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Resumen
En la actualidad el injerto de hueso autdlogo sigue siendo el tratamiento estdndar al dafio o
lesién 6sea. Sin embargo, este procedimiento presenta algunas dificultades como el riesgo de
desarrollar dolores crénicos, disponibilidad limitada, la necesidad de una segunda cirugia,
tamafio y forma inadecuada y la morbilidad de la zona donante. Una alternativa para solucionar
este problema es el desarrollo de implantes Gseos. La respuesta del organismo a estos
implantes depende de factores como el material del injerto y su porcentaje de porosidad. La
hidroxiapatita (HA) y fluorapatita (FA) son bioceramicos ampliamente usados en aplicaciones
biomédicas debido a sus propiedades como biocompatibilidad, no toxicidad, estabilidad quimica
y bioactividad. Por otro lado, la lixiviacion de sales es considerada un método barato (17.69
pesos/gr aproximadamente, dependiendo de las variaciones del mercado) de fabricacion de
andamios porosos que se caracteriza por su simplicidad de equipos y operacién. El objetivo de
este trabajo es la estandarizacion de una metodologia para la fabricacién de andamios porosos
de HA y FA para aplicaciones de regeneracién de tejido 6seo. Para preparar los andamios,
primero fueron sintetizadas la HA y FA mediante el método de precipitacion por via himeda.
Los polvos de HA y FA fueron evaluados mediante microscopia electronica de difraccion de
rayos X (DRX). Los andamios porosos de HA y FA fueron fabricados mediante la técnica de
lixiviacion de sales y el producto final fue caracterizado mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM). La cuantificacién de porosidad y diametro de poro promedio de la superficie de
todas las pastillas fueron calculados con el software ImageJ. En conclusion, durante el proceso
de lixiviacion de sales, se encontraron una porosidad y tamafio de poro significativos (57% - 100
pum) utilizando cloruro de potasio (KCI), 10 ml de agua y un tratamiento térmico de ~840 °C y
~1093 °C para la muestras de HA y FA, respectivamente. Una caracterizacion mecanica y
analisis de citocompatibilidad son necesarios para evaluar, en un futuro, diferentes
formulaciones con grafeno y otros biopolimeros que permitan mejorar las propiedades

mecanicas y la osteoconductibilidad de los andamios.



Introduccion
“El hueso es un tejido conectivo altamente especializado y dindmico que presenta
extraordinarias propiedades mecanicas y capacidad regenerativa” (Serra, Fradique, Vallejo,
Correia, Correia, & Miguel, 2015). Su objetivo es desempefiar dos funciones fundamentales:
mecénica o de sostén y proteccidén para las estructuras internas, y bioguimicas, es decir, de
regularizacion homeostatica y de mantenimiento del equilibrio acido-basico, en sinergia con los

mecanismos respiratorios y renales (Di Stefano y Cazzaniga, 2013).

La matriz extracelular 6sea se encuentra calcificada y presenta constituyentes organicos e
inorganicos. ElI componente organico, que constituye cerca de 35% del peso seco del hueso
consiste en fibras que son casi exclusivamente de colageno de tipo | que se encuentran en
forma de haces entre 50 a 70nm de didmetro. Se encuentran también glucosaminoglucanos
sulfatados, diversas glucoproteinas como osteocalcinas, osteopontinasy sialoproteinas. La
porcién inorganica del hueso, que constituye cerca del 65% de su peso seco, esta compuesta
principalmente por calcio y fosforo, junto con otros componentes como bicarbonato, citrato,
magnesio, sodio y potasio. El calcio y el fésforo existen primordialmente en forma de cristales
de hidroxiapatita, [Cai0(PO.)s(OH).]. Los cristales de hidroxiapatita (40 nm de longitud por 25
nm de ancho y 1.5 a 3 nm de espesor) estan distribuidos de manera ordenada a lo largo de las
fiboras de colageno del tipo I. Los iones superficiales de los cristales atraen agua y forman
una cubierta de hidratacién, que permite el intercambio de iones con el liquido extracelular. La
dureza y su resistencia del hueso dependen de la relacién entre los cristales de hidroxiapatita y

el colageno (Gartner, 2015).

El crecimiento, adaptacién a las necesidades mecanicas del organismo y reparacion de los
huesos dependen de los fendmenos de demolicién y reconstruccion, que se producen en él, y lo
mantienen en un proceso de continua renovacion. La remodelacion ésea es llevada a cabo por
células especializadas como las células osteogénicas, los osteoclastos y los osteoblastos (Fig.
1). Las células osteogénicas son células madre no especializadas derivadas de la mesénquima
de las cuales se originan los osteoblastos. Los osteoblastos se encuentran en la superficie de
los huesos y se encargan de sintetizar y excretar la matriz organica del hueso al tiempo que
desempefian un importante papel en su mineralizacion. En cambio, los osteoclastos digieren los
componentes proteicos y minerales del hueso mediante la liberacion de enzimas lisosémicas,

es decir, se encarga de la destruccion el tejido viejo (Garzén et al., 2003).
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Figura 1. Hueso esponjoso del fémur. Representacion de las principales células éseas.

Con el paso de los afios, la remodelacion 6sea sufre un desequilibrio que provoca una pérdida
Osea debido al predominio de la resorcién sobre la formacién, es decir aumento de actividad de
los osteoclastos con una disminucién de los osteoblastos (Marcus et al., 2013) lo que provoca el

debilitamiento de los huesos y por tanto el incremento de la posibilidad de sufrir una fractura.

Una fractura es una pérdida de continuidad en la sustancia de un hueso que es provocado por
un impacto o fuerza deformante (McRae, 2010). La osteoporosis es uno de los problemas
degenerativos que cominmente se relacionan con la fractura 6sea. Sin embargo, existen otros
trastornos O6seos causados por el desarrollo esquelético anormal, desordenes bioquimicos,
infecciones, traumas, y tumores que también pueden dar lugar a una fractura. Se estima que,
en el mundo, 100 millones de personas son susceptibles de presentar fractura por osteoporosis
y que 27.5 millones de personas son afectadas por algunos de estos trastornos en la Unién

Europea (Serra et al., 2015).

Segun la National Osteoporosis Foundation, en los EEUU, ocurren 700 000 fracturas
vertebrales, 300 000 de mufieca y 250 000 de cadera al afio. Uno de los principales problemas
gue afronta la poblacion con fragilidad 6sea es el costo del tratamiento. El costo anual solo para
fracturas de cadera en los EEUU es de 7,035 millones de dodlares (USD) y de 1,565 millones

USD para cuidados de enfermeria. La invalidez temporal o permanente después de la fractura,
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gue puede durar entre 6 a 12 meses, es otro de los problemas que enfrenta un paciente con
lesion 6sea (Cruz et al., 2002). Esto evidencia la gran demanda y la necesidad de desarrollar
nuevas alternativas de tratamiento que permitan la reconstruccién, sustitucion y aceleracion de

la regeneracion 6sea y por tanto mejoren la calidad de vida del paciente.

En cirugia reconstructiva, los casos de pérdida 6sea o defectos requieren de la adicion de
injertos o sustitutos 6seos para ayudar a restituir la pérdida de hueso alrededor de la prétesis,
para la reparacion de fracturas, pseudoartrosis o para ayudar la fijjacion de implantes.
Actualmente dentro de los injertos; el autoinjerto o injerto de hueso autélogo es el tratamiento
estandar al dafio o lesion 6sea debido a su incorporacion rapida y completa entre 6 y 12 meses.
Sin embargo, este procedimiento presenta algunas dificultades como la resorcion incontrolada
(Jaramillo et al., 2009), el tamafio y la forma inadecuada, el riesgo de desarrollar dolores
cronicos, disponibilidad limitada, la necesidad de una segunda cirugia, y la morbilidad de la
zona donante (Yang, et al., 2015; Ma et al., 2000; Santos, et al., 2011).

Ademas de los injertos autdlogos, existen otros tipos de sustitutos 6seos como los aloinjertos,
materiales metalicos, poliméricos, biocerdmicos y vitreos activados. No obstante, también
presentan un gran nimero de desventajas como se muestra en la tabla 1. (Puska et al., 2011).
La ingenieria de tejidos, en su afan de desarrollar nuevas alternativas que permitan solucionar
estos inconvenientes, estd desarrollando nuevos biomateriales que actian como soportes
temporales en el proceso de reparacion de defectos Gseos. Estos biomateriales funcionan como
plataformas que proveen la base para el crecimiento del nuevo tejido 6seo, por ello deben
poseer suficiente porosidad y una resistencia mecanica que permita la adhesion, migracién,
crecimiento y proliferacion celular para una buena integracion con el tejido circundante. Otras
de las caracteristicas que deben presentar son la biocompatibilidad, biodegradabilidad vy
bioactividad; asegurar la osteointegracion, la osteoinduccién y presentar un tamafio de poro

adecuado (Navarro, 2005).
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Tabla 1. Principales materiales para reconstruccion ésea y algunas de sus desventajas (Puska

etal., 2011).

Material

Desventajas

Aloinjerto

Autoinjerto

Materiales metalicos

Polimeros

Bioceramicos y vidrios bioactivos

Otros como xenoinjertos

Riesgo de infeccion
Dificil gestion del banco de huesos

Costoso

Disponibilidad limitada
Dafio al tejido 6seo sano

La necesidad de una segunda cirugia

Interface mecanico hueso-metal
Riesgo de desajuste
Osteopenia
Médulo de elasticidad alto no éptimo para huesos

Liberacion de nanoparticulas

Monomeros residuales toxicos
Riesgo de efectos exotérmicos, hipotonia o
complicaciones cardiacas y pulmonares

Particulas procedentes de desgaste

Fréagil
Osteopenia

Modulo de elasticidad alto

Riesgo de infeccion

Baja resistencia
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Algunos de los biomateriales mas utilizados para el desarrollo de estructuras tridimensionales
Oseas son la hidroxiapatita, los poli(a-hidroxiacidos), y algunos polimeros de origen natural
como el colageno o la quitina (Ma, Zhang, Xiao, & Franceschi, 2000). La hidroxiapatita (HA),
Cai0(PO4)s(OH)2, es un biocerdmico cuya configuracién de sus cristales se encuentra en forma
hexagonal dipiramidal (Fig. 2). Ha sido ampliamente usada en aplicaciones biomédicas debido
a sus propiedades como bioestabilidad, biocompatibilidad y bioactividad. Desafortunadamente
presenta propiedades mecanicas bajas (baja resistencia a la compresién y tensién) por lo que
es mas utilizada como relleno, en cirugia maxilofacial y reconstruccién de oido medio, que como
implante que requiera permanecer un largo tiempo y soportar alta carga (Gonzalez et al., 2014;
Wang, et al., 2008).

_LIOEN | =
10 pm EHT = 15.00 kv Signal A= NTS BSD  Vacuum Mode = Variable Press: EHT = 15.00 kv Signal A= NTSBSD  Vacuum Mode = Variable Press:
WD = 5.0 mm Mag= 1.00KX Spot Size = 488 I WD = 50mm Mag= 557KX Spot Size = 400

Figura 2. Micrografia Electronica de Barrido de la hidroxiapatita. A) Amplificacion de 1.00 KX. B)
Amplificacion de 5.57 KX

El comportamiento mecénico y la bioactividad de la HA depende del tamafio de los cristales, la
distribucion del tamafio de particula, la porosidad y la cristalinidad de la HA. Uno de los
métodos para mejorar las propiedades mecéanicas de la HA es el proceso de sinterizacion que
consiste basicamente en la exposicion del bioceramico a altas temperaturas por debajo de su
punto de fusiébn que generalmente causa la disminucién de la porosidad y del area superficial
especifica de las muestras; y el incremento de su densidad. Esto se debe a que durante el
proceso de sinterizacion los poros del ceramico se cierran (Fig. 3) (Wang et al., 2008).
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Figura 3. Efecto de la sinterizacion en los granos de HA. A) Antes de la sinterizacion B)

Después de la sinterizacion

Cuando el hidroxilo (OH") de la HA es sustituido por flaor (F), se obtiene la fluorapatita (FA). La
FA es otro bioceramico cuya configuracion de sus cristales se encuentra en forma hexagonal
dipiramidal, al igual que la HA. Usualmente se encuentra en el esmalte dental y normalmente es
usado en aplicaciones dentales por tener una mayor estabilidad a ambientes acidos que la HA
debido a que el F es un elemento con mayor electronegatividad que el OH (Wei et al., 2003).

Los métodos de fabricacion de andamios 6seos buscan controlar la arquitectura de los mismos
a diferentes niveles. La forma externa como la estructura interna de los andamios son
parametros de disefio de ingenieria necesarios para lograr la regeneracion de tejido adecuada.
Existen muchas técnicas de fabricacion que hacen posible transformar materiales solidos en
andamios. Se dividen en dos grupos: convencionales y modernos. Las técnicas convencionales
incluyen el método en espuma con gas, separacion de fase, fundicién de disolvente vy lixiviacion
de particulas, y moldeo por fundicién. Entre las técnicas modernas se encuentran: impresiones
3D, electrohilado, fused deposition modelling (FDM), selective laser sintering (SLS) e inversion
de fase. Se ha demostrado que con el método de fundicidon de disolvente y lixiviacion de
particulas es posible obtener andamios con alta porosidad (arriba de 72 %) y diametros de poro
alrededor de 500 um. Este método consiste en mezclar la solucion polimérica con particulas de
sal de un diametro especifico. Cuando se evapora el solvente deja la matriz polimérica con la
sal que luego es sumergida en agua donde las particulas de sal se lixivian para fabricar la
estructura porosa (Wosek, 2015).
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Uno de los parametros mas importante en el disefio de andamios 6seos es el tamafio de poro.
El crecimiento del hueso es directamente afectado si hay una interconexién a través de
ventanas con tamafios mayores de 50 ym (Gonzalez et al., 2014). Se ha reportado que el
tamafio de poro mas adecuado varia entre 100-500 um (Sequeda et al.,2012; Velasco y
Garzon, 2010). El porcentaje de porosidad con valores superiores al 10 % de porosidad en los
materiales cerdmicos indica interconectividad, por lo tanto entre mas alta sea la porosidad
mayor sera la probabilidad de interconexién entre los poros. Los valores de porosidad presentes
en el hueso trabecular varian entre el 30 y 90 % con una porosidad interconectada entre el 50 y
90 % (Gonzalez et al.,, 2014). A mayor porosidad e interconectividad mayor facilidad de

proliferacién y migracién celular, ademas de mayor transporte de nutrientes.

Objetivo General
Estandarizar una metodologia para la fabricacion de andamios porosos de hidroxiapatita y
fluorapatita mediante el método de lixiviacion de particulas de sal para aplicaciones de

regeneracion de tejido 6seo.

Objetivos especificos

- Sintetizar y evaluar mediante microscopia electronica de difraccion de rayos X (DRX)
hidroxiapatita y fluorapatita en polvo.

- Elegir una sal entre: biftalato de potasio, cloruro de calcio, cloruro de potasio e hidréxido de
potasio para la fabricacion de andamios porosos de hidroxiapatita y fluorapatita mediante el
método de lixiviacion de sales.

- Evaluar el efecto de cuatro temperaturas: 160, 470, 840 y 1093 ©C en el porcentaje de
porosidad y tamafio de poro de los andamios porosos de hidroxiapatita y fluorapatita.

- Caracterizar la superficie de los andamios porosos resultantes con microscopia electrénica
de barrido.

- Cuantificar el porcentaje de porosidad y diametro de poro promedio de la superficie de todas

las pastillas con el software ImageJ
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Capitulo 1 Antecedentes y estado del arte

El crecimiento de la expectativa de vida de nuestra era implica la preocupacién de mantener
una buena calidad de vida a la poblacién pese a que el cuerpo humano no se encuentra
mecénicamente preparado para soportar mayores tiempos de uso. Es por ello, que el desarrollo
de prétesis, implantes y aparatos médicos cada vez mas eficientes se ha convertido en uno de
los desafios de la medicina moderna. Uno de los principales problemas relacionados con la
vejez y la longevidad masiva es la reconstruccién de secuelas 6seas que son provocadas por

accidentes o enfermedades (Oldani, 2014 ).

La hidroxiapatita (HA) porosa sintética es un material que se utiliza cominmente como un
sustituto de defectos O6seos debido a sus propiedades como como biocompatibilidad, no
toxicidad y bioactividad , sin embargo no hace mucho se pensaba que la HA era un material no
biodegradable, es decir que permanecia cuando era implantada. Después de un largo
seguimiento, algunos autores informaron que el excedente de bloques o granulos de HA
implantada era absorbido, lo que sugiri6 que la HA era biodegradable. Goto et al. (2001)
implantaron granulos sintéticos de HA a un paciente con un defecto 6seo de ilion. Después de
la recoleccion del hueso, se observd que los granulos fueron absorbidos y reemplazados por
hueso recién formado. Se lleg6 a la conclusién de que la HA era biodegradable y que ademas
la temperatura de sinterizacion, la porosidad y el diametro de los poros influyen en su capacidad
de biodegradacion (Goto et al., 2001).

La importancia de la microporosidad de la HA fue evaluada en el trabado de Hing et al. (2005).
Ellos evaluaron la relaciéon de la microporosidad de la HA con la osteointegracion temprana del
implante. En este estudio, cuatro pares de formulaciones fueron evaluadas, dos (HA70-1 y
HA70-2) con una porosidad nominal total de 70% y dos (HA80-1 y HA80-2) con un total de
porosidad de 80%. Especimenes cilindricos de 4.5 mm de diametro x 6.5 mm de largo fueron
implantados en el femoral céndilo de conejos blancos “New Zealand” de 6 meses y recuperados
para los andlisis histolégico, histomorfométrico y mecéanico en 1, 3, 12 y 24 semanas. Estos
resultados indicaron que la manipulacion de los niveles de microporosidad puede ser usada

para acelerar la oseointegracion y elevar el volumen de equilibrio del hueso.

Otro estudio revelo la relacion de las propiedades cristaloquimicas de la HA con la temperatura
utilizada en el tratamiento térmico. En una investigacion, las muestras de HA se sometieron a
una solucion fisiolégica de Ringer durante periodos de 5 y 30 dias. La medicion de la
conductividad y el andlisis de las muestras permitieron revelar la gran dependencia de la

cristalinidad con el tratamiento térmico. La muestra mas cristalina se obtuvo a una temperatura

17



de 1050 OC. La mayor solubilidad se presenté en las muestras més cristalinas; ademas, se
evidencié la presencia de dos mecanismos que compiten cuando las muestras se someten a

solucién Ringer: la disolucion y la precipitacion (Londofio et al., 2006).

Otro estudio donde se muestra la influencia de la temperatura en las caracteristicas de la HA es
el realizado por Diaz y Martinez (2007). En su trabajo, compactaron una HA comercial a 200
MPa vy la sinterizaron a temperaturas de 1000 a 1450 ©C con un tiempo de permanencia de 2
horas. Determinaron que la temperatura Optima de sinterizacion fue de 1250 ©C donde el
material obtenido fue hidroxiapatita pura. La descomposicion de la HA ocurrié en 1400 ©C con
la formacion de la fase de trifosfato de calcio.

Asimismo, los efectos de la sinterizacion en la porosidad y morfologia de microesferas de HA
obtenidas por el método de secado por atomizacion fueron mostrados en el 2008. En este
estudio las muestras de hidroxiapatita fueron sinterizados en un horno convencional a una
temperada entre 500-100 ©C. Se observé un gran cambio en la superficie de las microesferas
de HA durante la sinterizacion. La superficie de las muestras sinterizadas en una temperatura
entre 500 y 600 ©C no mostraron cambios evidentes, mientras que a una temperatura de
sinterizacion de 800 ©C, un incremento el area de superficie especifica y el volumen de poro fue
observado (Wang et al., 2008).

Ese mismo afio, en la Escuela de Ingenieria de Antioquia, utilizaron el método de precipitacion
para sintetizar HA a partir de fosfato de amonio NH4H, PO,y nitrato de calcio Ca (NOg3),. 4H-0.
La macroporosidad de las muestras fue inducido por el agente natural Zea Mays y la
microporosidad con celulosa obteniéndose poros entre 300 um y 500 um en promedio con
porosidades entre 35.85% y 45.61%. Sin embargo las matrices sintetizadas presentaron
resistencia a modulos de elasticidad muy bajos con respecto al hueso esponjoso (Rincén et al.,
2007).

Segun lo reportado en la literatura, el tamafio de poro es importante para la osteointegracion.
Los poros menores de 10 um evitan el ingreso de células, mientras que poros entre 10 y 50 pm
permiten la penetracion del tejido fibrovascular; los poros entre 50 y 150 um, la penetracion
Osea; y los poros mayores de 150 um, la penetracion y la formacion ésea. Ademas, se ha
encontrado que la penetracion de tejido 6seo sélo es posible si los poros se encuentran

interconectados (Gonzalez et al., 2008 ).
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La HA sintética se puede encontrar comercialmente en sus formas absorbibles o no
reabsorbible siendo su uso dependiente de las caracteristicas deseadas para la implantacion
(Tabla 2). En el afio 2008, en la Universidad de Antioquia, se hizo una comparacién entre la HA
sintetizada mediante la técnica de coprecipitacion, adicionando un agente porogénico y una
temperatura de calcinacion de 75° y 850 C con el producto comercial Osteogen®. Los
resultados indicaron que el producto de HA obtenido y el producto comercial presentaron
caracteristicas similares en estructura cristalina, composicién quimica y absorcién de especies.
No se observd cambios significativos en la forma de las particulas del producto de HA calcinado
a 750 y 850 OC pero si una superficie rugosa en las muestras calcinadas a 750 ©C,

caracteristica importante para aumentar la adhesién celular (Marin et al. , 2008).

Tabla 2. Algunos huesos sintéticos comerciales (Ozols, s.f.)

Nombre Caracteristicas

Actifuse Py & v" Relleno osteoconductivo sintético.

(Baxter Healthcare ~ *. - ﬂ,’.‘» | v Fosfato de Calcio Sustituido en 20% con Si
Corporation, 2016) B o v" Promueve la formacién rapida del hueso e

incrementa su volumen
v' La macroporosidad y microporosidad permite

la formacion de hueso nuevo y capilares

sanguineos.
Bi-Ostetic v" Relleno éseo de absorcion lenta
(Berkeley v' Compuesto por 40% de fosfato tricalcico TCP
Advanced y 60% de hidroxiapatita HA.

Biomaterials Inc., v" Osteoconductividad 6sea

2014) v" 100% reabsorbible
v’ Utilizado en aplicaciones de reconstruccion de
articulaciones, fracturas y cirugias.
Conduit TCP v' Compuesto por 30% TCP y 70% de HA.
granules - v" No genera reacciones inflamatorias o rechazo
(Bio-Medicine, v' Porosidad interconectados con un tamafio de
2012) W poro de 1-600 um
v" Reabsorciéon ms rapida que los implantes de
HA

v' Oseointegrable
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OsSatura

(Integra

LifeSciences e ey
Corporation, 2008)

Compuesto por 20% de beta-TCP (B-TCP) y
80% HA

Posee macroporosidad e interconectabilidad
adecuada para la infiltracién vascular, el
transporte nutricional y colonizacién celular
Porosidad media de 70%

Degradacion lenta de la HA porosa provee un
soporte de largo plazo para concentrar a las
proteinas de crecimiento que convierten las
células madres en formadoras de hueso a

medida que el B-TCP se disuelve y precipita.

Pro Osteon 200 R
(Biomet Inc., 2016)

AN NN

Formado por una matriz de carbonato de
calcio e hidroxiapatita

Porosidad interconectada de 200 micrones
Reabsorcion lenta del orden de 6 meses
Tiene granos de .5y 1 mm

Arquitectura y composicion quimica similar al

hueso bicortical

Macrobone
(ETK, 2016)

N X XX

Compuesto por fosfato tricalcico b puro
Totalmente y rapidamente reabsorbible
Hueso neoformado entre 6-7 meses
Porosidad del 90%

Usado en el relleno de defectos 6seos en
cirugia dental y maxilofacial

Tamafo de grano entre 150-500 um para
periodoncia, 500-1000 um para relleno de los
alveolos o relleno de defectos 6seos de
tamafio medio, y entre 1000-2000 um para

elevacion de seno.

Otro estudio comparativo entre la HA sintetizadas por el método de precipitacién acuosa con la
HA comercial Osteogen, fue evaluado en el 2009. En este estudio se evaluaron las propiedades

osteoconductivas y osteointegradoras de ambas y se demostré que presentaron caracteristicas
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similares en cuanto a estructura cristalina y composicion quimica pero con diferencias
morfolégicas con respecto a la forma de la particula. Se concluyé que la HA comercial
Osteogen vy la sintetizada tuvieron los mismos resultados en la evaluacion osteoconductiva y

osteointegradora (Jaramillo et al., 2009).

Investigadores estudiaron los efectos del sinterizado, el tiempo de agitacion y la concentracion,
en el porcentaje de porosidad, la resistencia a la compresion y la cristalinidad de cuerpos
porosos de HA sintetizada por el método de esponja polimérica. Se encontrdé que existe una
relacion directa entre la velocidad de agitacion y la densidad; y entre la fuerza de compresion y
la cristalinidad. Donde a una mayor velocidad de agitacion y fuerza de compresion, mayor
densidad y cristalinidad es obtenida (Sopyan y Kaur, 2009).

Ademas del método de esponja polimérica, el método de gel-casting con la lixiviacion de
particulas y extrusion fue utilizado en otro estudio para producir una alta interconectabilidad de
los poros en los andamios de HA. Se utilizé quitina para dispersar las particulas de HA y esferas
de cera como agente pirogénico. Los cuerpos preparados con diferentes tamafios de esferas de
cera, presentaron poros interconectados con porosidad volumétrica aproximada del 86%,
mientras que la resistencia a la compresién disminuyé a medida que el tamafio de poro
aumentoé (Zhao et al., 2011).

Andamios macroporosos de HA mediante el método de esponja polimérica fueron evaluados
fisicoquimica y biolégicamente por Tripathi y Basu (2012). En este estudio se obtuvieron
andamios con poros ovales de 100-300 um capaces de permitir la proliferacion y migracion de

osteoblastos humanos hacia el interior de los cuerpos porosos de hidroxiapatita sintetizadas.

21



Capitulo 2 Fundamento Tedrico

2.1Los huesos
El tejido 6seo es un tejido conectivo especializado que cumple funciones de sostén y
proteccion. Estd compuesto por células tipicas que se encuentran dentro de cavidades
pequefias o lagunas Oseas dispuestas en la matriz 6sea calcificada. La nutricion de este tejido
estd garantizada por una abundante vascularizacion y su desarrollo depende de los fenébmenos
de demolicion y reconstruccién, que se producen en él, que lo mantienen en un proceso de

continua renovacion. (Garzoén et al., 2003).

2.1.1 Composicion quimicay propiedades fisicas

En la composicion quimica de los huesos el agua representa 20 % del peso total, proporcion
relativamente baja en comparacién con otros tejidos; y los sélidos constituyen 80 % restante. El
componente organico, que constituye cerca de 35% del peso seco, esta constituido
fundamentalmente por fibras osteocolagenas (proteinas), unidas por la sustancia intercelular
amorfa, sobre todo de cemento; y los componentes inorganicos que constituye cerca de 35%
del peso seco, son sales minerales, en su mayoria de fosfato de calcio, que se depositan en la
sustancia intercelular amorfa de cemento (Gartner, 2015).

Las propiedades fisicas del hueso dependen de su composicién quimica. La materia organica
(fibras colagenas) le confiere al hueso su elasticidad. Sin embargo, la materia inorgénica (sales
minerales) le proporciona al hueso su dureza, rigidez y fragilidad. La descalcificacion y la
calcinacién permiten demostrar la composiciéon quimica y las propiedades fisicas del tejido
0seo. En la descalcificaciébn se somete al hueso a la accion de una soluciéon acida (acido
clorhidrico) lo que provoca la disolucién de las sales de calcio y queda solamente la sustancia
organica que le permite al hueso conservar su forma, pero su consistencia se hace mas blanda
y elastica. En la calcinacién se somete al hueso a alta temperatura, se quema la sustancia
organica y queda solo la sustancia inorganica; el hueso mantiene su forma y ademas su dureza,

pero se hace mas rigido y fragil (Rosell et al., 2001).
2.1.2 Tipos de tejido 6seo

2.1.2.1 Trabecular
“Esta constituido por trabéculas o espiculas dOseas, en ellas, las laminillas éseas forman
estructuras laminares que se disponen de manera tridimensional constituyendo una especie de

red de aspecto esponjoso” (Pasos, 2010).
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2.1.2.2 Cortical
Este tipo de hueso no posee cavidades vasculares, sino que presenta laminillas 6seas que se
disponen de manera paralela (hueso compacto laminar) o de manera concéntrica alrededor de
un canal denominado Havers, ocupado por escasa cantidad de tejido conjuntivo, células
ostedgenas y por donde discurren pequefios vasos sanguineos (Layfield, 2002; Pasos, 2010).

2.1.3 Mecanismos de regeneracion 6sea

2.1.3.1 Osteoinduccion

La osteoinduccion es el proceso a través del cual las células madre se diferencian en las
células osteogénicas, condroblastos y osteoblastos, que forman el tejido 6éseo. La diferenciacion
y el reclutamiento son modulados por factores de crecimiento derivados de la matriz del injerto,
cuya actividad es estimulada al extraer el mineral 6seo. Entre los factores de crecimiento se
encuentran las proteinas morfogenéticas Oseas 2, 4 y 7, factor de crecimiento derivado de las
plaquetas, interleucinas, factor decrecimiento fibroblastico, factores de crecimiento
pseudoinsulinico, factores estimuladores de las colonias de granulocitos y factores
estimuladores de las colonias granulocitos macrofagos. También se liberan factores
angiogénicos, como el factor de crecimiento vascular derivado del endotelio y la angiogenina
(Zarate-Kalfopulos y Alejandro-Sanchez, 2006).

2.1.3.2 Osteogénesis
Hace referencia a la formacion de nuevo hueso sin indicacién del origen celular a partir de
células derivadas del injerto o del huésped. Requiere células capaces de generar hueso. La
osteogenicidad de un injerto puede alterarse y mejorarse gracias a diversos compuestos y

biomateriales como el fosfato octacélcico (Chan, 2014).

2.1.3.3 Osteoconduccion
Es una propiedad pasiva de un material o tejido de recibir y guiar el crecimiento 6seo, por medio
de la invasion vascular y celular proveniente del tejido éseo vivo del receptor (Sanzana, 2004).
Es considerado como el proceso tridimensional de crecimiento de brotes vasculares, tejido
perivascular y células osteoprogenitoras desde el lecho del receptor al interior del injerto, es
decir que consiste en la formacién de hueso sobre la superficie del implante. La
osteoconducciéon puede ocurrir por una neoformaciéon 6sea activa por osteoinduccion o puede
suceder pasivamente sin la participacion de propio injerto. La osteoconduccion sigue un patrén

espacial ordenado y predecible determinado por la estructura del injerto, el aporte vascular
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desde los tejidos colindantes, el ambiente mecénico y la presencia de otros biomateriales
(Chan, 2014).

2.1.3.4 Osteointegracion
La oseointegracion es la aceptacion y adaptacion funcional de un implante insertado en el
hueso. La conexion firme, estable y duradera entre el implante y el tejido 6seo formado a su
alrededor es una caracteristica deseable en todo implante 6seo. Esta formacion de hueso esta
sujeta a los fendmenos de migracion, proliferacion y diferenciacién celular que suceden en la

denominada interfase hueso-implante (Vanegas et al., 2009).
2.2 Injerto 6seo
2.2.1 Tipos de injerto 6seo

2.2.1.1Injerto 6seo autélogo
En el injerto de hueso autélogo, autoinjerto o autégenos, el hueso usado como injerto proviene
del propio paciente. Se obtienen de sitios intraorales (mentén, tuberosidad del maxilar, rama
ascendente) que se usan para pequefios defectos o extraorales (cresta iliaca, tibia o calota)
cuando se requiere mayor cantidad. La eleccién de cada abordaje dependera del tipo, tamafio y
forma de la cavidad O6sea, la experiencia clinica y preferencia del profesional. El hueso
autégeno esponjoso es el que tiene mayor capacidad osteogénica y los injertos corticales son

los que proporcionan mayor estabilidad (Tortolini y Rubio, 2012).

Es considerado como el material “gold standard”, elegido clasicamente por cirujanos

ortopédicos, para el tratamiento de defectos 6seo (Calvo et al., 2011).

2.2.1.2 Aloinjerto 6seo
Se caracteriza porque el hueso utilizado en el injerto procede de individuos de la misma
especie; pero genéticamente diferentes. Estos injertos se consideran biocompatibles y
osteoconductores. Las ventajas de los aloinjertos incluyen su disponibilidad en cantidades
importantes y diferentes formas y tamafios, no se sacrifican estructuras del huésped y no hay
morbilidad del sitio donante. Las desventajas se relacionan con la calidad del tejido 6seo
regenerado, que no siempre es previsible. Necesitan un procesado para eliminar su capacidad

antigénica (Tortolini y Rubio, 2012).

Se pueden clasificar segin su procesamiento en:
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* Aloinjertos congelados.
* Aloinjerto liofilizado (secado en frio).
* Aloinjerto liofilizado y desmineralizado.

* Hueso irradiado.

2.2.1.3Isoinjerto o injerto singénico
Trasplante de oOrganos o injertos efectuados entre individuos isogénicos (genéticamente
idénticos) como es el caso de los gemelos monocig6ticos idénticos o los ratones de la misma
cepa endogamica. Al no existir disparidad antigénica entre donante y receptor, no se pone en
marcha la reaccion de rechazo y, por tanto, no precisan medicacion inmunosupresora para

tolerar el injerto (Clinica Universidad de Navarra, 2015).

2.2.1.4 Xenoinjerto o heteroinjerto
Son aquellos injertos que provienen de individuos de una especie diferente. Puede ser
necesario hacer xenoinjertos cuando una persona sufre quemaduras graves y no se dispone de
suficiente tejido del propio paciente o del banco de tejidos. Son materiales osteogenéticos.
Algunos xenoinjertos comerciales como el Bio-Oss demuestran que su matriz mineral
combinada con una membrana de coladgeno puede aumentar su capacidad osteogenética

(Giamberardino et al., s. f.).

2.2.1.5Injertos aloplésticos o sintéticos
Provenientes de materiales fabricados sintéticamente. Se encuentran en variadas formas,
tamafios y texturas. Las respuestas biolégicas Oseas dependeran de las técnicas de
fabricacion, la cristalinidad, porosidad y grado de reabsorcion. La respuesta inmune que
despierta un material aloplastico puede variar desde ninguna a moderada. Su principal ventaja
es que obvian la necesidad de una zona donante del propio sujeto. Se usan basicamente para
proporcionar una matriz para el crecimiento éseo en su interior, por lo que su efecto es tan sélo
osteoconductor y débilmente osteoinductor. EI material aloplastico tradicional ha sido la
hidroxiapatita, pero posteriormente se han ido introduciendo otros en la clinica que la han

relegado a un segundo plano (Infante-Cossio et al., 2007).

Los materiales osteoconductivos deben tener una porosidad que permita la vascularizacion y
provea un area de adherencia a las células osteogénicas. El tamafio del poro 6ptimo para que
esto ocurra es entre 100 y 500 nm con un volumen total de poros de 75/80, ademas; los
compuestos deben ser no inmunogénicos y el hueso debe tener una capacidad alta de

adherencia a los mismos (Tortolini y Rubio, 2012).
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2.2.1.5.1 Ceramicos
Debido a que los ceramicos corresponden a 6xidos metalicos, no presentar oxidacion ni
corrosion en el medio biologico. Se caracterizan por su dureza que le proporciona una gran
resistencia a la friccion y el desgaste, sin embargo; es un material quebradizo y rigido. Presenta
una buena compatibilidad y capacidad osteointegradora pero en general se considera que
carecen de propiedades osteoinductivas por si mismas.

Los ceramicos mas utilizados como sustituto de material 6seo son la hidroxiapatita y el fosfato
tricalcico. Diversas investigaciones realizadas en modelos animales han demostrado que estos
materiales establecen una union directa con el hueso. Esta caracteristica se ha demostrado en
trabajos donde se ha observado por la imposibilidad de separar el implante del hueso

circundante, sin romper uno o ambos (Zarate-Kalfépulos y Alejandro-Sanchez, 2006).

Teniendo en cuenta las caracteristicas de la respuesta que generan en el tejido circundante, los

biomateriales ceramicos se pueden clasificar en tres grandes grupos.

2.2.1.5.1.1 Ceramicas bioinertes
Poseen una elevada estabilidad in vivo, gran resistencia mecanica y 6ptima biocompatibilidad.
Tienen una influencia nula o muy pequefia en el tejido 6seo aledafio y su principal

representante es la alimina.

2.2.1.5.1.2 Ceramicas bioactivas
Tienen propiedades osteoconductivas y enlazan directamente con el hueso vivo. Sin embargo,
sus propiedades mecanicas son inferiores a las de las cerAmicas bioinertes. A este grupo

pertenecen los vidrios bioactivos y las ceramicas de fosfatos de calcio.

2.2.1.5.1.2.1 Hidroxiapatita
La hidroxiapatita (Caio(PQO4)s(OH)2) es el componente principal de la fase mineral del tejido
0seo, es un material osteoconductivo, presenta propiedades biomecanicas pobres ya que su
capacidad de soportar los esfuerzos en flexiébn y compresion es muy baja lo que provoca que se
fracture con facilidad. La densidad del compuesto y su capacidad para ser revascularizado
influird en su tasa de biorreabsorcién que por lo general es prolongada. Se ha reportado que el
injerto autélogo esponjoso y el cristal de hidroxiapatita tienen un desempefio clinico similar
cuando son utilizados para rellenar defectos 6seos metafisarios que provocan hundimiento de

superficies articulares en las fracturas de platillo tibial.
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La formacion de hidroxiapatita, en la sintesis por precipitacion via humeda, incluye los
siguientes pasos:

CagH2(PO4)s - 5H,O ™= Ca3(POy), - XH,O === Ca;;.,(HPO4),(PO4)s-(OH)2-.- NH20,0 <z <1
Dénde:

CagH2(PO4)s - 5H20 = Fosfato octacalcico,
Caz(P0.); - xH20 = Calcio fosfato amorfo,
Caio-z2(HPO4)(PO4)s--(OH)2-,- NH2O = Hidroxiapatita deficiente en calcio

Por tanto, la sintesis de la hidroxiapatita se produce como indica la ecuacion 1.

10Ca (OH)Z + 6H3;PO, ey Calo(PO4)6(OH)2 \l/ F A8 HLO oo (EC 1)

2.2.1.5.1.2.2 Fosfato tricélcico
El fosfato tricalcico (Cas(POs4)2) es una ceramica porosa que se convierte de manera parcial en
hidroxiapatita una vez implantada en el cuerpo. El fosfato tricalcico es mas poroso y se
reabsorbe mas rapido que la hidroxiapatita, lo que le da ventaja para favorecer la remodelacion

0sea, sin embargo; lo hace biomecanicamente mas débil a las fuerzas de compresion.

2.2.1.5.1.3 Ceramicas biorreabsorbibles
Luego de su implantacion son progresivamente reemplazadas por tejido 6seo neoformado. Para

ello debe existir una adecuada correlacion (Sanzana, 2004).

2.2.1.5.2 Polimeros sintéticos bioabsorbibles
Los polimeros sintéticos bioabsorbibles son macromoléculas compuestas por monémeros. Son
materiales biocompatibles que presentan flexibilidad de disefio, similitud con diversos
componentes de los tejidos organicos como el colageno y tiene la propiedad de degradarse un
cierto tiempo después de la implantacion en productos no téxicos que son eliminados del
organismo o metabolizados en su interior. Son especialmente usados en aquellas cirugias en
las que se necesita la presencia del implante después de producirse la curaciéon debido a su
caracteristica de degradacion biolégica progresiva y de esta forma evitar la realizacion de una

segunda intervencion para su retirada.
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Cuando se usan como implantes sustitutos 6seos, los biopolimeros actian como un molde
tridimensional sobre el cual se deposita matriz ésea extracelular donde proliferan los
osteoblastos mientras el polimero es degradado paulatinamente. Los polimeros que se utilizan
con mayor frecuencia son los poli(alfa-hidroxiésteres), los poli(dioxanonas), los
poli(propilenfumaratos), los poli(etilenglicol), los poli(ortoésteres), los poli(anhidridos) y los
poli(uretanos). Dentro de los poli(alfa-hidroxiésteres) destacan el &cido poli(lactico) y el &cido
poli(glicélico) (Sanzana, 2004; Castillo et al.,2003).

2.2.1.5.3 Vidrio bioactivos
Estos biomateriales son capaces de establecer reacciones quimicas con el ambiente fisiolégico
donde son implantados y de este modo formar un enlace fuerte y duradero con el tejido vivo.
Presenta excelente biodegradabilidad sin efectos citotoxicos, genotoxicos o respuesta inmune
para el organismo y capacidad de reabsorciébn gradual. Este grupo de materiales esta
representado por los vidrios de base silicio, que generan la formacion de una capa apatitica

activa en la interfaz entre el material y el hueso, y los de base fosfato.

Cuando estos materiales son usados como andamios 6seos, sus caracteristicas superficiales y
de humectabilidad favorecen la adhesion, crecimiento, diferenciacion de células osteoblasticas
y el reclutamiento de células madre mesenquimales y osteoprogenitoras para que proliferen y
se diferencien hacia la linea osteogénica. Debido a estas caracteristicas, se les ha dado
aplicaciones clinicas como la reparacion de defectos Oseos periodontales, reconstruccion
maxilofacial, tratamientos terapéuticos de zonas afectadas por tumores, ortopedia y

otorrinolaringologia, entre otros (Sanzana, 2004; Aguiar et al.,2012).
2.3 Técnicas de fabricacion de andamios porosos

2.3.1 Lixiviacion de sales
Una amplia variedad de técnicas puede ser usada para disefiar y fabricar andamios porosos.
Una de las técnicas utilizadas con este propoésito es la lixiviacion de sales que consiste
bésicamente en colocar los cristales de sal, como el cloruro de sodio y un polimero en un molde
para compactarlos y luego remover la sal disolviéndola en un solvente (como agua o alcohol).
Tras la eliminacion de los cristales de sal todo lo que queda es el polimero endurecido con
agujeros o poros, donde alguna vez estuvo la sal. (Ratner et al., 2004). A continuacion
(ecuacion 2) se detalla el balance total de materia en un proceso de lixiviacion de sales en

andamios porosos.
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Balance Total de Materia (BTM)
Mv = Me — Ms + Mg — Mc............ (Ec. 2)
Mv= Variacion de materia en el sistema
Me= Entrada de materia a través de las fronteras del sistema
Ms = Salida de materia a través de las fronteras del sistema
Mg= Generacion de materia dentro del sistema
Mc = Consumo de materia dentro del sistema

Para el proceso de lixiviacion de sales por goteo donde no existe generacion ni consumo de

material se muestra en la ecuacion 3.

Donde:

A= Andamio

D= Disolvente

Z = Andamio poroso
L = Lixiviado

2.3.2 Gel-casting
Esta técnica se basa en la generacion de una espuma a partir de una suspension acuosa de
polvos ceramicos seguidos de la estabilizacién de la estructura por la polimerizacion in situ de
mondmeros organicos. La ventaja mas resaltante de esta técnica es la fabricacion de piezas

complejas y de alta precision dimensional (Gonzalez et al., 2014)

2.3.3 Liofilizacién
El proceso consiste en el vaciado de una suspension del material a moldes con la forma que se
desee obtener. Posteriormente, un proceso de congelamiento y sublimacion del solvente
presente es aplicado, dando como resultado la formacion de una estructura laminar, con poros
orientados paralelamente y alineados en la direccion de movimiento del frente de

congelamiento (Gonzalez et al., 2014).
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Capitulo 3 Materiales y Método

En este capitulo se recogen las condiciones experimentales de los pasos llevados a cabo
durante la realizacion de este trabajo y se describen las técnicas empleadas para la sintesis y
caracterizacion de los productos obtenidos. En la figura 4 se muestra un resumen de la

metodologia seguida.

o )

Tratamiento

Seleccion de térmico
sales
p ; Proceso de
Sintesis de o,
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hidroxiapatita y

sales

fluorapatita
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. ése ha Continuar el
con los polimeros removido toda s
lixiviado
la sal?
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Microscopia
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Caracterizacion
de las pastillas

D

Figura 4. Diagrama de flujo de la metodologia
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3.1 Sintesis hidroxiapatita (HA) y fluorapatita (FA)
Para la sintesis de la HA y FA, se utilizd un procedimiento denominado precipitacion via
hameda (Xian, 2010). Este método fue seleccionado porque la obtencién de HA presenta alto
rendimiento, simplicidad y bajo costo a diferencia de otros métodos (Sequeda et al., 2012).

Para la sintesis de la HA, una reaccion de 250 ml de 0.6 M de H3zPOa (80%, Fermont, México)
con 18.56 gr de Ca(OH). (Fermont, México) fue preparada y luego agitada a temperatura
ambiente durante 7 dias manteniendo el pH por encima de 11 mediante la adicion de NaOH
(Fermont, México). En nuestro procedimiento no fue necesaria la adicion de NaOH porque

nuestra solucién mantuvo un pH por encima de 11 durante los 7 dias (Fig.5).

Figura 6. Centrifugacion de la HA y FA. A) Centrifuga. B) Mezcla centrifugada de HA

Pasado los 7 dias, la mezcla fue centrifugada tres veces a 3000 rpm durante 5 minutos (Fig. 6).

Posteriormente, un sistema de filtracion fue montado y la mezcla fue vertida en el embudo
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Buchner para su separacion (Fig. 7). Finalmente, el producto hiumedo obtenido fue incubado en

un horno seco a una temperatura de 80 ©C durante 5 dias.

Figura 7. Filtracién de la solucién de HA y FA. A) Sistema de Filtraciéon. B) Producto humedo de

la HA luego de la filtracion

El procedimiento para la sintesis de la FA fue el mismo que el utilizado en la sintesis de la HA.
La unica diferencia fue la incorporacién de 1.87 gr de NHsF (Fermont, México) en la etapa de

agitacibn magnética.

Parte de la HA y FA obtenida durante el proceso de sintesis fue sinterizada a 1050 ©C (Fig. 8)
durante dos horas con el objetivo de evaluar el efecto de la sinterizacién en la formacion de

porosidad de la HA y FA durante el proceso de lixiviacion de sales.

Figura 8. Proceso de sinterizacion del polvo de HA 'y FA en la mufla
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3.2 Microscopia electronica de difraccion de rayos X (DRX)

Este método se aplica fundamentalmente a muestras solidas. Se usa principalmente para
determinar las estructuras quimicas de muestras sdlidas en polvo mediante la obtencion de un
diagrama de difraccion, un conjunto de reflexiones de variada intensidad, generado en funcion
del angulo 26 que depende de la distribucion de los planos que contienen los atomos del
material. La imperfeccion cristalina natural de los materiales muestran diversos patrones de
difraccion de rayos X, que se representan en forma de bandas o lineas que al ser medidas con
exactitud dan informacién acerca de los defectos estructurales. La intensidad de los picos
depende de la homogeneidad de la muestra, del tamafio de grano y de la orientacion
preferencial de las particulas. Una de sus principales ventajas del DRX es requerir poca
cantidad de material para el analisis y de ser una técnica no destructiva (Pandian, 2014).

El DRX fue usado para analizar los polvos de HA y FA obtenidos. La muestra fue colocada en el
portamuestra y luego situada en el goniometro del aparato. El estudio se efectué usando un
difractometro Bruker D8 Advance operado a 30 kV y 30 mA.

3.3 Andlisis del efecto de la sal en la porosidad de los andamios de HA
En esta seccion se hizo una evaluacion del efecto de las sales en la porosidad de la HA durante

el proceso de lixiviacion de particulas de sal para poder determinar la mas adecuada.

3.3.1 Seleccion de sales
La seleccion de sales fue mediante la evaluacion de tres parametros: el peso molecular, la
solubilidad en el agua y la toxicidad. En la tabla 3 se observa la relacién de algunas sales que
se encuentran en el laboratorio de quimica general de la Escuela de Ciencias de la Ingenieria y
Tecnologia de la Universidad Autbnoma de Baja California y sus respectivos parametros

evaluados.

El peso molecular es una propiedad fisica que, segun Andersson, esta relacionado con la
velocidad de transferencia de masa, lixiviacibn y microestructura de peliculas de
etilcelulosa/hidroxipropilcelulosa (Andersson et al, 2013). El tamafio de poro de polimeros
sintetizados por lixiviacion de sales esta relacionado con el tamafio de grano de la sal (Xian,
2010). Ademas si se sabe que la solubilidad de una sustancia aumenta al disminuir el tamafio
de la particula, debido al aumento de la superficie de contacto entre el disolvente y el soluto
(Vega et al., 2003), se puede inferir que el tamafio de poro es proporcional a la solubilidad de la

sal utilizada. Por ello, la solubilidad en el agua fue otro de los parametros considerados. Otra de
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los pardmetros evaluados fue la toxicidad de la sal. Si bien es cierto que tedricamente se

espera la completa eliminacion de la sal dentro de la pastilla sal/polimero, en la practica existe

la probabilidad que una insignificante cantidad de la sal permanezca en la pastilla. Por ello y de

manera preventiva se ha considerado la evaluacién de este parametro.

Tabla 3. Parametros evaluados en la selecciéon de sales. *Sales seleccionadas

Sal Peso Solubilidad en Toxicidad Referencias
molecular Aguag/l 200C DL50 (oral, ratas)
g/mol mg/kg
* Biftalato de 204.22 80 >3200 (Beran, 2010)
Potasio ACS
(Favela Pro)
(CgHsKO4)
* Cloruro de 110.98 740 1000 (CRT Scientific),
calcio anhidro (Merck Chemical
(CacCly) and Life Science,
2014), (Santa Cruz
Biotechnology, Inc,
2015)
* Cloruro de 74.56 340 2600 (CTR Scientific)
Potasio (KCI) (Pontificia
Universidad
Javeriana )
Hidroxido de 40.00 1111 4090 (Arana, 2011)
Sodio QP (NaOH)
Permanganato de 158.3 65 1090 (Grupo

potasio (KMnO4)

Transmerquim,
2014), (Cosmos)
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* Hidréxido de 101.1 1120 273 (CTR Scientific),

potasio (KOH) (Weatherford,
2010)
Nitrato de 287.6 320 3750 (Favela Pro),
Potasio ACS (Navarro &
(KNO3) Navarro, 2014)
Sulfato de Zinc 204.22 965 2249 (Hoja de Datos de
ACS (ZnSOy) Seguridad de

Materiales. Sulfato
de Zinc, 2013),

(Fertisquiza)

3.3.2 Mezcla Sal/HA
Las sales seleccionadas: CgHsKO4, CaCl,, KCl y el KOH (Fermont, México) fueron mezcladas
con la HA en polvo La proporcion de la mezcla fue de 1.3 gr de sal con 0.7 gr de HA. Las
mezclas sal/HA fueron homogenizadas mediante trituracion en un mortero de porcelana (Fig. 9).

Las mezclas fueron preparadas por duplicado.

Figura 10. Mezcla de la HA y FA con las sales luego de la homogenizacion
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3.3.3 Prensado y tratamiento térmico de los andamios de HA
Se pesaron 0.5 gr de las mezclas sal/HA y luego fueron prensadas con una fuerza de 5000 Ibs
por 2 min en una prensa hidraulica Carver (Fig. 11). Luego de haber obtenido los andamios de
sal/HA, se les aplicé un tratamiento térmico de 160 y 1050 ©C por 15 min.

Figura 11. A) Prensa hidraulica Carver. B) Proceso de sinterizacién en la mufla. C) Pastillas de
sal/HA

3.3.4 Proceso de lixiviacion de sales
La lixiviacion es un proceso fisico de transferencia de materia que consiste en la extraccion de
uno o varios solutos de un soélido, mediante la utilizacion de un disolvente liquido. La separacion
del soluto de interés se origina por el contacto intimo entre el soluto y el disolvente que provoca

su difusion desde el solido a la fase liquida (Artinaid, s. f.).

Para aplicar el proceso de lixiviacién de sales a las pastillas sal/HA, un dispositivo de lixiviacion
por goteo fue montado como se muestra en la Fig. 12. Los volumenes de disolvente liquido
usado en el proceso de lixiviacion fueron de 5, 10 y 20 ml de agua destilada. Estos volimenes
fueron vertidos lentamente, 1 gota por segundo aproximadamente, sobre la superficie de las
pastillas sal/HA colocadas previamente en el sistema. El volumen de agua vertido se infiltro
dentro del andamio hasta atravesarla por completo. La sal contenida en las pastillas fue
disolviéndose paulatinamente. Finalmente el lixiviado obtenido fue almacenado en el sistema de
drenaje del sistema de lixiviacion. En la figura 13 se presenta el diagrama de flujo del proceso

de lixiviacion por goteo realizado a los andamios de HA.
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Figura 12. A) Esquema del dispositivo de lixiviacion por goteo. B) Dispositivo de lixiviacion

D= X ml H:0

D= Disolvente Composicién

% d = 100 %
H20

—

A=2grde HAy Sal

A=Andamio
Composicién

% HA= 35 %
% KCl= 65%

—

montado en el laboratorio

Proceso de Lixiviacién por

goteo

- L= Lixiviado

5ml, 10 mly 20

ml

===) 7= Andamio

poroso

Figura 13. Diagrama de flujo del proceso de lixiviacion por goteo realizado a los andamios de

HA

3.3.5 Andlisis de concentracion de lixiviado mediante microscopia de emision

atoémica

La concentracion de los lixiviados de los andamios sal/HA fueron analizados con el método de

microscopia de emision atomica. El analisis se realiz6 en funcion a la concentracion del potasio
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(K) detectado en el lixiviado de las sales. Este método consistié en dos partes: La digestion de
muestras por horno de microondas y; la curva de calibracién y creacion del método de medicion

en el software.

3.3.5.1 Digestion de muestras por horno de microondas
La digestion y desintegracion de las muestras fueron realizadas mediante el método de
digestion por horno microondas — Modelo Multiwave Pro AntonPaar. Para este proceso, el
recipiente elegido fue el Rotor HF100. El patrén del orden de vasos ingresados para el analisis
fue de 8 posiciones (Fig. 14).

Los lixiviados de las pastillas de sal/HA fueron aforadas a 45 ml con agua desionizada. Las
demas posiciones fueron ocupadas por el blanco, la muestra de agua residual, el duplicado de
la muestra de agua residual, la muestra fortificada, el blanco fortificado y agua desionizada. Las
muestras fueron introducidas al rotor dentro de los tubos previamente pesados. Se afiadié a
cada muestra 4 ml de HNOzy 1 ml de HCI concentrado. El horno microondas fue configurado
con una potencia y temperatura de 800 W y 2400C respectivamente. El método analitico EPA
3015A fue seleccionado dentro de la configuracion. El tiempo de digestion en el microondas fue

de 45 minutos.

Figura 14. A) Rotor y tubos del sistema de acondicionamiento. B) Sistema de reaccion

microondas

3.3.5.2 Curva de calibracion y creacion del método de medicién con el software
Se aforaron 0.5 mg, 2.5 mg, 4 mg, 6 mg y 10 mg de solucién estandar de Agilent Technologies
# parte 6610030000 en matraces de aforacion de 25ml con HNOz al 2% (Fig.15). Cada punto de
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calibracion fue analizado en el espectrometro de emision atémica con plasma inducido por
microondas (MP-AES). Un programa de método de medicion fue generado en el software del
MP-AES y se obtuvo la curva de calibracion requerida. Las muestras fueron analizadas en el
MP AES utilizando el método de medicién disefiado en el software.

Figura 15. A) Preparacion de la curva de calibracion. B) Muestras acondicionadas. C) Detector,

nebulizador y camara ciclénica del MP-AES

3.3.6 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
El microscopio electrénico de barrido o SEM (Scanning Electron Microscopy), es un instrumento
gue genera una imagen ampliada de la superficie del objeto analizado a través del uso de
haces de electrones en lugar de haces de luz. Esto permite la observacion y caracterizacion

superficial de una gran variedad de solidos.

En el andlisis realizado a las pastillas sal/bioceramico dos tipos de detectores fueron utilizados:
El detector de electrones secundario, para obtener imagenes de alta resolucion SEI (Secundary
Electron Image) y el detector de electrones retrodispersados, que permite la obtencién de
imagenes de composicion y topografia de la superficie BEI (Backscattered Electron Image)
(CIMAV).
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Figura 16. A) Microscopio electrénico de barrido. B) Andamios sal/polimero montadas en el

porta muestra (stub)

La preparacion de las muestras fue relativamente sencilla. El Gnico requerimiento fue que las

muestras fueran sélidas y conductoras.

3.4 Analisis del efecto de la temperatura en la porosidad de los andamios de HA 'y FA
En esta seccion se hizo una evaluacion del efecto del tratamiento térmico en la porosidad de los
andamios de HA para poder determinar la temperatura mas adecuada.

Se siguié el mismo procedimiento descrito para el analisis del efecto de la sal con algunas
modificaciones. La sal usada en este analisis el cloruro de potasio (KCl). La sal fue mezclada
con los bioceramico, es decir con la hidroxiapatita sin sinterizar (HA) y con la hidroxiapatita
sinterizada a 1050°C (HAS), lo mismo con la fluorapatita sin sinterizar (FA) y con la sinterizada
a 10500C (FAS). La proporcion de la mezcla fue de 0.325 gr de sal por 0.175 gr de HA/FA. Las
mezclas sal/bioceramicos fueron triturados en un mortero de porcelana y luego fueron
homogenizados mediante tamizacion utilizando un tamiz de 0.3 mm. Las muestras fueron

preparadas por triplicado.

Las mezclas sal/biocerdmico fueron prensadas con una fuerza de 5000 Ibs por 5 min. Un
tratamiento térmico de 160, 470, 780 y 1093 ©C por 2 horas fueron aplicadas a los andamios
sal/bioceramico obtenidos. Posteriormente, todos los andamios fueron puestos al sistema de
lixiviacion por goteo. El volumen de disolvente liquido usado en el proceso de lixiviacion fue de
10 ml de agua destilada para todas las muestras. Todas las muestras fueron analizadas en el
SEM vy la cuantificacion del porcentaje de porosidad y el diametro de poro promedio de las

mismas, fueron evaluadas mediante el software Fiji de ImageJ.
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Capitulo 4 Resultados y discusion de resultados

4.1 Sintesis de HA y FA mediante método de precipitacion por via hUmeda
El hidroxido de calcio y el acido (orto) fosféricos fueron usados como precursores para la

sintesis de HA como se muestras a continuacion.
Hidroxiapatita
10Ca (OH)z + 6H3PO, Calo(PO4)6(OH)2 \l/ + 18 H.O
La formacion de HA incluyo los siguientes pasos:
CagHz(PO4)s - 5H,O ™= Ca3(PO,), - XH,O === Ca;o,(HPO4),(PO4)s-2(OH)2-- NH,0,0 <z <1
CagH2(PO4)s - 5H.0 = Fosfato octacalcico,
Caz(P0.);, - xH20 = Calcio fosfato amorfo,
Caioz(HPO4)(PO4)s--(OH)2..- NHO = Hidroxiapatita deficiente en calcio,
La formacion de fosfato octacalcico y la conversion de fosfato octacalcico a calcio fosfato
amorfo se produce muy rapidamente pero la cinética para el resto de la reaccién es
relativamente lenta.
El rendimiento porcentual de la HA se obtuvo de la siguiente manera:

Los gramos de los reactivos fueron convertidos a moles.

1 mol Ca(OH),
74.093 gr de Ca(OH),

18.5595 gr de Ca(OH), ( ) = 0.2504 moles de Ca(OH),

1.6 gr) (1 mol de H; PO,

250 1(
M\ T mi ) \98gr de HsPO,

) = 4.0816 moles de H3 PO,

La proporcion estequiométrica entre los reactivos y el producto fue evaluada.

( 1 mol de HA )
10 moles de Ca(OH),
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( 1 mol de HA )
6 moles de H; PO,

El numero de moles del producto que se obtendria si cada reactivo se consumiera en su

totalidad fue calculado.

1 moles de HA
0.2504 moles de Ca(OH), 10 moles de Ca(0H), = 0.02504 moles de HA
1 mol de HA
4.0816 moles de H; PO, 6 moles de H,PO, = 0.6802 moles de HA

El reactivo limitante fue el Ca(OH).. EI maximo producto que se puede obtener es 0.02504 gr de
HA.

1004.6229 gr de HA
1 mol de HA

0.02504 moles de HA( ) = 25.1557 gr de HA

El rendimiento porcentual o porcentaje de rendimiento fue calculado.

20.6066
25.1557

% de rendimiento de HA = 82%

% de rendimiento de HA = x 100

La HA en polvo obtenida con el método de precipitacion via hUmeda se muestra en la figura 17.

Figura 17. Hidroxiapatita en polvo
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Fluorapatita

La facil sustitucion de la HA con el fltor para la obtencion de FA es una ventaja de la sintesis
por precipitacién via hUmeda. Esto se aprecia en la siguiente ecuacion.

10Ca (OH)2 + 6H3PO4 + NHiF =y  Caio (PO4)s (OH) F\ll + 18H,0 + NH4OH

0<x<1
El rendimiento porcentual de la FA también fue evaluado.

Los reactivos de la sintesis de HA son los mismos para la FA excepto el NH4F, por esto solo los
gramos de NH4F fueron convertidos a moles.

1 mol de NH,F
35.04 gr de NH,F

1.878 gr de NH,F ( ) = 0.0535 moles de NH,F

La proporcién estequiométrica entre los reactivos y el producto fue evaluada.

( 1 mol de FA )
10 moles de Ca(OH),

( 1 mol de FA )
6 moles de H; PO,

( 1 mol de FA )
1 mol de NH,F

El numero de moles del producto que se obtendria si cada reactivo se consumiera en su

totalidad fue calculado.

1 mol de FA
0.2504 moles de Ca(OH), 10 moles de Ca(0H), = 0.02504 moles de FA
1 mol de FA
4.0816 moles de H;PO, 6 moles de HoPO, = 0.6802 moles de FA
1 mol de FA
0.0535 moles de NH4F m = 0.0535 moles de FA
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El reactivo limitante fue el Ca(OH),. Por tanto, el maximo producto que se puede obtener es

0.02504 gr de FA.

1008.59 gr de FA
1 mol de FA

0.02504 moles de FA( ) = 25.1301 grde FA

El rendimiento porcentual o porcentaje de rendimiento fue calculado.

18.524
25.1557

% de rendiemiento de FA = 74%

x 100

% de rendiemiento de FA =

La fluorapatita en polvo obtenida con el método de precipitacion via himeda se muestra en la
figura 18.

Figura 18. Fluorapatita en polvo

La diferencia de rendimiento entre la hidroxiapatita y fluorapatita se debe basicamente a los
productos obtenidos en ambas reacciones. En el caso de la hidroxiapatita, existe un exceso de
agua que es eliminada en la etapa de filtracién. Y en el caso de la fluorapatita, otro producto

gue se genera en la reaccion, ademas de agua, es el hidroxido de amonio.

En la tabla se hace referencia al costo de reactivos que fue necesario para producir 100 gr de
HA con el método de precipitacion via humeda. La comparacion de costos se hizo con un
producto comercial de marca Aldrich y se observo una gran diferencia entre el costo de ambos

productos. El costo de reactivo de la HA sinterizada es casi 10 veces menor que la comercial.
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Tabla 4. Diferencia de costos entre una HA comercial y la HA sintetizada por precipitacion via

himeda
Marca Cantidad Precio
gr Pesos mexicanos
Hidroxiapatita SIGMA ALDRICH 100 8 015
comercial
Hidroxiapatita - 100 5744.65
sintetizada
Diferencia 3270.35

4.2 Microscopia electrénica de difraccidon de rayos X (DRX)
La pureza y cristalinidad de la HA y FA sintetizadas fueron evaluadas DRX. Un diagrama de
difraccién fue obtenido gracias a la interaccién de los rayos X con los polvos de HA y FA.
Debido a que el diagrama de difraccidon generado es considerado como la huella dactilar de la
fase cristalina que lo ha producido, fue posible identificar y determinar si el producto obtenido es

realmente lo que esperamos.

Los diagramas de difracciéon obtenidos fueron graficados en funcién del angulo 26 contra
intensidad. En la figura 19 se muestra el espectro de rayos X del polvo de HA. Los cuatro
primeros picos de mayor intensidad localizados entre la zona angular 20<28<60 fueron
asignados con un indice de Miller de 002, 211,112, 300 respectivamente, indices que se le

atribuye a la hidroxiapatita.
Los espectros generados fueron comparados con la tarjeta JCPDS 09-432 (patrén DRX).

Ambos resultados (Fig. 19 y 20) comprobaron que las muestras obtenidas de HA y FA, por el

método de precipitacion via himeda, representan el patron tipico de dichos bioceramicos.
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Figura 19. Espectro de Rayos X del polvo de Hidroxiapatita pura sintetizada por el método de

precipitacion via himeda
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Figura 20. Espectro de Rayos X del polvo de Fluorapatita pura sintetizada por el método de

precipitacion via humeda
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Figura 21. Patron de difraccion de rayos X para (a). fluorapatita, (b) hidroxiapatita y (c)
clorapatita calculado con los parametro estructurales de Hughes et al (Fleet, 2014)

Andlisis DRX de los polvos de HA y FA fabricados mediante precipitacion via humeda
generaron espectros como lo que se muestras en la figuras 19 y 20. Al comparar estos
espectros con el patrén de difraccion de rayos X de la HA y FA calculados con los parametros
estructurales de Hughes et al. 2014, (figura 21) se observa un comportamiento muy similar a
pesar que el patrén de Hughes presenta picos mas estrechos y de mayor intensidad. Asimismo,
en el caso de la los espectros de FA, el espectro generado por el analisis DRX es muy similar,
pero el patron de nuestro espectro se distorsionan ligeramente porque presenta picos mucho
més anchos y de mayor intensidad. El reconocimiento de las muestras en polvo de HA y FA
fueron comparados, ademas, con la tarjeta JCPDS 09-432 y ambos resultados comprobaron

gue las muestras obtenidas fueron HA y FA.
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4.3 Analisis del efecto de la sal en la porosidad de los andamios de HA
Inicialmente, las sales seleccionadas para evaluar el efecto del tipo de sal utilizado en la
porosidad de los andamios de HA fabricadas por el método de lixiviacion de sales, fueron el
CsHsKO4, CaCly, KCl'y el KOH, debido a las siguientes consideraciones.

El CsHsKO4 (PM 204.22 gr) fue seleccionado por presentar el peso molecular mas alto entre las
sales evaluadas. El peso molecular es una propiedad fisica que, segun Andersson et al (2013),
estd relacionado con la velocidad de transferencia de masa, lixiviacion y microestructura de

peliculas de etilcelulosa/hidroxipropilcelulosa.

El KOH (1120 g/l a 20 ©C) fue seleccionado por tener la solubilidad en el agua mas alta en
comparacion con las otras sales. El tamafio de poro de polimeros sintetizados por lixiviacién de
sales esta relacionado con el tamafio de grano de la sal (Xian, 2010). Ademas si se sabe que la
solubilidad de una sustancia aumenta al disminuir el tamafio de la particula, debido al aumento
de la superficie de contacto entre el disolvente y el soluto (Vega et al., 2003), se puede inferir
gue el tamafio de poro es proporcional a la solubilidad de la sal utilizada, es por eso que se
considero la solubilidad como parametro para la seleccion.

El KCI fue seleccionado por ser la segunda sal con menor peso molecular. Fue seleccionada en
lugar del NaOH, sal con menor peso molecular, debido a que la presencia del potasio en la sal

fue una caracteristica preferente en la seleccion.

El CaCl; fue seleccionado porque ademas de presentar un peso molecular y un valor de
solubilidad en el agua promedio en comparacién de las otras sales, fue la Unica sal constituida
por moléculas de calcio. Esta caracteristica, pese a no ser esencial dentro de la seleccién de
sales para la lixiviacion de particula, fue considerada por su potencial de ser fuente de iones de

calcio en caso que no toda la sal fuera eliminada de la pastilla polimérica.

A pesar de haber seleccionado inicialmente esas sales, en el transcurso de la fabricacion de los
andamios, dos de las cuatro sales fueron eliminadas. Las sales de CgHsKO., y KOH fueron
descartadas al final por retener una gran cantidad de humedad ambiental que impidié su
adecuada manipulacion. Por esta razon, solo se continué con el proceso de fabricacion de

andamios con las sales de CsHsKO4y KCI.
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Las sales seleccionadas fueron mezcladas con la HA y prensadas como se describié en la
metodologia. Andamios de 13.025 mm de diametro y 2.15 mm de espesor fueron obtenidas y
puestas a sinterizar a 160 y 1050 ©C. Finalmente fueron lixiviadas con 5, 10 y 20 ml de agua
destilada. A continuacion se muestra, en el tabla 5, las caracteristicas de fabricacion de los

andamios evaluados.

Tabla 5. Andamios de sal/HA y sus respectivas caracteristicas de fabricacién

Muestra Bioceramico Sal Temperatura de Volumen de agua
adicionada Sinterizacion en la lixiviacion

oC ml
Al HA KCI 160 10
A2 HA KCI 1050 5
A3 HA KCI 160 20
B1 HA CsHsKO4 160 20
B2 HA CsHsKO4 1050 10
B3 HA CsHsKO4 1050 5

Los andamios Al, A3 y B1 fueron expuestos a un tratamiento térmico de 160 ©C durante 15
minutos; mientras que los andamios A2, B2 y B3, a 1050 ©C por el mismo tiempo. Un cambio de
color verdoso en algunas partes de las pastillas fue percibido en los controles B2 y B3 4
diferencia de las pastillas formadas Al, A2 y A3 que no presentaron cambio de color en ninguna

de las dos temperaturas.

El tratamiento térmico provoc6 que parte de las sales se fusionaran. Esta fusion, a su vez,
ocasiond que algunos andamios se fracturan parcialmente debido a la adhesién sufrida en
superficie de los recipientes de porcelana que los contenian en la etapa de tratamiento térmico
(Fig. 21y 22).
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Figura 22. Andamios de HA con KCI sinterizados a 160 ©C. A) Andamio B3. B) Andamio Al.
Andamio A3

Figura 23. Andamios de HA con KCI sinterizados a 1050 ©C. A) Andamio B2. B) Andamio A2

Luego de tratamiento térmico, los andamios fueron montados en el sistema de lixiviacion por
goteo. Voliumenes de 5, 10 y 20 ml de agua destilada fueron vertidos lentamente, 1 gota por
segundo aproximadamente, sobre la superficie de las pastillas. Las gotas infiltraron los

andamios y fueron disolvieron la sal contenida paulatinamente.

Con la finalidad de calcular la concentracién de sales presentes en el lixiviado, un dispositivo
MP-AES fue utilizado. El andlisis de las concentraciones fue en funcion a la concentracion de
potasio (K) presente en cada lixiviado. Las concentraciones obtenidas se tomaron en base a la
curva de calibracion del K medido a una longitud de onda de 766.491 nm. La concentracion de
K en cada uno de las muestras fue analizada. Sin embargo, el andlisis presentd incongruencias
en los resultados obtenidos probablemente por algun error en la configuracion del programa de
método de medicion en el software del MP- AES. Por ese motivo se decidi6 no mostrar los
resultados de este analisis.

El porcentaje de porosidad y didmetro de poro promedio de la superficie de todos los andamios
fueron analizados mediante SEM. En las micrografias se observa claramente la formacion de
porosidad en todas las muestras con una notoria diferencia entre la porosidad y tamafio de

poros entre las muestras (Fig. 24).
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100 pm EMT = 15.00 kv Signal A=VPSE G3  Vacuum Mode = Variable Prussurw

100 pm EHT = 1500 kv Signal A=VPSEG3  Vacuum Mode = Variable Pressus
WO = 18.6 mm Mag= 100X Spot Size = 300 F—

WD = 19.0 mm Mag= 100X Spot Size = 300

100 um EHT = 15.00 kv Signal A= VPSE G3 Vacuum Mode = Variable Pressur 100 pm EHT = 10.00 kv Signal A=VPSE G3  Vacuum Mode = Variable Pressur
WD =19.5mm Mag= 100X Spot Size = 300 WD =195 mm Mag= 100X Spot Size = 150

100 pm EHT =15.00 kv Signal A=VPSE G3 Vacuum Mode = Variable Pressur
‘WD =205 mm Mag= 100X Spot Size = 300

EHT =15.00 kV Signal A=VPSE G3  Vacuum Mode = Variable Pressur
WD =185 mm Mag= 100X Spot Size = 300

Figura 24. Micrografias SEM de los andamios A y B después de su sinterizacion y lixiviacion. A)
Al. B) B1. C) A3. D) B3. E) A2 F) B2. Todas las micrografias estan en escala 100um

51



La cuantificacion del porcentaje de porosidad y el diametro de poro promedio de la superficie de
los andamios A y B fueron analizadas utilizando el software FIJI de ImageJ (Tabla 6). Para el

calculo del porcentaje de porosidad, la herramienta Threshold fue utilizada. Figura 25 A.

ENT = 15,00 KV Signal A = VPSE G3  Vacuum Mode = Variable Pressurs 100 pm EHT =15.00 K Signal A =VPSE G Vacuum Mode = Variable Press:

Vi s ur a
WO = 206 mm Mag= 100X Spot Size = 300 [ WD =205 mm Meg= 100X Spot Siza =300

Figura 25. A) Conteo de poros con la herramienta threshold del programa ImageJ del andamio

A2. B) Medicion del diametro de dos poros de la pastilla A2

Tabla 6. Datos obtenidos del diametro promedio de poros y el porcentaje de porosidad del
programa ImageJ.

Muestra Volumen Temp. de No poros Diametro de Porcentaje de
de agua  sinterizacion /mm? poro porosidad
ml oC promedio en %
pm
Al 10 160 17 74,77 5.321
A2 5 1050 29 111.59 22.955
A3 20 160 16 46.03 24.610
Bl 20 160 6 82.925 37.610
B2 10 1050 17 110.63 10.321
B3 5 1050 5 201.8 21.664
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El promedio de poros y el porcentaje de porosidad obtenidos de cada muestra fueron
mostrados en la tabla 6. Los tamafios de poros mas grandes fueron encontrados en los
andamios A2 y B2 ambas expuestas a un tratamiento térmico de 1050 ©C. En cambio los
tamafio de poro méas pequefios fueron encontrados en los andamios A3 y Bl que fueron
expuestas a 160 ©C de sinterizacion lo que nos indicaria que el tamafio de poro promedio
podria estar ligado a la temperatura de sinterizacion de las pastillas sal/bioceramico en lugar del
volumen de agua usado en el proceso de lixiviacion. Esto debido a que los puntos de fusién, de

ambas sales, estan por debajo de 1050 ©C.

El andamio que presentd mayor porcentaje de porosidad fue el B1 (37.61%) y el andamio con
mayor didmetro de poro promedio fue el B3 (201 um). Debido a su porcentaje de porosidad,
diametro de poro promedio y la facilidad de manipulacion en la fabricacién de andamios
porosos de HA, la sal mas adecuada fue el biftalato de potasio.

4.4 Andlisis del efecto de la temperatura en la porosidad de los andamio de HA 'y FA

En esta seccion se hizo una evaluacion del efecto del tratamiento térmico en la porosidad de los
andamios de HA para poder determinar la temperatura mas adecuada. Para ello, se fabricaron
nuevos andamios siguiendo la metodologia anterior. El cloruro de potasio (KCI) fue la sal que se
usé en estos nuevos andamios El KCI fue mezclada con la HA sin sinterizar (HA) y con la
hidroxiapatita sinterizada a 1050 ©C (HAS), lo mismo con la fluorapatita sin sinterizar (FA) y con
la sinterizada a 1050 ©C (FAS). Las mezclas fueron homogenizadas y prensadas. Se obtuvieron
andamios de 13.025 mm de didmetro y 2.15 mm de espesor para las mezclas con HA (Fig. 26);
y andamios de 13.025 mm de diametro y 1.54 de espesor, para las de FA.

Figura 26. Andamios de cloruro de potasio con hidroxiapatita

53



Durante la etapa de lixiviacién por goteo, las muestras B, C y D presentaron un comportamiento
diferente a la mezcla A (Tabla 7). Con volumen de menos de 5 ml de agua destilada, las
muestras B, C y D comenzaron a deshacerse y disolverse por completo. Por ello, la etapa de
lixiviacion fue aplicada solo a las muestras compuestas por HA. El volumen de agua destilada
para todas las muestras A fue de 10 ml. Cuatro temperaturas para el tratamiento térmico fueron
evaluadas: 160, 470, 840 y 1090 ©C por dos horas en las muestras; y por 24 horas en las
muestras B y D. En la siguiente tabla se resume la temperatura y el volumen de agua utilizado

para cada muestra.

Tabla 7. Condiciones de fabricacion de andamios porosos de HA, FA, HAS y FAS.

Muestr Andamios Sinterizad Lixiviaci Tratamiento de Tratamiento
a bioceramico + asal050 6n 10 ml térmico por 2 térmico por 24
KCI oC horas horas
A HA X X
B HAS X X
C FA X
D FAS X X

Todas las muestras fueron analizadas en el SEM y la cuantificacién del porcentaje de porosidad
y el didmetro de poro promedio de las mismas, fueron evaluadas mediante el software Fiji de

Imaged.

EHT = 15.00 kv Signal A =VPSE G3 Vacuum Mode = Variable Pres:

EHT = 15.00kV Signal A =VPSE G3  Viacuum Mode = Variable Pressur
WD = 8.0mm Mag= 1.00KX Spot Size = 350

WD = 8.5mm Mag= 26X Spot Size = 350
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Figura 27. Micrografias de la muestra A con tratamiento térmico de 1050 ©C A) Con 20 X de

aumento. Escala 200 um. B) Con 1000 X de aumento, escala 10 pm

La superficie porosa del andamio A con un tratamiento térmico de 1050 ©C fue mostrada en la
figura 27. En la figura 27B, se aprecia el mismo andamio a 1000 X de aumento.

100 pm EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Vacuum Mode = Variable Pressur
WD =10.0 mm Mag= 100X Spot Size =400

Figura 28. Comparacion de micrografias SEIl y BEI del andamio A a 160 oC. A) Microscopia con

detector SEI. B) Microscopia con detector BEI

El detector de electrones secundario (SEI) y el detector de electrones retrodispersados (BEI) del
SEM fueron utilizados en el andlisis de la superficie de todas las pastillas. El detector nos
permitio obtener imégenes de alta resolucion, el cambio el detector BEI, imagenes de la
composicion y topografia de la superficie analizada. El uso de ambos detectores nos
proporciond una informacién mas completa y detallada de la superficie de las pastillas. En la
figura 28 se muestra un ejemplo de la comparacion de ambas micrografias, con detector SEl y

BEI. El relieve de los andamios fue apreciado claramente en la micrografia con detector BEI.

Todas las muestras fueron analizadas por triplicado excepto los andamios D expuesta a un
tratamiento térmico de 1093 ©C que solo fue analizada 2 veces. A continuacion se muestran las

micrografias de los andamios A, B, C y D tratadas a diferentes temperaturas.
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EWT = 15,000/ Signal A= VPSEG3  Vacuum Mode = Variable Fraseurs
WE =100 mm Mag= 100X Spot Siza =400

BT = 15008 Signel A= VPSE G3  Vesiam Hoda = Varabie Wuwrﬁ

EMT = 1500k Signal A=WPSEG3  Vacuum Mode = Verisble Prassus
WD = 85 mm Mag= 100X ‘Spot Size = 400 WD =110 mm Mag= 100% Spet Size = 400

iy

SRR et ?
Signal A=VPSEG3 Vacuum Mode = Variable Pressu
Mag= 100X Spot Size = 450

100 pm EHT = 15.00 kv Signal A=VPSE G3 Vacuum Mode = Variable Pressui
| WD = 85mm Mag= 100X Spot Size = 350

Figura 29. Micrografias de los andamios A. A) Sin tratamiento térmico. B) A 160 °C. C) A
4700C. D) A 840 °C y E) A 1093 ©C. Todas las micrografias se encuentran en escala 100um

En general los andamios A tratados a 160, 470, 840 y 1090 ©C mostraron buena consistencia y
color uniforme. No obstante, los andamios A tratados a 840 ©C presentaron mayor
inconsistencia que el resto. El punto de fusion del KCl es de 778 ©C, temperatura cuya
proximidad con el tratamiento térmico a 840 ©OC es relativamente grande. Este detalle pudiera
explicar la inconsistencia de los andamios A tratados a 840 ©C, ya que el estar expuesta a una
temperatura por arriba de su punto de fusién, la sal que constituye el andamio inicia su cambio
de fase. En este momento, la sal derretida comienza un recorrido a través del andamio, hasta

salid de él, que pudiera desestabilizar su estructura interna.

Poros interconectados fueron distinguidos en los andamios. Un ejemplo de esta
interconectabilidad es observada en la figura 29D y 29E con mayor nitidez. La
interconectabilidad de los poros es una caracteristica deseada en las pastillas ya que aseguran
mayor facilidad de proliferacién y migracion celular, ademas de mayor transporte de nutrientes

durante las pruebas de biocompatibilidad in vitro.
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EHT =15.00KV
WD =100 mm Mag= 100X

Signel A= VPSE G3  Vacuum Mode = Variable Pressur

Spot Sizs = 400

EHT=15.00 kv Signal A =VPSEG3  Vacuum Mode = Variable Pre:
— WD = 105 mem Mag= 100X Spot Sze = 450

Figura 30. Micrografias de los andamios B. A) Tratada a 160 ©C. B) A 840 ©C. C) A 1093 ©C.

Escala 100 pum

Los andamios B tratadas a 160, 840 y 1093 ©C fueron mostradas en la figura 30. Para este

control la etapa de lixiviacién fue eliminada por lo que solo recibieron el tratamiento térmico. Se

puede observar que a pesar de no haber utilizado agua para la eliminacién de la sal, una

notable porosidad fue obtenida en todas las pastillas incluso en la tratada a 160 ©C.

EHT = KV
WD =10.5 mm

5 S ACR R
Signal A=VPSEG3  Vacuum Mede = Variable Pressur

Mag= 100X

Spot Size = 450

100 pm EHT =15.00 kV' Signal A=VPSE G3 Vacuum Mode = Variable Pressure
|_| WD =105 mm Mag= 100X Spot Size = 400

Figura 31. Micrografias de los andamios C. A) Tratados a 160° C. B) Tratados a 1093 ©C.

Micrografias en escala 100um

La formacion de porosidad en las pastillas C tratadas a 160 ©C fue nula. En cambio en los

andamios tratados a 1093 ©C, poros relativamente grandes fueron encontrados. Cabe sefalar

gue el proceso de lixiviacion por goteo fue suprimido para este control porque el contacto con el

agua ocasionaba su desintegracion.
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_ i e 0y Vi 3
100 pm EHT = 15.00 kV Signal A=VPSE G3  Vacuum Mode = Variable Pressur 100 pm EHT = 15.00 KV Signal A=VPSEG3  Vacuum Mode = Variable Pressur
F— WD = 5.0mm Mag= 100X Spot Size = 450 — WD =10.0 mm Mag= 100X Spot Size = 400

Figura 32 Micrografias de los andamios D. A) Tratados a 840 ©C. B) Tratados a 1093 ©C.
Micrografias a escala 100 pm

En el caso de los andamios D (Fig. 32) la existencia de porosidad interconectada fue evidente
en ambos tratamientos térmicos (840-1093 ©C). Ademas, se observo una mayor uniformidad de
los poros en la superficie de los andamios. Al igual que los andamios B y C, estos no pasaron
por la etapa de lixiviacion de sales.

La cuantificacion del porcentaje de porosidad y el didmetro de poro promedio de los andamios
A, B, C y D fueron analizadas con el software Fiji de ImageJ. Los datos obtenidos de este

analisis son mostrados en la tabla 9.

Tabla 8. Porcentaje de porosidad y diametro de poro promedio de los andamios A, B, CyD Yy

sus triplicados. Obtenidos con el programa ImageJ

% de porosidad Diametro de poro  Minimo Méaximo

promedio um

A-1 8.17 51 +/-47 17 188
A=-2 7.771 61 +/-28 23 100
A-3 14.656 88 +/-60 34 310
Al1l60-1 15.634 79 +/-37 27 158
A 160 -2 9.793 65 +/-41 23 177
A 160 -3 13.496 65 +/-45 25 172
A470-2 13.673 46 +/-33 11 159
A470-3 17.760 57 +/-17 26 90
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A470-1 12.404 45 +/-26 12 129

A840-1 59.89 47 +/-44 10 342
A 840-2 56.462 38 +/-33 9 203
A 840-3 55.449 45 +/-34 10 199
50.219 101 +/-71 22 352
52.687 124 +/-71 18 306
52.289 74 +/-49 16 267
B160-1 47.983 46 +/-29 6 163
B 160 -2 52.889 41 +/-23 6 150
B 160 -3 49.31 54 +/-29 15 177
B840-1 59.89 48 +/-27 12 154
B 840-2 56.462 47 +/-24 9 144
B 840-3 55.449 53 +/-34 13 155
46.723 44 +/-30 7 147
48.107 59 +/-46 10 260
51.696 42 +/-27 10 150
Ccl1l60-1 0 0 0
C160-2 0 0 0
C160-3 0 0 0
45.952 51 +/-50 9 345
45.864 53 +/-36 9 212
45.714 72 +/-52 16 268
D840-1 43.852 62 +/-37 16 203
D840-2 44.755 55 +/-34 13 202
D840-3 42.779 64 +/-47 10 314
44.44 49 +/-32 9 158
58.367 53 +/-36 8 161

Para una mejor comparacion y visualizacion de los valores obtenidos, en la tabla 10 se muestra

el promedio de los triplicados de cada andamio.
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Tabla 9. Resumen del porcentaje de porosidad y diametro de poro promedio de los andamios
A B, CyD.

Muestra % de porosidad Diametro de poro Minimo Maximo

promedio pum

AO 10 67 +/-45 25 199
A 160 13 70 +/-41 25 169
A 470 15 50 +/-25 16 126
A 840 57 43 +/-37 10 248
A 1090 52 100 +/-64 19 308

50 47 +/-27 9 163
57 49 +/-28 11 151
49 48 +/-34 9 186
0 0 - -
46 59 +/-46 11 275
D 840 44 60 +/-39 13 240
D 1093 51 51 +/-34 9 160

Segun algunos estudios, a mayor porosidad mayor facilidad de proliferacién y migracion celular,
ademas de mayor transporte de nutrientes. Ademas, se sabe que porcentajes de porosidad con
valores superiores al 10% en los materiales ceramicos indica interconectividad, es decir; que
entre mas alta sea la porosidad mayor es la probabilidad de interconexién entre los poros
(Gonzalez et al., 2014).

Los andamios que presentaron mayor porcentaje de porosidad fueron los andamios A y B,
expuestas a un tratamiento térmico de 840 ©C. En general, solo los andamios constituidas por
HA, sin previa sinterizacion, tratadas a una temperatura por debajo de 840 ©C mostraron
porcentajes de porosidad mas bajos a diferencia de aquellos andamios constituidos por HAS
que presentaron porcentaje de porosidad por encima del 40%. Asimismo, los andamios
constituidos por fluorapatita (C y D) expuestos a un tratamiento térmico de 1093 ©C presentaron
un porcentaje de porosidad por encima del 45%. Estos valores indican que los andamios A, B,

C y D presentan interconectabilidad en su estructura porosa.

El diametro de poro promedio mas grande (100 um) fue el obtenido en los andamios A

expuestas a una temperatura de 1093 ©C. La presencia de micro y macroporosidad en todas las
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muestras fue percibida. Poros entre 9 y 308 pm fueron encontradas. Este resultado se
encuentra dentro del rango de tamafio de poro reportado por Sequeda et al., 2012, quien en su
estudio sefialé que el tamafio de poro mas adecuado para la facilidad de proliferacion y

migracion celular varia entre 100-500um (Sequeda et al., 2012; Velasco y Garzén, 2010).

EHT = 15,00 kv Signal A=VPSEG3 Vacuum Mode = Variable Pressur EHT = 15,00 kv Signal A=VPSEG3 Vacuum Mode = Variable Pressu
WD =10.5 mm Mag= 100X Spot Size = 450 |_| WD =10.5 mm Mag= 100X Spot Size = 400

100 um EHT = 15.00 KV Signal A=VPSEG3 Vacuum Mode = Variable Pressur 100 pm EHT =15.00 kv Signal A =VPSE G3  Vacuum Mode = Variable Pressu

WD =10.5 mm Mag= 100X Spot Size = 400 w |_| WD=10.0mm Mag= 100X Spot Size = 400 w

Figura 33. Micrografias de los andamios con mayor porosidad. A) A - 840 ©C. B) B - 840 ©C. C)
C-10930C. D) D - 1093 ©C. Todas las micrografias estan en escala 100um
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Figura 34. Gréficas de los andamios A. A) Porcentaje de porosidad en funcion de la

temperatura. B) Didmetro de poro promedio en funcién de la temperatura

Se observa el comportamiento de la porosidad generada en los andamios A (Fig. 34). El

porcentaje de porosidad se incrementa a medida que la temperatura aumenta hasta llegar a

840 OC de temperatura, donde se muestra el maximo porcentaje de porosidad alcanzado para
los andamios A. Sin embargo al llegar 1093 ©C el porcentaje de porosidad disminuye

ligeramente. A esa temperatura los poros crecen tanto que llegan a fusionarse entre ellos, es

por ello que el porcentaje de porosidad disminuye pero el diametro de poro promedio aumenta.

Por tanto, con un tratamiento térmico de 840 ©C se puede lograr un porcentaje de porosidad de

57 % pero con un promedio de diametro relativamente bajo. La temperatura éptima en el
tratamiento de andamios A fue de 1093 ©C debido al alto porcentaje de porosidad de 52% con

un tamafio de poro promedio de 100um.
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Figura 35. Graficas de los andamios B. A) Porcentaje de porosidad en funcion de la

temperatura. B) Didmetro de poro promedio en funcién de la temperatura

Asimismo, en los andamios B, el maximo porcentaje de porosidad encontrado fue en aquellos
expuestos a 840 OC (Fig. 35). Se alcanz6 un maximo de 57% de porosidad con un diametro
promedio de 49 um. A diferencia de las A, que presentan un cambio muy drastico en la
porosidad entre 160 y 840 ©C, la diferencia de porosidad en los andamios B entre esas mismas
temperaturas es muy baja. Al igual que los andamios A, al aumentar la temperatura a 1093 ©C
el porcentaje de porosidad disminuye ligeramente pero el diametro de poro promedio se
mantiene casi constante, en comparacion con las otras temperaturas, con una desviacion
estandar mayor. Por tanto, los mejores resultados para los andamios B fueron obtenidas a 840
oC.
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Figura 36. Graficas de los andamios C. A) Porcentaje de porosidad en funcién de la

temperatura. B) Didmetro de poro promedio en funcién de la temperatura

En la figura 36 existe una marcada diferencia entre los andamios C tratadas a 160 y 1093 °C
debido a la ausencia de porosidad en las de 160 ©C. Se encontr6 que el porcentaje de

porosidad obtenido a 1093 ©C fue de 46 % de porosidad con un didmetro promedio de 59 um.
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Figura 37. Gréficas de los andamios D. A) Porcentaje de porosidad en funcién de la

temperatura. B) Didmetro de poro promedio en funcién de la temperatura

La méxima porosidad obtenida en los andamios D fue a una temperatura de 1093 © (Fig. 37).
Se obtuvo 51% de porosidad con 51 um de tamafio de poro promedio. Una ligera diferencia
entre la porosidad en ambas temperaturas fue observada. Un promedio de didmetro mayor fue
obtenido en aquellos andamios tratados a 840 ©C.

Se ha reportado que con otros métodos de fabricacion de andamios porosos como el
defundicién de disolvente y lixiviacion, utilizando dimetil sulfoxido (DMSO) como solvente
durante 14 dias, es posible obtener andamios con alta porosidad entre 52 y 72%; y diametros
de poro de 500 um (Wosek, 2015). En este trabajo se ha conseguido obtener pastillas con un
méaximo de porosidad de 57 % con un tamafio de poro de 100 um mediante el proceso de
lixiviacion de sales. Si bien, el porcentaje de porosidad obtenido se encuentra dentro del
porcentaje esperado, se observa una evidente diferencia en el tamafio de poro posiblemente
atribuido al pequefio volumen de agua utilizado en la lixiviacion a diferencia del trabajo de
Wosek.

El tamafio de poro promedio obtenido en los andamios porosos a diferentes temperaturas es
adecuado para aplicaciones en regeneracion 6sea debido a que el tamafio promedio sobrepasa
los 10 um, lo que permite una adecuada fibrovascularizacion y penetracion 6sea. Segun lo
reportado en la literatura, el tamafio de poro es importante para la integracion del implante con
el tejido. Un estudio revelé que los poros menores de 10 um evitan el ingreso de células,
mientras que poros entre 10 y 50 um permiten la penetracion del tejido fibrovascular, los poros

entre 50 y 150 um permiten la penetracion 6sea y los poros mayores de 150 um permiten la
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penetracion y la formacion 6sea. Ademas, se ha encontrado que la penetracion de tejido 6seo
sélo es posible si los poros se encuentran interconectados (Gonzalez et al., 2008).

Los andamios A con un tratamiento térmico a 1093 ©C obtuvieron los mejores resultados
porque presentaron un porcentaje de porosidad de 52% con un tamafo de poro promedio de
100um. Los andamios A serian ideales para aplicacion de reemplazo de hueso trabecular ya
gue los valores de porosidad presentes en el hueso trabecular varian entre el 30 y 90% con una
porosidad interconectada entre el 50 y 90 % (Gonzalez et al., 2014).
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Conclusiones
En este trabajo se estandarizé una metodologia para la fabricacion de andamios porosos de
hidroxiapatita y fluorapatita para aplicaciones de regeneracion de tejido 6éseo. La obtencion de
la hidroxiapatita y fluorapatita por método de precipitacion via humeda fue un procedimiento
muy conveniente por su costo de reactivos (0.8 pesos/gr), rendimiento (82% y 74%) y

simplicidad.

La sal mas adecuada para la fabricacion de andamios porosos de hidroxiapatita y fluorapatita
mediante el método de lixiviacion de particulas fue el Biftalato de potasio por presentar el mayor
porcentaje de porosidad, didmetro de poro promedio y facilidad de manipulacién que las otras
sales evaluadas. Para los andamios de hidroxiapatita, el tratamiento térmico de 1093 ©C por 2
horas y con un volumen de lixiviacion con 10 ml de agua destilada fue el que dio mejores
resultado: 52% de porosidad y 100um en promedio del diametro de poro. En cambio para los
andamios de fluorapatita, los mejores resultados dieron la fluorapatita sinterizada a 1050 ©C y
un tratamiento térmico de 1093°C por 24 horas sin lixiviacion (51% de porosidad 51 um en

promedio del didmetro de poro).

Todas los andamios de hidroxiapatita y fluorapatita obtuvieron arriba de 30 % de porosidad por
lo que serian ideales para aplicaciones de reemplazo de hueso trabecular. Sin embargo, futuras
pruebas de citocompatibilidad, bioactividad in vitro, caracterizacion mecanica son necesarias
para evaluar diferentes formulaciones con grafeno y otros biopolimeros que permitan mejorar

las propiedades mecanicas y la osteoconductibilidad de los andamios.
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Anexo 1.

Anexos

Tabla de costo aproximado del estudio de investigacién segun tipo de reactivos

empleados
Reactivo Numero de Cantidad | Precio de | Cantidad | Costo del
catalogo VWR de venta venta utilizada proyecto
internacional Dolares
Acido 10852-378 1000 ml 21.23 20 ml 0.42
ortofosfdrico
Hidréxido de 89399-874 1000 gr 65.77 38 gr 2.50
calcio
Fluoruro de AAAAL16279-22 100 gr 26.10 29r 0.52
amonio
Biftalato de AA33351-Al 1000 gr 112.66 10.4 gr 1.17
potasio
Cloruro de 97062-586 1000 gr 94.34 10.4 gr 0.981
calcio anhidro
Cloruro de 97061-562 1000 gr 46.15 52 gr 2.40
potasio
Hidréxido de 97064-988 1000 gr 38.25 10.4 gr 0.40
potasio
Acido nitrico | EM1.09964.0001 | 1000 ml 86.54 50 ml 4.32
concentrado
Acido AA88563-LQ 1000 ml 25.94 iml 0.026
clorhidrico
concentrado
Agua destilada 10218-886 1000 ml 15.21 876 ml 7.35
Agua 470300-966 3785 ml 10.35 45 ml 0.12
desionizada
Solucion RCAK1KN-100 100 mi 32.18 1ml 0.32
estandar
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Anexo 2.

Tabla de costo aproximado del estudio de

Total en 20.54

doélares

Total en 354.77
pesos

investigacién segun tipo de anélisis

empleados

Costo Cantidad Precio
Difractometro de rayos | 2668 1 2668
X Bruker D8 Advance
Espectrofotometria de | 2105.4 1 2105
absorcion atomica
Microscopio electronico | 580 x 1 41 12470
de barrido 290 x 2+

Total 17 243

Anexo 3

Tabla de costo aproximado para la sintesis de hidroxiapatita y fluorapatita segun tipo de

reactivos en el estudio de investigacién

Cantidad de Precio de venta Cantidad Costo del
venta délares utilizada proyecto

Acido 1000 ml 21.23 20 ml 0.42
ortofosforico
Hidréxido  de 1000 gr 65.77 38 gr 2.5
calcio
Fluoruro de 100 gr 26.10 29r 0.52
amonio
Agua destilada 1000 ml 15.21 393 ml 5.98
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Anexo 4

Total para 9.42
producir solo

20.60 gr HA vy

18.52 gr FA

Total en pesos 162.34

Tabla de costo aproximado del estudio de investigacion segun tipo de reactivos

empleados para 100 pastillas de HAy FAde 0.5 g

Cantidad de Precio de venta Cantidad Costo del
venta délares utilizada proyecto
Acido 1000 ml 21.23 20 ml 0.42
ortofosfarico
Hidréxido de 1000 gr 65.77 38 gr 2.50
calcio
Fluoruro de 100 gr 26.10 2qr 0.52
amonio
Cloruro de 1000 g 46.15 73 gr 3.37
potasio
Agua destilada 1000 ml 15.21 2393 ml 36.4
Total para 100 43.21
pastillas de HA
y 100 de FA de
0.5 gr cadauna
Total en pesos 744.65

Anexo 5

Costo horas —hombre (pesos) del proyecto
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(10000 pesos)(6)
(100 dias)(8 horas)

Costo de reactivos/ elemento del proyecto

=277= 8.65 Pesos/elemento (0.5g)

354.77_
YT 17.69 pesos / gr

Costo de reactivos/ elemento del proyecto sin pérdidas

744.65
2x50

=7.44 pesos/gr

Costo de reactivos y equipos/ elemento del proyecto

17243

= 429.21 Pesos/elemento (0.59)

17243
20.05

= 860/gr

= 75 costo horas — hombre
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