtenidos se resume en la tabla 2.1. La sigla HA proviene del inglés (Hydroxy
Apatite) y el numero asignado obedece al orden cronoldgico de realizacion de los

experimentos.

Tabla 2.1. Designacion de los polvos de hidroxiapatita sintetizados y valores especificos de

algunos parametros del método de preparacion

Material Relacion molar Relacion molar
agua/surfactante (Wo) surfactante/cosurfactante (Po)
HA-2 45 8
HA-3 30 5
HA-4 30 3
HA-5 30 10
HA-6 10 5
HA-7 45 5

2.2. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ALUMINA

La sintesis de nanoparticulas de a-Al,O3 se realizd a través de la ruta metal-formiatos,
usando AIl(OH); (R. A Chemicals 90 % de pureza) y HCOOH (Merck 99 % de pureza)

como reactivos de partida. Inicialmente, el hidréxido de aluminio se dispersé en etanol
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absoluto bajo una relaciéon masa/volumen de 30%. A la dispersion se le adiciono gota a gota
tres moles de &cido formico por cada mol de hidréxido de aluminio, manteniendo el pH en
el rango de 2.3 a 2.5 bajo agitacion, condiciones que de acuerdo a estudios previos (Paucar
et al., 2006) conducen a la formacion de formiato de aluminio AI(HCOO); Luego de
mezclar los reactivos, el sistema se dejo en periodo de maduracion, obteniendo asi un

material que posteriormente se secd a 60 °C y se tratd térmicamente a 1200 °C.

Por otra parte, se implementd un protocolo (ensayo 4 de la tabla 2.2) en el cual, el
hidroxido de aluminio en polvo fue agregado lentamente sobre una solucion acuosa de
acido formico al 20 % m/v, y bajo agitacion, seguido de las etapas de maduracion, secado a
60 °C y tratamiento térmico a 1200 °C durante 2 horas. La designacion de los materiales

obtenidos junto con algunos detalles experimentales, se resumen en la tabla 2.2.

Tabla 2.2. Algunos detalles de la sintesis de alimina via metal-formiato

Ensayo Tipo de Periodo de Designacion del | Designacion del producto
agitacion | maduracion (dias) | producto seco tratado térmicamente
2 Ultrasonica 3 FA-2 AT-2
3 Ultrasonica * FA-3 AT-3
4 Magnética 11 FA-4 AT-4

* En lugar de la etapa de maduracion, la mezcla de reaccion se tratd hidrotermalmente a

150 °C durante 15 horas.

2.3. OBTENCION DE MATRICES POROSAS DE ALUMINA

La obtencion de matrices porosas de Al,O; se llevo a cabo mediante adaptacion de una
metodologia reportada previamente (Jun et al., 2003), pero utilizando suspensiones de

nanoparticulas, en lugar de suspensiones de microparticulas.

Para la preparacion de las suspensiones acuosas de nanoparticulas de Al,Os se uso el polvo

previamente sintetizado y designado como AT-3. De acuerdo a la caracterizacion por
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difraccion de rayos X (capitulo III), el polvo AT-3 esta constituido exclusivamente de la
fase a-Al,O;. Basados en reportes previos (Costa et al., 2008; Garrido y Anglietti, 2005;
Montanaro et al., 1998) durante la preparacion de las suspensiones se incorporan al menos
dos de tres aditivos: acido citrico como dispersante, alcohol polivinilico como aglutinante y
carboxymetilcelulosa (CM-celulosa) como espesante. La homogenizacion de los
componentes de la suspension se realizd en molino de bolas de alimina a una velocidad de
170 revoluciones por minuto. Detalles sobre la composicion de cada suspension de Al,O;

se resumen en la tabla 2.3.

Tabla 2.3. Composicion de suspensiones acuosas de nanoparticulas de Al,O;

Suspension Ingrediente Concentracion (%om/m)
Alumina 65
Acido citrico 0.16*
! Alcohol polivinilico 3.0%
CM-celulosa 1.5%
Alumina 65
2 Acido citrico 0.16*
Alcohol polivinilico 3.0*

* Concentracion con respecto a la alumina.

En una primera etapa de infiltracién, secciones de espuma comercial de poliuretano con
dimensiones de 2x2x2 cm’ se sumergieron completamente en la suspension 1 (tabla 2.3).
La presencia de un espesante en la suspension 1, evita el colapso repentino de la estructura
durante la descomposicion térmica de la espuma organica. Posteriormente, las secciones se
extrajeron de la suspension y se compactaron suavemente con el propdsito de eliminar el

exceso de suspension y evitar un bloqueo excesivo de la porosidad.
Las piezas extraidas se colocaron inmediatamente dentro de una cdmara de vacio y se

desgasificaron durante 30 minutos a una presion reducida de aproximadamente 0.66

atmosferas. Las piezas se secaron a temperatura ambiente durante 3 dias, y luego se trataron
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térmicamente a 550 °C durante 30 minutos y, a 1450 °C durante 2 horas. Los sélidos

porosos obtenidos en esta etapa se denominaron NAT(1).

En una segunda etapa de infiltracion, los so6lidos porosos denominados NAT(1) se
infiltraron con la suspension 2 (tabla 2.3). Esta suspension no contiene espesante ya que el
solido NAT(1) no colapsa en el tratamiento térmico ademas, una mayor viscosidad de la
suspension favoreceria el taponamiento indeseado de los poros previamente formados.
Posteriormente, los solidos se extrajeron de la suspension y se continud con los pasos de
extraccion, des-gasificacion, secado y tratamiento térmico, bajo las mismas condiciones
utilizadas en la primera etapa de infiltracion. Los sélidos porosos obtenidos en esta segunda

etapa de infiltracion se denominaron NAT(2).

2.4. OBTENCION DE SOLIDOS POROSOS DE HIDROXIAPATITA - ALUMINA

Con el propodsito de obtener solidos porosos candidatos a sustitutos Oseos, una vez
obtenidas las matrices porosas de Al,Os;, se procedid a su modificacion mediante,
infiltraciéon con suspensiones de nanoparticulas de Ca;o(PO4)s(OH),. Teniendo en
consideracion algunos reportes previos (Zais et al., 2007; Costa et al., 2008) se implementd

el siguiente procedimiento:

Inicialmente, se prepar6 una suspension acuosa del polvo de Ca;o(PO4)¢(OH), denominado
como HA-7, en presencia de poliacrilato de sodio como dispersante y alcohol polivinilico
como aglutinante. La preparacion de polvos nanométricos propuesta en el presente trabajo
consume cantidades relativamente grandes del surfactante importado CTAB. Dado que la
preparacion del polvo HA-7 consume la menor cantidad relativamente de surfactante, su
suministro se pudo garantizar sin requerir de una importacion adicional. Algunos detalles

sobre la composicion de la suspension de Ca;o(PO4)s(OH), se resumen en la tabla 2.4.

El primer paso en la obtencién de s6lidos porosos de hidroxiapatita-alimina, consistié en

sumergir por completo las matrices porosas de Al,O3; en la suspension de Ca;o(PO4)s(OH),
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previamente preparada. Las piezas infiltradas fueron inmediatamente colocadas dentro de
una camara de vacio y desaireadas durante 30 minutos a una presion reducida de 50 cmHg.
Las piezas se secaron a temperatura ambiente durante 2 dias y luego se trataron
térmicamente a 600 °C durante 2 horas y, a 1100 °C por 2 horas adicionales. Los so6lidos

porosos obtenidos en esta etapa de infiltracion se denominaron NHAT.

Tabla 2.4. Composicion de la suspension acuosa de nanoparticulas de Ca;o(PO4)s(OH),.

Ingrediente Concentracion (%om/m)
Hidroxiapatita 20
Poliacrilato de sodio 0.5*
Alcohol polivinilico 1.5*

* Concentracion con respecto a la hidroxiapatita.
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