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RESUMEN

Los bionanomateriales son materiales, naturales o sintéticos, que interaccionan con sistemas
biolégicos para cualquier propdsito de diagnéstico o biomédico; contienen en su estructura al
menos una dimensibn menor a 100 nm y como caracteristica principal deben ser
biocompatibles, es decir, deben ser capaces de co-existir en contacto con tejido humano sin
causar un dafio inaceptable al mismo. La hidroxiapatita es un compuesto inorganico de fosfato
de calcio cristalino que se encuentra presente en la fase mineral de tejidos calcificados,
incluyendo los dientes. Por muchos afios se le ha considerado un biomaterial Gtil en la
ingenieria de tejidos para la sustitucion 6sea, como recubrimiento de metales, y para la
dosificacién de farmacos, entre otros usos. Este mineral tiene la capacidad de intercambiar
iones con su medio circundante por lo que juega un papel importante en el proceso de
desmineralizacién y remineralizacién del esmalte dental. Cuando la remineralizacién no se
favorece, entonces se puede presentar una lesién cariosa. Considerando que el mecanismo de
remineralizacion se puede estimular con soluciones mineralizantes artificiales, se pensé en
elaborar biomateriales para tal fin. La plata por su parte se ha utilizado como agente
antibacterial en distintas aplicaciones por lo que afadirlo a la estructura de la hidroxiapatita
podria conferirle caracteristicas especiales.

El objetivo de este proyecto fue el de sinterizar una serie de biomateriales nanoestructurados a
base de hidroxiapatita con inclusién de plata y flGor. El método utilizado para la sinterizacion de
los biomateriales fue el de combustion y se utilizaron diversas técnicas de microscopia
electronica, de espectroscopia y de rayos X para su caracterizacion fisicoquimica. Ademas se
evalud su biocompatibilidad mediante estudios in vivo implantando los materiales en roedores y
evaluando su respuesta inflamatoria a 7, 14, 30 y 90 dias. Los resultados muestran que fue
posible obtener sistemas con hidroxiapatita, fluoroapatita y fosfatos de calcio con plata en su

estado i6nico en su estructura, con tamafios de particula en la escala nanométrica. En cuanto a
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su biocompatibilidad se encontré que los materiales de hidroxiapatita e hidroxiapatita con fltor
fueron mejor tolerados en los diferentes tiempos de estudio, en comparacion con el material de
hidroxiapatita con plata y flior ya que éste presentd respuestas inflamatorias diversas entre los
7 y 30 dias, sin embargo después de los 90 dias se observé una mejoria en la respuesta

inflamatoria.
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1. INTRODUCCION

La caries dental sigue siendo una de las enfermedades bucales mas frecuentes dentro de la
salud publica a nivel mundial. Se sabe que es una enfermedad infectocontagiosa, crénica que
destruye los tejidos del 6rgano dentario, pudiendo llegar a ocasionar la pérdida del mismo.
Esta enfermedad inicia su desarrollo como una lesion incipiente o mancha blanca que surge del
resultado de desmineralizacion y remineralizacion del esmalte, en la que predomina la
desmineralizacion producida por los &cidos que se generan en la cavidad bucal, por efecto de
carbohidratos simples, que contienen los alimentos, sumandose ademas la actividad de los

microorganismo que se encuentran en el biofilm.

Muchas son las substancias que se utilizan para la remineralizacién del esmalte, ya sea en
forma natural como es el flujo y la capacidad buffer de la saliva; asi como por medios externos

o coadyuvantes como lo son el uso de los fluoruos, clorhexidina, y xilitol, entre otros.

Actualmente han surgido los nanomateriales de hidroxiapatita para favorecer el proceso
remineralizante del esmalte, como es el nanoXIM.CarePaste para usar en pastas dentales y
enjuagues bucales, este producto tiene el potencial de restaurar el esmalte dental, reducir la
sensibilidad dental, asi como favorecer el blanqueamiento y brillo dental. Otro producto es el
desensibilize NanoP, que es una pasta desensibilizante y remineralizante, basada en fosfato de
calcio nanométrico (en forma de hidroxiapatita), fluoruro de sodio y nitrato de potasio; es
biocompatible y aplicable en el tratamiento de lesiones cariosas incipientes (mancha blanca),
en el control de la erosién dental y en el tratamiento de la hipersensibilidad originada por

exposicion radicular.

En el presente trabajo, se pretende llevar a cabo la sinterizacion de hidroxiapatita con la
inclusion de fldor y/o plata, mediante la técnica de combustién seguida de tratamiento térmico
adicional a fin de considerar un producto que pueda ubicarse con funcién remineralizadora y

antimicrobiana por su accion oligodinamica sobre los microorganismos.




1.1 ANTECEDENTES

En Washington en el 2008 José Carlos Brito Lopes y col. (1), crearon un método para la
produccion de fosfato de calcio nanoparticulado con alta pureza, para aplicarlo como aditivo de
alimentos, suplementos nutricionales, reemplazos 0seos, asi como para favorecer el
crecimiento y la reparacion de los mismos; en biocementos y como recubrimientos de implantes

metalicos. También lo usaron en cosméticos, pastas dentales y tratamientos estéticos.

En Portugal, Pablo J Gomez y col. (2) realizaron un estudio de un proceso continuo altamente
reproducible para la sintesis de nano particulas de hidroxiapatita (nanoXIM) a base de
soluciones de calcio, soluciones de fésforo y soluciones alcalinas, utilizando un reactor que
permite el control del micromezclado que es esencial para la formacion de estructuras
nanométricas asi como también un factor determinante en la pureza de los cristales,
cristalinidad y morfologia de los mismos. El esquema de la distribucion de los reactantes es asi
mismo un factor crucial para programar las propiedades del medio tales como el pH, el grado
de saturacién, la relacion molar de Ca-P y la temperatura. Las nanoparticulas de fosfato de
calcio que salen del sistema se someten a un proceso de envejecimiento, separacion, secado,
sinterizado y molienda. Estos autores consideran a la hidroxiapatita como un biomaterial
utilizado como aditivos de alimentos, suplementos nutricionales; sustituto éseo, biocemento y

en recubrimientos de implantes dentales.

En otro estudio realizado en Gaithersburg, Md, US en 2006 por Limin Sun y Col.(3), mencionan
gue el fosfato de calcio nanoestructurado (nano —CaF,) puede usarse como un efectivo agente
anticaries, incrementando la disponibilidad de la concentracién de fldor en fluido oral y de esta

manera incrementar la remineralizaciéon del diente.

En Brasil, la compafia FGM productos odontologicos, desarrolld una tecnologia innovadora

basada en fosfatos de calcio nanoestructurados (tecnologia Nano P), biocompatibles, que




cuando se incorporan a los materiales odontologicos, potencializan su accién y contribuyen

para la introduccién de nuevas perspectivas en odontologia y diversas especialidades.

El Desensibilize NanoP, presenta caracteristicas quimicas y estructurales semejantes a las de
la hidroxiapatita natural. Cuando son comparados a los fosfatos de calcio convencionales (en la
micro o macro escala), los nanofosfatos de calcio presentan una mayor bioactividad, pues el
pequefio didmetro de su particulas y su morfologia aumentan su area superficial, su capacidad
de hidratacion, humedad y solublidad, permitiendo que éstos liberen iones calcio y fosfato al
medio bucal, en las concentraciones y velocidades adecuadas. Estas cualidades en conjunto
potencializan la respuesta biolégica del Desensibilize NanoP y posibilitan que se restaure la

microestructura, la composicion quimica y funcionalidad de la estructura dental.

La hidroxiapatita actia de forma compatible en la obliteracion de la dentina expuesta y de las
micro fisuras del esmalte y de igual forma en la remineralizacion del 6rgano dentario asociada a
su capacidad de proveer iones de calcio, fosfato y fluoruro a la superficie desmineralizada, los
cuales pueden reorganizarse sobre la superficie dental en la forma de hidroxiapatita,
fluorapatita o fluoruro de calcio, con resistencia acida semejante al diente natural. Por ser esta
hidroxiapatita una forma cristalina y organizada de fosfato de calcio y con baja solubilidad en
pH neutro, después de su aplicacion en la superficie dental, es capaz de integrarse facilmente a
este tejido, que también es compuesto por hidroxiapatita, reparando sus deficiencias y
mimetizandolo funcionalmente por actuar como un sistema de liberacion de iones calcio y
fosfato, esencial para la manutencion de balance mineral del diente en las condiciones de

desafio acido (bajo pH), que son criticas para la formacién cariosa y erosion.

En un estudio realizado en 2006 por Li Li y Col. (4) se menciona que la hidroxiapatita puede
utilizarse en la remineralizacion del esmalte dental si se logra obtener el mineral con un tamafio
de particula similar al que esta presente en el esmalte, es decir, de forma nanoparticulada con

un tamafo de particula entre 20 y 40 nanémetros (nm).




1.2 MARCO TEORICO

La hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),], es un compuesto inorgénico de fosfato de calcio cristalino
con una estructura tipo hexagonal de gran importancia biolégica pues se encuentra presente en
la fase mineral de tejidos calcificados, tanto en huesos (5) como en dientes (dentina y esmalte)
(6, 7), su funcién primaria es proveer rigidez estructural a la matriz de estos tejidos. En la figura

1 se muestra la estructura cristalina de la hidroxiapatita.

Figura 1. Modelo de cristal hexagonal de hidroxiapatita

La caracteristicas estructurales importantes de la hidroxiapatita estequiométrica son sus grupos
hidroxilo estructurales, arreglados hacia los bordes de las celdas elementales, formando
columnas —OH-OH-OH-. Los a&tomos de oxigeno de estos grupos estan espaciados de tal
forma que no pueden formar puentes de hidrégeno (8). Incluye dos tipos de iones calcio,
conocidos como Ca (I) y Ca (Il). Los atomos de calcio Ca (I) se localizan en los bordes de la
celda unitaria hexagonal, mientras que los &atomos de calcio Ca (ll) forman triAngulos
equilateros con la columna de grupos OH en el centro de la estructura (9, 10). Los iones fosfato
son los iones mas largos que conforman la celda unitaria y son los que determinan la forma de

la estructura (10). La relacion Ca:P de la hidroxiapatita pura es 1.67, sin embargo la relacion del




mineral presente en huesos puede variar de 1.37 a 1.87 debido a la combinacion de fosfatos de

calcio que puede presentar (11).

Una de las caracteristicas primarias de la hidroxiapatita es su capacidad para sustituir iones.
Esto significa que las ubicaciones de los grupos OH™ pueden ser ocupadas por iones de
tamafio y carga similar como CI*, F' y CO;* (11). Las ubicaciones para los iones fosfatos
pueden ser ocupadas por BO;*, y los iones calcio pueden ser intercambiados por iones Mg*",
Mn*, o Sr**. En algunos casos, se puede tener un intercambio total o parcial. Es total cuando
se intercambian iones OH-F o Ca-Sr. Un aspecto importante es la posibilidad de poder sustituir
iones con diferentes cargas. Por ejemplo, es posible intercambiar iones fosfato (-3) con iones
carbonato (-2). Tal situacidn crea una vacante cargada positivamente, que se compensa por la

liberacion simultanea de un ion calcio y uno de OH (10).

Forma parte de una familia de minerales bastante estables quimicamente (muy poco soluble en
agua) a pH neutro (6) y basico (11), razén por la que la mayor parte del calcio en el organismo
esta presente en estado sélido, almacenado principalmente en el tejido 6seo (12). Puede
resistir la descomposicion térmica a temperaturas superiores a los 1000°C, esto permite que los
tratamientos de sinterizado puedan modificar su cristalinidad y porosidad (11). Sin embargo, a
pH &cidos puede presentar solubilidad liberando iones de calcio o fosfato en la solucién, tal es
el caso de la saliva, en la que esta situacién puede producir la pérdida de estos iones en la
capa de esmalte (formado por hidroxiapatita) que recubre al 6rgano dentario lo que puede

originar la presencia de caries.

La caries se considera como una enfermedad infecto-contagiosa, crénica, que destruye los
tejidos de los 6rganos dentarios de forma irreversible, y es provocada por la acciéon de los
acidos producidos por los microorganismos que integran la placa dental (13, 14). Esta lesion
inicia su desarrollo como una lesién incipiente o0 mancha blanca, que surge como resultado de

la desmineralizacion y remineralizacion (DES/RE) del esmalte, lo que le confiere un entorno




dindmico, que se caracteriza por la constante pérdida y captacion de minerales (15). Este
binomio debe de conservarse en equilibrio, ya que si se interrumpe y es a favor de la
desmineralizacién ya sea por la acumulacién de placa, ingesta frecuente de hidratos de
carbono simples (alimentos o bebidas), o por la falla de mecanismos de defensa como lo es la
disminucion del flujo salival o del pH, o de su capacidad buffer; se produce pérdida de
estructura en el esmalte la que se observa como un area blanquecina llamada mancha blanca
o lesion cariosa incipiente (16) siendo mas extensa que profunda. En esta etapa la lesion
puede ser reversible por remineralizacion o bien puede llegar a cavidad si no es tratada, lo que

conlleva a la pérdida prematura del 6rgano dentario lesionado.

La remineralizacion es un proceso de precipitar calcio, fosfato y otros iones en la superficie o
dentro del esmalte parcialmente desmineralizado (15). Una lesiébn puede remineralizarse
dependiendo del niumero de los factores incluidos en la dieta, el uso de fluoruros y la accion
buffer de la saliva. Si una capa delgada de esmalte esta todavia intacta, la lesion incipiente
puede remineralizarse; si esta desorganizada se interrumpe el proceso de remineralizacion. Si
esta lesion cariosa incipiente continda su desmineralizacion, ésta puede penetrar a la dentina

creando una cavidad que es irreversible por naturaleza.

ESMALTE

El esmalte es el tejido humano mas mineralizado y mas duro, su composicién alcanza el 96%
de material inorganico, 1% de organico y 3% de agua (17, 18). La porcion inorganica esta
compuesta de cristales de hidroxiapatita, Cai, (PO4)s (OH),, los cuales determinan una
composicion molecular y una estructura espacial que le permite efectuar importantes
reacciones fisicoquimicas con el medio salival (17). Los cristales de este mineral son largos
(posiblemente mayores a 1mm), con 50 nm de ancho y con un grosor de 25 nm, se extienden

desde la dentina hacia la superficie del esmalte, formando prismas (14). Esta hidroxiapatita




presenta iones de flior que le proporcionan mayor resistencia a la abrasion (19) y también
iones de carbonato, sodio y magnesio (14). Reacciona exclusivamente con pérdida de
sustancia frente a todo estimulo, sea fisico, quimico o biolégico (18), aumentando su porosidad,
lo que permite el paso en ambas direcciones de acidos, minerales, fluoruros y otras

substancias.

La saliva juega un papel importante, normalmente su pH es de 6.2 a 6.8, en estas condiciones
las estructuras cristalinas se conservan como tales, cuando el pH disminuye por accién de los
acidos hasta un nivel de 5.5 (pH critico de la hidroxiapatita adamantia) los cristales se disocian
y tienden a difundirse hacia el medio externo, produciendo la desmineralizacién. Esto no ocurre
de manera constante, ya que la accién buffer de la saliva (pH salival) lo vuelve a estabilizar,
incorporando nuevos cristales a la superficie dentaria, dando como resultado el proceso inverso
la remineralizacién, la cual se produce en aproximadamente 20 minutos (6). Este proceso
ocurre de manera continua en casi todas las superficies proximales, mientras que haya iones
de fosfato y calcio disponibles en la saliva, que ademas también contiene bajas
concentraciones de iones de fluoruros que aceleren la remineralizacién. Por lo general estas
manchas blancas o caries incipientes son reversibles por lo que no requieren un tratamiento

invasivo (20).

La remineralizacion tiene lugar sobre y dentro de la superficie expuesta al ambiente bucal. Esta
capa contiene cristales reformados en una matriz, que deriva de la saliva, de los alimentos y de
productos bacterianos. Los cristales son principalmente de apatita, pero mas grandes que los
gue se encuentran en la dentina sana con una proporcion alta de calcio y fosforo (Ca:P) y
elevado contenido de fldor (F). También pueden encontrarse algunos fosfatos de calcio que no
son apatita. Esto sugiere la posibilidad de estimular el endurecimiento con soluciones
mineralizantes artificiales razon por la que se pretende sintetizar y utilizar bionanomateriales

ricos en hidroxiapatita para favorecer este proceso y prevenir la lesién cariosa (21).




BIOMATERIALES

El término biomateriales define a todos aquellos materiales, ya sea naturales o sintéticos, que
interaccionan con sistemas biolégicos para cualquier proposito de diagndstico o biomédico (22),
sin embargo en la Universidad de Cambridge, Serena Best, investigadora del Departamento de
ciencias de los materiales y metalurgia menciona que los biomateriales son aquellos que se
sintetizan a nivel laboratorio y son compatibles con los sistemas biolégicos; se caracterizan de
acuerdo a la respuesta que ofrecen cuando entran en contacto con éstos, clasificandose en
materiales bioinertes o bioactivos, pudiendo ser reabsorbibles 0 no reabsorbibles. En cuanto a
su estructura pueden ser materiales policristalinos, vidrios, vitrocerdmicos y resinas bioactivas,
en forma de bloque poroso o blogue denso, granulos, recubrimientos y recientemente en forma
de nanomateriales. Los materiales cerdmicos tipicamente se obtienen a partir de la aplicacion
de calor a precursores sélidos inorganicos de naturaleza no metdlica, como 6xidos inorganicos,
sales inorganicas.

Los materiales nano estructurados conocidos también como nanomateriales son aquellos que
en su estructura tienen componentes con al menos una dimensién menor a 100 nm (23). Se
pueden dividir de acuerdo al contenido dimensional en nano escala, por ejemplo, entre los
materiales que contienen una dimension en la nano escala estan las capas tales como
recubrimientos de superficies muy delgados; cuando contienen dos dimensiones en nano
escala se habla de nano tubos o nano alambres; entre los materiales que contienen tres
dimensiones en nano escala se encuentran las particulas como precipitados, coloides, y
polvos. Los nanomateriales tienen propiedades quimicas, fisicas, mecanicas y Opticas Unicas
(23), en comparacién con estructuras micro o macroscoépicas, por lo que su aplicacién es muy
basta. En la figura 2 se muestra una imagen en donde se puede apreciar la escala de

diferentes materiales.
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Figura 2. Escala de diferentes materiales.
Fuente: http://www2.udec.cl/~jorgzamb/PSI/nano.html

Actualmente existe un amplio enfoque para el desarrollo de nanobiomateriales con aplicacion
biomédica, encontrandose por ejemplo, las bioinertes para aplicaciones dentales y bioimagen, y
las ceramicas degradables y bioactivas utilizadas en la ingenieria de tejidos y para la
produccion de estructuras novedosas y resinas. Los bionanomateriales ceramicos incluyen
dentro de su composiciébn alumnia, zirconia, fosfatos de calcio, que les confieren alta
resistencia, estabilidad quimica, baja densidad y biocompatitibildad (24). Para aplicaciones
dentales los biomateriales incluyen en su composicién ademas leucita, leucita-apatita, disilicato
de litio, fluoruro de calcio, dioxido de titanio e hidroxiapatita entre otros. Existen antecedentes
de uso de la hidroxiapatita nanocristalina aplicada como recubrimiento para mejorar la
biocompatibilidad de titanio, en forma de pastas inyectables para sustitucion ésea con buenas
propiedades osteoconductivas y como anticuerpos la dosificacion de farmacos en casos de

infecciones 6seas (22).

Se cuenta con diferentes métodos de obtencién de biomateriales nanoparticulados, entre ellos,

la abrasion por laser, sintesis de plasma, deposicidbn por vapores quimicos, aleaciones



http://www2.udec.cl/~jorgzamb/PSI/nano.html

mecanicas (molido de alta energia) sol-gel y combustion (23). Esta ultima presenta ventajas de

practicidad para la sinterizacion de biomateriales de hidroxiapatita con escala hanométrica.

La ventaja de los nanomateriales sobre los materiales comunes es el incremento en el area de
superficie relativa y los efectos cuanticos que pueden cambiar o mejorar propiedades.
Conforme el tamafio de la particula decrece, incrementa la proporcion de atomos en la
superficie en comparacién con los que estan dentro de la particula, en consecuencia las nano
particulas tienen mayor area de superficie por unidad de masa comparadas con particulas mas
grandes, esto implica que una cantidad dada de masa de material en forma de nano particula
va a ser mas reactiva que la misma cantidad de masa en un material elaborado con particulas

mayores, se podria decir que estan mas concentradas.

Debido a las caracteristicas mencionadas con anterioridad, actualmente los polvos, resinas y
selladores elaborados en forma nanoestructurada, se encuentran en proceso de estudio para el
desarrollo de materiales con aplicaciones dentales. Las resinas ceramicas-poliméricas son
materiales muy utilizados en los rellenos dentales. Otro ejemplo de nanomateriales utilizados
como materiales dentales son las cerdmicas con itrio estabilizado con 6xido de circonio, que es
utilizado para la fabricacién de coronas, puentes, y otros elementos dentales debido a su
dureza, durabilidad y apariencia estética (25). Se ha estudiado también la ventaja de la
utilizacion de fluoruro de calcio en forma de nano particula como un agente anti caries efectivo
por el incremento en la concentracion labil de fldor en el fluido oral que en consecuencia
incrementa la remineralizacion del diente (3). De igual forma se ha estudiado la incorporacion
de nano particulas de diéxido de titanio con organosilanos (aliltrietoxisilano) para mejorar las
propiedades mecanicas de las resinas dentales y también se ha estudiado la preparacion de
biomateriales con hidroxiapatita como fuente de fosfato calcio para el recubrimiento de
implantes dentales metdlicos dado su parecido como la fase mineral natural de los huesos que

favorece la regeneracion del mismo (26).
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La hidroxiapatita se clasifica como una cerdmica bioactiva, su composicion es similar a la fase
mineral del hueso que se caracteriza porque se une directamente al hueso sin formacién de
tejido conectivo en el medio; se considera como un material idéneo tanto para la restauraciéon
como para la sustitucion ésea (3), por su habilidad para formar enlaces fuertes con el tejido
duro (27). Por muchos afios, los fosfatos de calcio, principalmente la hidroxiapatita, han jugado
un papel importante en la ingenieria de biomateriales debido a su alta biocompatibilidad y
bioactividad en tejido humano mineralizado (huesos, esmalte, dentina, cemento) (28-30). La
bioactividad de la hidroxiapatita aumenta conforme disminuye su cristalinidad (11). Ademas
puede utilizarse en aplicaciones que permitan también la distribucién de farmacos, rellenos en
hueso periodontal, aumento del contorno alveolar, y para el llenado en sitios de extraccion
dental para la conservacion del contorno del reborde alveolar, gracias a su estabilidad a
condiciones de pH, composicion y temperaturas fisiologicas (28, 31-36). También se ha
utilizado para recubrir prétesis metalicas para mejorar sus propiedades biologicas (30, 37) y

acelerar el proceso de osteointegracion (35).

Ya que cuenta con propiedades mecanicas pobres, la hidroxiapatita se utiliza como sustituto de
hueso en lugares donde no hay gran tension. Los materiales de hidroxiapatita son el
componente perfecto de composites para implantes con polimeros sintéticos y biopolimeros.
Las bioceramicas densas de hidroxiapatita pueden tomar formas deseadas y se pueden utilizar

para implantes de oido medio y ojos (35).

Debido a su capacidad para intercambiar iones, la ingenieria de materiales ha podido introducir
en la estructura de la hidroxiapatita pequefias cantidades de algunos iones que pueden mejorar
sus propiedades biolégicas, fisicoquimicas o mecanicas (10). La tasa de intercambio i6nico es

muy alta con metales pesados como Pb*?, Cd**, Cu®*, Mn**, Ag", etc. (38).

Los cationes de plata (Ag*) son microbicidas a bajas concentraciones y se han utilizado para

tratar quemaduras, heridas, Ulceras, como recubrimiento de catéteres para retardar el
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desarrollo de biofilm bacteriano, etc. (39, 40). La plata generalmente no presenta efectos
adversos a los humanos (en bajas concentraciones). Los compuestos de plata se utilizan
ampliamente como efectivos agentes antimicrobiales para combatir patégenos tanto en clinica

como en salud publica (39).

La utilizacion de la plata se ha convertido en un método para conferir resistencia microbiana en
biomateriales y articulos médicos. Los compuestos de plata son altamente antimicrobianos
debido a sus propiedades antisépticas ante microorganismos gram positivos y gram negativos,
viruses y hongos y mas de 16 tipos de bacterias incluyendo Escheriachia coli y Staphylococcus
aureus (41). Un agente antimicrobial posee propiedades antivirales, antibacteriales y/o
antifingicas. Los antivirales y antifiingicos son capaces de matar o suprimir la replicacion de
virus y hongos respectivamente. Los antibacteriales pueden ser bacteriostaticos o bactericidas.
Los bacteriostéaticos inhiben el crecimiento de microorganismos, mientras que los bactericidas
los matan. Los compuestos a base de plata que tienen propiedades antimicrobianas, han
capturado mucha atencién debido a la baja toxicidad del ion plata activo en las células
humanas, asi como también por ser un biocida duradero con alta estabilidad térmica y baja

volatilidad (27, 42).

La plata iénica (Ag") es considerada efectiva ante un amplio rango de microorganismos, a bajas
concentraciones se ha documentado que tiene actividad terapéutica (42-44). La plata se ha
descrito como oligodinamica debido a su habilidad de ejercer un efecto bactericida a bajas
concentraciones (de 10° a 10 M) (42). Ademaés se ha encontrado que las bacterias muestran

una baja propension a desarrollar resistencia a los productos que contienen plata (44).

En las bacterias, los iones de plata reaccionan con los residuos de aminoacidos nucleofilicos
en las proteinas y se unen a los grupos sulfhidrilo, amino, amidazol, fosfatos y carboxilos de la
membrana o de enzimas que llevan a la desnaturalizacién de las proteinas localizadas en la

membrana celular y en el citoplasma. La plata también inhibe un numero de enzimas oxidativas
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tales como la alcohol deshidrogenasa, la entrada de succinato por las vesiculas de la
membrana y la cadena transportadora de electrones de la E. coli; los iones de plata interacttan
con las moléculas de DNA, causando su condensacién y pérdida de capacidad para replicarse.
Uno de los primeros blancos de la plata, especificamente a bajas concentraciones, parece ser
el Na* traslocador de NADH: sistema de ubiquinona oxidoreductasa. Bajos niveles de plata
colapsan la fuerza protbn motriz de la membrana de la bacteria, generando una

desenergizacion y posterior muerte de la célula (41, 42).

La forma mas comuln de incorporar la plata en los recubrimientos de hidroxiapatita es por
intercambio i6nico en el que los iones de Ca* de la hidroxiapatita son remplazados por los
iones plata (Ag") (38, 45). La forma mas comun de incorporar la plata en la estructura de la

hidroxiapatita es utilizando nitrato de plata (27, 45).

El contenido de plata en este tipo de compuestos es critico para garantizar un efecto
antibacterial 6ptimo sin citotoxicidad (altas concentraciones pueden ser téxicas). Cuando se
prepara hidroxiapatita con plata, el espectro antibacterial es amplio como el de la plata ibnica e
incluye, como se menciond anteriormente, bacterias, virus y hongos. Un contenido de plata tan
pequefio como 0.2% en la formulacién tiene un efecto inhibitorio del crecimiento de K.
pneumoniae y C. krusei. Para tener un efecto contra S. aureus y S. epidermidis se necesita un

contenido de plata entre 1% y 2% en peso (41, 45).

Una cantidad excesiva de plata en la formulacion de hidroxiapatita puede ser téxica no solo a
los microorganismos sino a los tejidos animales, y puede llevar a la inhibicién de crecimiento.
La seleccion de la cantidad apropiada de plata para la preparacién de HA con Ag es importante
ya que debe ser lo suficientemente alta para combatir efectivamente los microorganismos pero
lo suficientemente baja para no dafiar la condicion de los tejidos animales. Una alta
concentracion de Ag puede llegar a ocasionar la muerte de las células. La complejidad del

problema para balancear entre una actividad antimicrobiana efectiva y una actividad citotoxica
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no solo incluye el contenido total de plata en la formulacién de hidroxiapatita, sino incluye

también las condiciones de la sintesis y el método de secado y tratamiento térmico (41).

La combinacibn de fosfatos de calcio con plata generan un material (ceramico o

nanoparticulado) que tiene el potencial de ser biocompatible y bactericida (46).

Por otra parte, la estructura de la hidroxiapatita puede ser facilmente sustituida con iones flaor
(F) generando fluorapatita. Comparada con la hidroxiapatita, la fluorapatita es menos soluble,
mas resistente a la degradacion quimica y tiene mejor estabilidad térmica. Esta ultima
caracteristica hace que la aplicacion de flior en los 6rganos dentarios se utilice para la
prevencion de la caries dental, ya que inhibe la desmineralizacion y promueve la
remineralizacién de la capa de esmalte del 6rgano dentario (11, 47). Sin embargo, la dosis
Optima de flior que genere un efecto positivo en la remineralizacién del esmalte con un minimo
de riesgo de toxicidad no ha sido bien documentada (19). La fluorapatita también almacena F,

y se ha demostrado que estimula la proliferaciéon de las células formadoras de hueso (48).

Existen numerosos métodos para sintetizar la hidroxiapatita, entre ellos destacan la via himeda
y seca, la hidrdlisis, el proceso hidrotermal, la sintesis mecanoquimica, el proceso sol-gel, la via
sonoquimica, las rutas a través de cementos de fosfatos de calcicos (12) y combustion, entre

otras (49).

COMBUSTION

La sinterizaciébn por combustion o sintesis por auto propagacion de alta temperatura, es un
método rapido, de bajo costo y eficaz para la obtencion de polvos ceramicos, metélicos, vidrios,

cementos, composites, amalgamas y nanomateriales (50, 51). La técnica de sintesis por
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combustién involucra una reaccidbn quimica exotérmica entre nitratos metalicos y un
combustible organico (31), bajo un esquema exotérmico regido por el principio de O6xido-
reduccion (52). Este proceso se caracteriza por altas temperaturas, rapidas tasas de
calentamiento y tiempos de reaccion reducidos; dependiendo de la naturaleza de la combustion

se puede lograr una flama durante el proceso o no formar flama (52).

Dentro de los principios basicos de la combustion se necesita la presencia de un combustible
gue pueda oxidarse con los reactivos o precursores de la sintesis (comburente) y energia; en
este caso se utiliza como fuente energética el calor liberado en la reaccion a partir de los
reactivos, dando lugar a un proceso auto sostenido. La eleccién del combustible es un punto
muy sensible en este método ya que la exotermicidad de la combustion varia con el
combustible, modificando con esto las caracteristicas de los productos logrados. Ademas el
combustible sirve como fuente de carbono e hidrégeno que en la combustion sirven para formar
diéxido de carbono (CO,) e hidrégeno (H,) y liberar calor, ademas forman complejos con los

iones metélicos facilitando la homogenicidad de la mezcla de cationes (52).

Debido a que se debe cumplir cierta termodinamica, es importante realizar la mezcla de
combustible-comburente de manera estequiométrica y esto se ha logrado en los términos de

razon de equivalencia o coeficiente estequiométrico de los elementos.

En 1981, Jain y col. propusieron la siguiente ecuacién para calcular la cantidad de combustible

necesario y asi obtener una mezcla estequiomeétrica (18):
Z(Coef. elem.reductores X valencia) + 2(coef. elem. oxidantes X valencia) = 0

En cuanto a los combustibles, la urea es uno de los que se emplean con mayor frecuencia,
aunque también puede utilizarse tetraformato de triazina, hidrazida maleica, carbohidrazida,
glicina sacarosa, carbamida, acido citrico, acido ascérbico, etc. (50, 51, 53), todos ellos difieren

entre si por su poder reductor y por la cantidad de gases que liberan durante la combustion,
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puntos muy importantes para determinar las condiciones de reaccion asi como la morfologia y
composicion de los productos obtenidos. La urea y la glicina son populares como combustibles

debido a que favorecen la produccion de polvos con estequiometria controlada (51).

La naturaleza de los precursores es otro factor que se debe considerar; para este tipo de
sinterizacion, se suelen utilizar nitratos hidratados ya que estos tienen gran poder oxidante y
funden a bajas temperaturas, lo que a fin de cuentas ayuda a superar la barrera de energia de
activacion de la reaccion garantizando ademas la formacion de una mezcla homogénea a una
temperatura inferior a la de descomposicién del combustible (50). Por esta razéon algunos
autores consideran que la sintesis de bionanomateriales se pude lograr a bajas temperaturas.
Durante el proceso de la combustién se liberan gases lo que contribuye a las caracteristicas
fisicas del material sinterizado, pues favorecen la formacién de estructuras mas esponjosas y

con una mayor superficie especifica (50).

Hoy en dia la sintesis por combustién se ha convertido en un método muy popular para la
preparacion de nanomateriales y ha sido utilizada en al menos 65 paises (51). Dependiendo la
naturaleza de los precursores, los (nano) polvos obtenidos cuentan con diversas propiedades
gue abren muchas posibilidades para aplicaciones practicas, entre ellas, en el area médica

como implantes 6seos (incluyendo los dentales) y otras aplicaciones odontoldgicas.

La sintesis por combustion se divide de acuerdo en la naturaleza fisica del medio de la reaccién

inicial, en la figura 3 se muestra un diagrama de la clasificacién de la combustion:
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Sintesis por
combustién

Sintesis de alta Sintesis en flama

temperatura (combustidn en fase Combustion sol-gel
autopropagada (SHS) gaseosa)

Sintesis por
combustién a baja
termperatura

Sintesis solucion-
combustion (SCS)

Figura 3. Clasificacion del método de sintesis por combustion.

En la sintesis convencional de combustién (combustion autopropagada en alta temperatura,
SHS), los reactantes (precursores) iniciales se encuentran en estado solido. Debido a que los
precursores estan en estado solido, a la SHS también se le conoce como combustion en
estado sélido (CSC) o combustion en fase condensada. Esta sintesis por combustion puede
incluir algunas variantes para obtener nanomateriales, esto incluye la sintesis por combustion
autopropagada en alta temperatura seguida de: molido intenso, activacion mecénica,
tratamiento térmico (dispersion quimica), mas aditivos; ademas se puede utilizar la sintesis de

combustién por carbon (CCS) (51).

La sintesis de combustion por soluciéon (SCS) es un método muy sencillo, versétil y rapido para
obtener materiales nanoparticulados. En este método se hace presente una reaccién
autosostenida en una solucion homogénea de diferentes oxidantes (nitratos metalicos) y
combustibles (urea, glicina, hidracinas). Dependiendo el tipo de precursores y de las

condiciones utilizadas, la SCS puede ocurrir ya sea en un proceso de combustiéon de
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propagaciéon en volumen o por capas; este método permite obtener materiales
nanoparticulados, pero ademas permite introducir pequefias trazas de impurezas en el material

(51).

BIOCOMPATIBILIDAD

El término biocompatibilidad se define como la habilidad de un material para generar una
adecuada respuesta en el huésped, en una aplicacion especifica (54, 55), y que ha alcanzado
cierto estandar de seguridad y eficacia en determinadas situaciones (56), ya que de acuerdo a
la aplicacién del biomaterial entonces se analizaran los requerimientos biol6gicos . Es decir, un
biomaterial debe tener la habilidad de co-existir en contacto con tejido humano sin causar un
dafio inaceptable al organismo, ya que se espera que estos materiales permanezcan en el
individuo por tiempos prolongados (57). Es una condicion que los biomateriales logran en

funcion de la respuesta del tejido que entra en contacto con éste en un modelo animal (56).

El concepto de biocompatibilidad se puede dividir en dos principios: bioseguridad y
biofuncionalidad (11, 58). EIl principio de bioseguridad menciona que los materiales no deben
(ya sea directamente o a través de la liberacidbn de sus constituyentes): producir efectos
adversos locales o sistémicos, ser carcinogénico, producir efectos adversos reproductivos o en
el desarrollo (11). El principio de biofuncionalidad se refiere a la funcién del material en un

tejido en particular.

Los materiales biocompatibles incluyen aquellos que son quimicamente inertes o bioactivos
gue cuentan con ciertos grupos funcionales que reaccionan con el tejido que los rodea o que
generan ciertos cambios en su composicion quimica in vivo, frecuentemente liberando ciertos
agentes para generar una respuesta bioldgica especifica. Un aspecto importante para

comprender mejor la biocompatibilidad de un biomaterial es determinar con antelacion cuales
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seran los mecanismos quimicos, bioquimicos, fisiologicos, y fisicos, entre otros, que se
activaran bajo las condiciones especificas asociadas con el contacto entre el biomaterial y los

tejidos del cuerpo y cudles serdn las consecuencias de éstas interacciones.

Debido a que la respuesta del tejido u 6rgano que entra en contacto con el biomaterial
dependera del proceso herida-sanacion particular a cada uno de ellos, la biocompatibilidad de
un mismo material podra ser diferente de acuerdo a las condiciones de aplicacién/implantacion
y del tejido u érgano con el que entre en contacto, de esta forma la biocompatibilidad no es una
propiedad invariante del biomaterial sino que también dependera de las condiciones de uso

(56, 57).
La biocompatibilidad se puede ver afectada por los siguientes factores (56):

a) el “espacio muerto” creado por la presencia del biomaterial;

b) agentes solubles (iones o fragmentos moleculares) que se liberan por el biomaterial,

c) particulas insolubles liberadas por el biomaterial;

d) interacciones quimicas entre el biomaterial y moléculas bioldgicas;

e) alteraciones en la distribucién de tejido debido a que el biomaterial no se ajusta a las
caracteristicas del tejido que lo rodea, o debidas al movimiento del biomaterial en el
tejido.

La biocompatibilidad de un material dependera también de ciertos aspectos diferentes del
material en si, por ejemplo de la naturaleza de la intervencién clinica con la que se pone en

contacto el material con los tejidos; ademas también se deben de considerar las caracteristicas

del individuo en el cual se colocara el material (57).

Los ensayos de biocompatibilidad pueden ser in vitro o in vivo. Los ensayos in vitro mas
comunes utilizan cultivos celulares para la identificacion de citotoxicidad, adhesion, activacion o

muerte celular. Se usan para comprender el mecanismo de respuesta celular a los materiales a
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nivel molecular (11). Son utilizados ampliamente en estudios o analisis de biocompatibilidad

para nuevos biomateriales, dispositivos médicos y proétesis.

Los ensayos in vivo se utilizan para determinar si el biomaterial realiza la funcién para la que
fue disefiado y evalla el dafio que pudiera generar en los tejidos del huésped. Dentro de las
pruebas in vivo que se realizan en modelos animales se encuentran las siguientes:
sensibilizacién, irritacion, reactividad intracutanea, toxicidad sistémica (aguda), toxicidad sub-
aguda/ sub-cronica, genotoxicidad, implantacién, hemocompatibilidad, toxicidad cronica,

carcinogenicidad, toxicidad reproductiva, biodegradacion, toxicocinética e inmunotoxicidad.

De estos, uno de los mas comunes es colocar el biomaterial en el huésped a través de
implantacién para evaluar los efectos patolégicos locales que se generan a partir de cambios
histol6gicos en el tejido. Para pruebas a corto plazo (hasta 12 semanas) en donde se implanta
el biomaterial generalmente se utilizan animales como sujetos de estudio que pueden ser:
ratones, ratas, cerdo de guinea o conejos (55). Cuando se coloca el material in vivo, éste se
puede inyectar, insertar o implantar quirdrgicamente, causando lesiones en el tejido u 6rganos
involucrados que reaccionan generando ciertas respuestas para mantener la homeostasis, el
grado de respuesta acompafado de ciertas condiciones fisiopatol6gicas determinan la

biocompatibilidad del biomaterial.

La biocompatibilidad de un material que entra en contacto con tejido se ha descrito en términos
de la respuesta inflamatoria (aguda y crénica) y también de la formacién de céapsula fibrosa que
se ha observado en diferentes periodos de tiempo posteriores a la implantacion del material.

(59).

La inflamacion, definida como la reaccion de tejido vivo vascularizado ante una lesién local,
ayuda a observar éste fenOmeno y establece el precedente de evaluacion para la

determinacion de la biocompatibilidad. La inflamacién sirve para contener, neutralizar, diluir o
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generar barreras con el agente que causo la lesion; también genera una serie de eventos que
pueden conducir a la recuperacion y reconstitucion del tejido en el sitio en donde se coloco el
biomaterial a través de la regeneracién de las células parenquimales nativas, formacién de
tejido cicatrizal fibroblastico o por la combinacién de ellos. Cuando se implanta un biomaterial,
generalmente después del primer dia, la respuesta del tejido para recuperarse o sanarse inicia
por la accion de monocitos y macréfagos, seguidos de la proliferacion de fibroblastos y células
vasculares endoteliales en el sitio del implante, llevando a la formacion de tejido granular. En la
Figura 4 se presenta un esquema con la secuencia del proceso fisiolégico de curacion de una

herida.

Colocacién quirdrgica del
Implante

v

— Repuesta vascular
Coagulacion
Inflamacion aguda Fagocitosis N .,
Neurovascularizacion Tejido de granulacion
Z— Sintesis de colageno nuevo \\
Tejido de células labiles y estables Tejido de células permanentes
Estructura intacta Estructura destruida Cicatrizacion
NP \J/ (encapsulacion fibrosa,

Regeneracion estrato sinovial)

(incorporacion del
implante a hueso)

Cicatrizacion
(encapsulacion fibrosa,
estrato sinovial)

Inflamacion cronica

Inflamacion crénica

Figura 4. Secuencia de proceso fisioldgico de curacion de una herida.
Traducido de M. Spector, The concept of biocompatibility.

Las células presentes en una respuesta inflamatoria varian de acuerdo al tiempo de la lesion.
De manera general, los neutrofilos, cominmente llamados leucocitos polimorfonucleares,

predominan durante los primeros dias después de la lesion e implantacion del biomaterial,
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posteriormente son reemplazados por monocitos. Tres factores intervienen en este cambio de
células: a) los neutrdfilos tienen un tiempo de vida corto, se desintegran y desaparecen
después de 24-48 hrs; la migracion de neutréfilos es de corta duracién porque los factores
guimiotacticos se activan rdpidamente en la respuesta inflamatoria; b) emigrando de los vasos
sanguineos los monocitos se diferencian en macréfagos que tienen un tiempo de vida que
puede durar meses; c) la migracibn de monocitos puede continuar hasta semanas,

dependiendo de la lesion ocasionada al momento de implantar el biomaterial.

El tamafio, forma y propiedades fisicoquimicas del biomaterial determinaran las variaciones en
la intensidad y tiempo de duracion de la respuesta inflamatoria y del proceso de sanacién de la
herida. De esta forma, la intensidad y/o duracion de la respuesta inflamatoria caracterizara la
biocompatibilidad del biomaterial, misma que se describe en términos de la apariencia
morfolégica de la respuesta inflamatoria a dicho material. La respuesta inflamatoria puede ser
aguda o crénica. La inflamacion aguda es de corta duracién, puede durar minutos o dias
dependiendo de la extension de la lesién. La principal caracteristica de este tipo de inflamacién
es la exudacion de fluido y proteinas del plasma generando edema y la migracion de leucocitos
(predominantemente neutrdéfilos). La acumulacién de leucocitos, particularmente neutréfilos y
monocitos, es la caracteristica mas importante de la reaccion inflamatoria. La inflamacion
crénica, histol6gicamente, es menos uniforme que la aguda, y se caracteriza por la presencia
de monocitos y linfocitos con la proliferacion de vasos sanguineos y tejido conectivo. Un
estimulo persistente en el fendbmeno de inflamacién conduce a la inflamacion cronica.
Nuevamente las caracteristicas del biomaterial pueden conducir a este tipo de inflamacion, sin
embargo también se debe considerar el movimiento del biomaterial en el sitio del implante,
generalmente es de muy corta duracién. Los macréfagos juegan un papel importante en la

inflamacién crénica debido a la produccion de sustancias biolégicamente activas.
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En la Tabla 1 se muestra una tabla resumen con las caracteristicas principales que el

hospedador presenta como respuesta a la presencia de biomateriales.

Tabla 1. Respuestas caracteristicas del hospedador ante la presencia de biomateriales.

Adsorcion y desorcion de proteinas Adhesion, activacion y agregacion de plaquetas
Efectos citotoxicos generalizados Activacion de complementos
Activacion de neutrofilos Produccion de anticuerpos, respuesta inmune

Activacion de macréfagos, produccion de células Hipersensibilidad aguada / anafilaxis
gigantes a cuerpo extrafio, formacion de tejido

granular

Comportamiento de fibroblastos vy fibrosis Hipersensibilidad Retardad

Cambios microvasculares Respuesta mutagénica, genotoxicidad
Respuestas celulares especificas de d&rganos Toxicidad reproductiva

ltejidos

Activacién de cascada de coagulacion Formacién de tumores

Adaptado de: Williams David F. On the mechanisms of biocompatibility. Biomaterials 29 (2008).

Las respuestas que hacen considerar a un material como no biocompatible incluyen: a)
respuesta inflamatoria persistente; b) dolor; ¢) citoxicidad y necrosis; d) cambios tisulares que

resultan incompatibles o interfieren con la funcion material (56).

Las técnicas recomendadas para la realizacion de pruebas biolégicas de materiales dentales se
presentan en el documento ANSI/ADA No.41 Recomended standard practices for biological
evaluation for dental materials (practicas estandarizadas recomendadas para la evaluacion
bioldgica de materiales dentales propuestas por el American National Standards Institute y
American Dental Aossociation), en este documento se plantea la realizacion de tres tipos de
pruebas diferentes para la evaluacién de los materiales: pruebas primarias, que proporcionan

perfiles toxicologicos generales del materia (ensayos in vitro e in vivo de citotoxicidad,
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hemolisis, pruebas de ames, pruebas de Styles, toxicidad sistémica via oral, toxicidad sistémica
via peritoneal e inhalacion aguda); pruebas secundarias, que evalian la toxicidad local
(irritacidbn mucosa, toxicidad dérmica, implantes subcutdneos, implantes en hueso, implante
intramuscular) y; pruebas de uso in vivo (aplicacion de los materiales en su contexto previsto,
primero en animales de mayor tamafo, primates y finalmente en humanos) (54, 60). La
evaluacién histolégica del tejido adyacente al material implantado es un método muy utilizado

para evaluar la biocompatibilidad de materiales (59, 60).

1.3 PROBLEMA

Existen pocos nanomateriales para la remineralizacion del esmalte del érgano dentario cuando
éste presenta desmineralizacion, para su uso como medio preventivo y de remineralizacion de
o6rganos dentarios en el campo de la odontologia mexicana; ademas es dificil su adquisicion,

pues se manufacturan en otros paises, como Estados Unidos, Brasil, Portugal o Espafa.

1.3.1 PREGUNTA

¢, Se podran sintetizar materiales de hidroxiapatita dopados con plata y flior con dimensiones a
nanoescala que sean biocompatibles y tengan las caracteristicas de poder remineralizar el

esmalte dental?

2. JUSTIFICACION.
Debido a que la desmineralizacion del 6rgano dentario, ocasionada por los habitos de consumo
en donde las ingestas de alimentos y productos que afectan directamente el cambio del pH de

la saliva, ha favorecido la aparicibn de caries dental, observandose desde edades muy
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tempranas; se tiene la viabilidad de desarrollar bionanomateriales que ayuden a la

remineralizacion de los tejidos del érgano dentario.

Este estudio pretende dar respuesta a esa necesidad, mediante la sintesis de
bionanomateriales de hidroxiapatita dopados con plata y fldor que sean biocompatibles y que
puedan tener la funcion tanto de remineralizar el esmalte dental en etapas tempranas como de

prevenir la lesién cariosa.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Elaborar (sinterizar) una serie de biomateriales nanoestructurados a base de hidroxiapatita con

inclusion de plata y fllor, caracterizarlos fisicoquimicamente y evaluar su biocompatibilidad.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Formular composiciones de bionanomateriales a base de hidroxiapatita con y sin agente

dopante; plata y fltor.

2. Definir el proceso de sinterizacion por medio del método de combustion y tratamiento

térmico posterior para la obtencién de los materiales a base de hidroxiapatita.

3. Realizar un andlisis de caracterizacion quimica del bionanomaterial mediante técnicas de

Espectroscopia Infrarroja (IR) y Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS).

4. Determinar la composicién mineraldgica de las fases generadas por Difraccién con Rayos X

(DRX).

5. Evaluar su composicion morfolégica mediante Microscopia Electronica: de Barrido (MEB),

de Fuerza atémica (MFA) y Transmision (MET).
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6. Evaluar la biocompatibilidad de los materiales aplicando un estudio in vivo utilizando ratas

Wistar a diferentes tiempos (7, 14, 30 y 90 dias) observando su respuesta inflamatoria.

4. HIPOTESIS
La sintesis de un bionanomaterial de hidroxiapatita con plata y flior como agentes dopantes

sera biocompatible.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio experimental.

5.2 UNIVERSO DE ESTUDIO
Este estudio se desarrolla en fases, en la primera y segunda fases, el universo de estudio
corresponde al mismo biomaterial sinterizado pues se analizara y se caracterizara

fisicoquimicamente.

En la tercera fase del proyecto se realizardn pruebas de biocompatibilidad por lo que el

universo de estudio se centrara en el estudio de los roedores y su respuesta al material.
5.3 CRITERIOS

5.3.1 INCLUSION
En la tercera fase del proyecto de tesis se contempla la utilizacién de roedores con las
siguientes caracteristicas: rata Wistar, hembra, adulta, con un peso entre 300 y 400 g, alojadas
en jaulas convencionales en un cuarto con ventilacion y luz artificial y en condiciones de

espacio y manejo de acuerdo a la NOM-062-ZO0-1999, especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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5.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Para el desarrollo de este proyecto se ha definido como variable independiente el biomaterial

de hidroxiapatita dopado con plata y flior; y como variable dependiente se ha identificado la

biocompatibilidad. En la tabla 2 se muestran las definiciones para cada una de éstas.

Tabla 2. Operatividad de las variables

L
[
z
T
a
z
i
o
I,
a
=

DEPENDIENTE

VARIABLE

Biomaterial de
hidroxiapatita con
plata y flaor

Biocompatibilidad

DEFINICION

Material inorganico
de fosfato de calcio
con iones hidroxilo,
plata y flaor

Habilidad de un
material de actuar
con una adecuada
respuesta —
bioldgica- al
huésped, en una
aplicacion
especifica —sobre
un tejido.

FORMA DE MEDICION

No aplica

Respuesta inflamatoria:

Aguda (presencia de
exudado rico en
proteina y leucocitos
polimorfonucleares
neutrdfilos).

Cronica (presencia
de macrofagos,
linfocitos, células
plasmaéticas,
fibroblastos),
Cronica
granulomatosa
(presencia de
acumulacion de
macrofago
modificado formado
granulomas).

Categorias del

grado de

inflamacién

e Leve: 10 células
por campo

e Moderado: de
10 a 25 células
por campo

e Severo: mas de
25 células por
campo

5.5 METODOS

La parte experimental de este proyecto se desarrollé en tres fases, en la figura 5 se muestra el

diagrama de flujo general del proyecto.
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eEvaluacién de
biocompatitibilidad
de los biomateriales
en roedores

eFormulacion
eSinterizacion de los
biomateriales por el
método de
combustién

eCaracterizacion
fisicoquimica de los
biomateriales

Figura 5. Fases del desarrollo del proyecto

FASE I: FORMULACION Y SINTESIS

La primera fase se realiz6 en la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria de la Universidad
Auténoma de Baja California y consistié en la formulacién, preparacién y obtencién de tres
formulaciones distintas: hidroxiapatita (HA), hidroxiapatita con flior (HA-F) e hidroxiapatita
dopada con plata y flior (HA-Ag-F). Primeramente se consulté la formula general de la
hidroxiapatita y fluoroapatita y se buscaron los precursores ideales para obtener biomateriales
de caracteristicas similares en cuanto a formula general pero con la presencia de los agentes
dopantes deseados (fluor y plata-flior). La sinterizacion de estos biomateriales se realizé por el
método de combustion. En la tabla 3 se muestra la relaciéon de los precursores y combustible
utilizados. Para la sinterizacion de hidroxiapatita se utilizaron el nitrato de calcio hidratado y el
fosfato de amonio dibasico como precursores, para la sinterizacion de la hidroxiapatita con flaor
se afiadid fluoruro de calcio a la formulacion anterior, y para la sinterizacién de hidroxiapatita
dopada con plata y fluor se afadio a la formulacion de hidroxiapatita el acetato de fltor y plata.

En los tres casos se utilizé urea como combustible.
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Tabla 3. Precursores y combustible utilizados

Precursor Férmula

Nitrato de calcio hexahidratado Ca(NO;),-6H,0O

Fosfato de amonio dibasico (NHg4),HPO,

Acetato de fluor y plata C,F;0,Ag

Combustible Férmula

Urea CH4N,O

Se utilizé el método propuesto por Jain y col. (50) para calcular la cantidad de combustible
necesario para la preparacion de una mezcla estequiométrica combustible-oxidante, en la tabla

4 se muestran las cantidades utilizadas para la preparaciéon de una muestra de 5 gr.

Tabla 4. Cantidades estequiométricas para la preparacion de la mezcla combustible-oxidante

Compuesto Cantidad (g)

Ca(NO;),-6H,0 2.4231
(NHg4):HPO, 1.3446
C,F;0,Ag 0.3635
CH,4N,O 0.5488
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La preparacién de la mezcla se realiz6 pesando en una balanza analitica (AND HR-120, max
120 g, d=0.1 mg, NS12300551) cada uno de los compuestos, posteriormente se homogenizé la

muestra por un periodo de aproximadamente de 25 min (figura 6).

Formulacionde
los biomateriales

{
\

Calculo estequiométrico de
precursores y combustible

v

Pesado de precursores y
combustible

!

Homogenizacion de la
muestra (25 min)

N\

Obtencion de pasta

—

HA-Ag-F HA, HA-F

Figura 6. Diagrama de flujo de la preparacion de los biomateriales

Para llevar a cabo la combustion se utiliz6 flama directa a través de un sistema armado a flama
directa (mechero meker). Al poco tiempo de iniciar el calentamiento comenzé la reaccion de
combustion observandose el desprendimiento de gases blancos y la mezcla comenzo a hervir,
posteriormente se observd la formaciéon de una pelicula porosa blanca (para las formulaciones

de hidroxiapatita e hidroxiapatatita-flior) y blanca-amarillenta (para la formulacion de
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hidroxiapatita con plata-flior). Se continué el calentamiento hasta el cese de gases. Se dejo
enfriar, para posteriormente volver a homogenizar mediante molienda y se procedio a realizar
el tratamiento térmico adicional en un horno he alta temperatura marca Thermolyne modelo
46100, a 600°C, con las siguientes condiciones: calentamiento con una velocidad de 5°C por
minuto por un tiempo de 4 horas (estabilidad térmica). En la figura 7 se muestra el diagrama de

flujo de la combustién y tratamiento térmico.

Sinterizacion por
combustiony
tratamiento térmico

Calentamiento de la pasta

Desprendimiento de
vapores

Cese de vapores

v

Formacion de pelicula
porosa

Homogenizacion

Tratamiento térmico 600=C

Figura 7. Diagrama de flujo de la obtencién de biomaterial por combustion y tratamiento térmico.

FASE Il: CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL DE LAS FORMULACIONES

La segunda fase incluyd la caracterizacion fisicoquimica de los biomateriales obtenidos

mediante el uso de diversas técnicas. En la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria de la
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Universidad Autbnoma de Baja California se realizé el andlisis de los grupos funcionales
presentes en las muestras mediante el uso de espectroscopia de absorcién en infrarrojo; en el
Instituto de Investigacion de Materiales de la Universidad Nacional Autbnoma de México se
realizaron las siguientes técnicas de caracterizacion: difraccion de rayos X (DRX) para la
determinacion de las fases cristalinas, microscopia electrénica de barrido (MEB) para
determinar la morfologia y tamafio de particula, microscopia de fuerza atébmica (MFA) para
determinar la morfologia y tamafio de particula, y microscopia electrénica de transmision (MET)
para determinar tamafio de particula y patron de difraccién; y en el Departamento de
Investigacion en Fisica de la Universidad de Sonora se realizé la técnica de espectroscopia
fotoelectronica de rayos X (XPS, por sus siglas en inglés) para la identificacion id6nica

elemental.
Espectroscopia de absorcion en infrarrojo

Es un tipo de espectroscopia de absorcidbn que utiliza la regiéon infrarroja del espectro
electromagnético. Como las demdas técnicas espectroscopicas, puede ser utilizada para
identificar grupo(s) funcional(es) de un compuesto por la absorcién de la radiacion infrarroja por
las moléculas en vibracién. Una molécula absorbera la energia de un haz de luz infrarroja
cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria para que se dé una transicion
vibracional de la molécula (61). Hay dos tipos basicos de vibraciones: tensién y flexion. Una
vibracion de tensién supone un cambio continuo en la distancia interatdbmica a lo largo del eje
del enlace entre dos atomos. Las vibraciones de flexion se caracterizan por un cambio en el
angulo entre dos enlaces y son de cuatro tipos: tijereteo, balanceo, aleteo y torsion (62). La
espectroscopia infrarroja tiene una gran aplicacion en el andlisis cualitativo y cuantitativo. La
region infrarroja del espectro incluye la radiacion con niumeros de onda comprendidos entre los
12 800 y los 10 cm™ y se divide en tres regiones denominadas infrarrojo cercano, medio y

lejano, en la tabla 5 se muestran las regiones del espectro infrarrojo (IR)(62).
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Tabla 5. Regiones del espectro infrarrojo

Intervalo de longitud Intervalo de Intervalo de
de onda (A), pm nameros de onda frecuencias (v), Hz
(v),cm™
Cercano 0.78a2.5 12 800 a 4 000 3.8x10'* a 1.2x10"
Medio 2.5a50 4000 a 200 1.2x10" a 6.0x10"
Lejano 50 a 1000 200 a 10 6.0 x10** a 3x10™*
La mas utilizada 2.5a670 4000 a 670 1.2x10" a 2.0x10"

Fuente: Skoog, Holler, Nieman, Principios de analisis instrumental, 5ta edicion. Mc Graw Hill

Esta técnica funciona casi exclusivamente en enlaces covalentes y se usa en quimica,
particularmente en quimica organica, sin embargo cada molécula presenta un espectro IR
caracteristico debido a que todas las moléculas tienen algunas vibraciones que, al activarse,
provocan la absorcion de una determinada longitud de onda en la zona del espectro
electromagnético correspondiente al infrarrojo. El espectro vibracional de una molécula se
considera una propiedad fisica Unica y por tanto caracteristica de ésta molécula, por tal razén
se puede utilizar al espectro IR como una huella dactilar en la identificacion de muestras
desconocidas mediante la comparacion con espectros de referencia. Analizando las longitudes
de onda que absorbe una sustancia en esta zona, se puede obtener informacién sobre las

moléculas que componen dicha sustancia.

Esta técnica genera un grafico denominado espectro en donde se muestran las bandas que
son tipicas de grupos funcionales particulares y que tienen localizaciones e intensidades
especificas dentro de los espectros infrarrojos. Las intensidades en las bandas del espectro de
una mezcla, son generalmente proporcionales a las concentraciones de los componentes

individuales (63).

Los componentes basicos de un instrumento de infrarrojo son una fuente de luz, un elemento

de dispersion y un detector. La fuente de luz puede ser una lampara halégena incandescente.
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Los elementos comunes de dispersion incluyen redes de difraccion, filtros de interferencia y
prismas de cuarzo, estos elementos generalmente giran para ajustar fisicamente la parte del
espectro infrarrojo dispersado que pasa a través de la muestra. Una serie de espejos internos
en el instrumento funcionan parar transferir la luz dispersada desde la fuente al elemento de
dispersién, después a través de la muestra y al detector. El detector debe captar las longitudes

de onda que han sido absorbidas por una muestra y en qué medida.

Debe responder rapidamente a la luz de entrada para permitir que el espectro IR sea
escaneado a través de una cantidad de tiempo razonable y generar poco ruido electrénico para
maximizar la sensibilidad. Tipicamente los detectores son semiconductores fotosensibles que
producen una sefial de tensién proporcional a la intensidad de la luz que reciben. Dentro del
equipo debe existir un compartimento en el que se coloca el soporte con la muestra. El equipo
esta conectado a una computadora con un programa especifico en el que se generan los

espectros.

Esta técnica permite el estudio de practicamente cualquier muestra independientemente del
estado fisico en el que se encuentre. Las muestras liquidas se prensan entre dos celdas
circulares de una sal de alta pureza, transparentes a la luz infrarroja por lo que no emiten
ninguna linea en el espectro de la muestra. Debido a que las celdas son solubles en agua, la
muestra, los reactivos de lavado y el medio deben ser anhidros. Las muestras soélidas se
preparan mezclando cierta cantidad de muestra con una sal altamente purificada
(generalmente bromuro de potasio). Esta mezcla se tritura y se prensa con el fin de formar una
pastilla por la que pueda pasar la luz. La pastilla se prensa a altas presiones para asegurar que

sea translucida.

En la figura 8 se muestra el procedimiento seguido para la preparacion de las muestras y
analisis por espectroscopia infrarroja, se realizd para cada una de las formulaciones. Se utiliz6

un espectrofotdmetro Perkin-Elmer 1600 series FT-IR en el rango de 1500 a 380 cm™.
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Analisis por IR

Trituracién y homogenizado
de la muestra

l

Dispersion de la muestra en
acetona

J

Colocacion de una gota de
la solucion en la celda

y

Colocacion de la celda en el
portacelda

J

Colocacion del portacelda
en el equipo

Analizar muestra,
(10 barridos)

Obtencion del espectro IR

Figura 8. Procedimiento para el analisis por espectroscopia infrarroja.

Espectroscopia de fotoelectrones de rayos-X (XPS)

La espectroscopia de fotoelectrones de rayos-X (XPS, por sus siglas en inglés) es una técnica
gue mide la composiciéon elemental, férmula empirica, estado quimico y estado electrénico de
los elementos existentes en un material. Los espectros XPS se obtienen irradiando al material
con un haz de rayos X mientras que se mide simultdneamente la energia cinética y el nUmero

de electrones que escapan en los primeros 10 nm del material analizado (64).

La espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X consiste en excitar una superficie

con fotones de rayos X, con lo que se extraen electrones de los atomos de la muestra a
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analizar. La medida de la energia de ligadura de los electrones de los niveles internos de los
atomos (localizados en una region superficial de unas pocas capas atomicas) asi como las
intensidades de los picos de fotoemisidn permite determinar el estado de oxidaciéon y la
concentracion de los atomos superficiales (65). Esta técnica permite identificar todos los
elementos presentes (excepto H y He, ya que no tienen niveles electrénicos internos) en
concentraciones mayores a 0.1% (64). Proporciona informacién sobre el entorno molecular de
las muestras analizadas de tal forma es posible conocer el estado de oxidacién, los &tomos
enlazantes, orbitales moleculares, etc. En un analisis de XPS se realiza un barrido amplio del
espectro, cubriendo intervalos de 1000 eV, y después se evallia con mas detalle intervalos mas

pequefios (de unos 20 eV).

Los componentes primarios de un instrumento XPS son el sistema de vacio, la fuente de rayos
X, un analizador de energia y un sistema de datos. La parte central del equipo es la camara
principal de vacio en la que la muestra es analizada, ya que los fotoelectrones deben viajar
desde la muestra hasta el detector sin colisionar con ninguna particula de fase gaseosa;
ademas la composicién superficial de la muestra debe permanecer sin variaciones durante su
andlisis.

Difraccién de rayos X

La difraccion de rayos X (DRX) es una técnica analitica no destructiva que permite analizar las
fases cristalinas (cristalografia) de una muestra y su composicion quimica (cualitativa y
cuantitativa). Los rayos X son la radiacién electromagnética, invisible, capaz de atravesar
cuerpos opacos. Su longitud de onda se encuentra entre los 10 a 0.01 nm. Los rayos X surgen
de fendbmenos extra nucleares, a nivel de la oOrbita electrénica, principalmente producidos por

desaceleraciones de electrones.
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La difraccion de rayos X es el resultado obtenido cuando un haz de rayos X con una
determinada longitud de onda, incide en una sustancia cristalina. Cuando el haz de rayos X
incide sobre un cristal, provocara que los atomos que conforman a éste dispersen a la onda
incidente tal que cada uno de ellos produce un fendmeno de interferencia que para
determinadas direcciones de incidencia sera destructivo y para otras constructivo surgiendo asi
el fendmeno de difraccion. De tal forma que la técnica se utiliza para determinar el arreglo de

los atomos en los compuestos solidos y para medir las longitudes y angulos de enlace.

La informacion que proporciona el patron de difraccién de rayos X, se puede ver como dos
aspectos diferentes pero complementarios: por un lado, la geometria de las direcciones de
difraccion (condicionadas por el tamafio y forma de la celdilla elemental del cristal) ofrecen
informacién sobre el sistema cristalino. Y por otro lado la intensidad de los rayos difractados,
estan intimamente relacionados con la naturaleza de los &tomos y las posiciones que ocupan
en la red, tal que su medida constituye la informacién tridimensional necesaria para conocer la
estructura interna del cristal. Esto hace que cada sustancia cristalina presente su propio
espectro de difraccion y este sea una auténtica huella dactilar del mismo, permitiendo su
identificacion en cualquier mezcla donde esté presente (66). La dispersion de rayos X utiliza la
Ley de Bragg para predecir la direccion en que se da la interferencia entre los haces de rayos X

dispersados por el cristal, misma que se representa por la siguiente ecuacion:

2d sin@ = ni

Donde d es la periodicidad de la estructura o en este caso, el espaciamiento interatdbmico
(distancia entre los planos de la red cristalina); A es la longitud de onda del haz incidente; 6 es
el angulo de incidencia (entre los planos incidentes y los planos de dispersion), y n es el
numero entero (1,2,3...). La intensidad de los rayos X difractados se miden en funcién de la

difraccion del &ngulo 26 y la orientacion de la muestra.
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Existen tres métodos de difracciébn de rayos X: método de Laue, método de movimiento o
rotacion total o parcial del cristal, y por ultimo el método del polvo. La difraccién de rayos X de
muestras en polvo es una técnica de caracterizacion basica de cualquier material con
estructura cristalina (no amorfo) que genera una huella digital de la muestra y puede usarse
para identificar el tamafio y forma de la celda unitaria midiendo el espacio entre las lineas del

patrén de difraccion mediante la ecuaciéon de Bragg.

En la técnica de difraccién de polvo, un haz monocromatico (de una sola frecuencia) de rayos X
se dirige a una muestra pulverizada dispersa en un soporte, y la intensidad de la difraccion se
mide a medida que el detector se mueve a diferentes angulos. El difractometro de polvo es un
tubo sellado convencional con anticatodo de cobre. El haz es colimado por un juego de rendijas
antes y después de incidir en la muestra. El barrido se realiza sincronizadamente 6-20 y el haz
difractado es recogido por el detector cuando se alcanza la condicién de Bragg. En la figura 9

se muestra un esquema basico del difractdmetro de rayos X.

Contador
electronico

Filamento
L’J Tubo colitradar

: 180°

n°

Ivuestra

Anticatatodo /J Haz de rayos X
policristalina

Figura 9. Esquema bésico de un difractometro de Rayos X.
Fuente: http://www.upv.es/materiales/Fcm/Fcm03/pfcm3_4_1.html

Para la caracterizacion de las muestras de los biomateriales por la técnica de difraccion de

rayos X se utilizé un difractometro de polvos Bruker axs modelo D8 Advance, con radiacion al
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Cu (Cu Kal), por el método de polvos, de 6 10 a 70. En la figura 10 se muestra el

procedimiento seguido para la preparacion de las muestras y andlisis por difraccion de rayos X.

Analisis por DRX

Trituracion y homogenizado de
la muestra

l

Colocacion de una capa de
muestra en el porta muestra

v

Colocacion del portamuestras
en el equipo

Analizar muestra
Radiacion Cu ko1,610-70

Y

Obtencion de difractrogramas

Figura 10. Procedimiento para el andlisis por difraccion de rayos X.

Microscopia electrénica

La microscopia electrénica es un conjunto de técnicas que se utilizan para caracterizar
superficialmente un objeto. A diferencia del microscopio éptico, el microscopio electronico
utiliza electrones acelerados que permiten resoluciones atémicas (figura 11). Existen varios
tipos de microscopia electronica, entre ellos se identifican las siguientes: microscopia
electronica de transmisién (MET), microscopia electronica de barrido (MEB), y microscopia de
fuerza atébmica (MFA). Para obtener una imagen por cada una de estas técnicas la superficie
de la muestra se barre mediante un rastreo programado con un haz de electrones muy fino

focalizado. En este rastreo programado, el haz de electrones barre la superficie en linea recta
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(direcciodn x), vuelve a la posicion inicial y es desplazado hacia abajo (direccion y); este proceso
se repite hasta que el area deseada de la superficie ha sido barrida. Durante el proceso de
barrido se recibe una sefal por encima de la superficie (direcciéon z) y se almacena en un

sistema computarizado donde posteriormente se convierte en imagen (62).

Rayos-X
Microanalisis y
distribucion

de elementos

Haz de electrones

Electrones secundarios
Topografia de la superficie
de la muestra (SEM)

Electrones retrodispersados
Numero atomico (SEM)
& Informacion cristalografica

Electrones Auger
Infarmacion quimica de
capas superficiales

Catodoluminiscencia
Distribucion de niveles
de energia

Energia absorbida
Estructura interna de
semiconductores

Electrones transmitidos
Estructura intema, orientacion e identificacion
de cristales y analisis elemental (TEM, STEM)

Figura 11. Esquema general del efecto del haz de electrones sobre una muestra dando lugar a los tipos
de microscopia electronica més importantes.

Fuente: http://ocw.um.es/gat/contenidos/ubero/microscopia/material_clase/Sesion_Teorico-04.pdf

Microscopia electrénica de barrido

El microscopio electrénico de barrido permite obtener imagenes ampliadas (reales) de las
superficies de las muestras analizadas mediante la utilizacion de un haz de electrones de alta
energia que realiza un rastreo programado de la superficie de la muestra (sélida), generando
en ésta diversos tipos de sefiales. Estas sefiales incluyen electrones retrodispersados,
secundarios y Auger. Las sefiales mas utilizadas son las de los electrones retrodispersados y
secundarios (62). El electrén retrodispersado es aquel que cambia su trayectoria al atravesar
un atomo, mientras que el electron secundario es aquel que surge del atomo al colisionar con él
un electrén primario, que a su vez es retrodispersado. En la figura 12 se muestran los efectos

basicos de los electrones al chocar con la materia. Cuanto mayor sea el nimero de electrones
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contados por el dispositivo mayor serd el brillo del pixel en la pantalla. A medida que el haz de
electrones barre la muestra, se presenta toda la imagen en el monitor. Estos microscopios

pueden ampliar los objetos 200,000 veces o0 mas.

- primario

e- pnmarno
o

o~ atomo

e- Retrodispersado e- Secundario

Figura 12. Electrones secundarios y retrodispersados.
Fuente: http://ocw.um.es/gat/contenidos/ubero/microscopia/material _clase/Sesion_Teorico-04.pdf

El microscopio electrénico de barrido se compone de un cafion de electrones, de un sistema de
focalizacion de electrones y un detector de electrones. El barrido se lleva a cabo mediante dos
pares de bobinas localizadas entre las lentes objetivo; uno de los pares desvia el haz de
electrones acelerados en la direccion x a lo largo de la muestra y el otro lo desvia en la
direccion y. El barrido se controla mediante aplicacion de una sefial eléctrica a uno de los pares
de las bobinas de barrido, de manera que el haz de electrones alcanza la muestra a un lado del
eje central del sistema de lentes. Variando en funcion del tiempo la sefial eléctrica de este par
de bobinas, el haz de electrones se mueve describiendo una linea recta a lo largo de la
muestra y entonces vuelve a su posicion inicial. Después de realizar este barrido lineal, se
utiliza el otro par de bobinas para desviar el haz ligeramente y de nuevo se repite el movimiento
del haz utilizando las bobinas x. Mediante estos movimientos rapidos del haz, la superficie de la
muestra puede ser irradiada completamente con el haz de electrones. Las sefiales que llegan a
las bobinas de barrido pueden ser analdgicas o digitales. Los barridos digitales tienen la ventaja
de que ofrecen un movimiento y una localizacion muy reproducible del haz de electrones. La

sefial de la muestra puede ser codificada y almacenada en forma digital junto con las
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representaciones digitales de las posiciones x e y del haz (62). El método de barrido produce
un mapa de la muestra que representara las caracteristicas morfologicas de la misma. En la

figura 13 se muestra un esquema de un microscopio electrénico de barrido.

El microscopio electrénico de barrido proporciona informacion morfologica y topogréfica sobre

la superficie de los sélidos.

/Haz de electrones

J;meba aMEB /Lenle condensador
Generador
de barrido.

£

A

| Deflector del haz

|_— Lente objetivo

Brazo de soporte

/ de la muestra

Pantalla
fluorescente

Figura 13. Diagrama del microscopio electrénico de barrido
Fuente: https://sites.google.com/site/lacelulaunidadfundamental/microscopio

Las camaras de muestra en un microscopio electronico de barrido estdn disefiadas para
permitir cambios rapidos de muestras y para ello, se utilizan bombas de vacio de alta
capacidad. El soporte de la muestra, o portaobjetos, es capaz de sujetar, por el borde,
muestras de varios centimetros y puede moverse en las direcciones x, y, y z, y rotar alrededor
de cada uno de los ejes lo que genera que las superficies de las muestras se puedan observar

casi desde cualquier perspectiva.

Las muestras que conducen la electricidad son las mas féaciles de estudiar, ya que la libre
circulacion de los electrones a tierra permite minimizar problemas asociados con la
acumulacion de carga. Las muestras que son buenas conductoras de la electricidad son

buenas conductoras del calor, lo que probablemente minimiza su degradacion térmica. La
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mayor parte de las muestras bioldgicas y muchas muestras minerales no son conductoras por
lo que se tienen que preparar para poder generar imagenes por MEB. Las técnicas mas
comunes son el recubrimiento de la superficie de la muestra con una pelicula metalica delgada

producida por evaporaciéon bombardeo o por evaporacién al vacio.

Para el analisis de microscopia electronica de barrido de las muestras de las tres formulaciones
preparadas se utilizé un microscopio JEOL JSM 7600F de emision de campo. En la figura 14 se
muestra el procedimiento seguido para la preparacion de las muestras y analisis por

microscopia electrénica de barrido.

Andlisis por MEB

Trituracion y homogenizado
de la muestra

v

Colocacion de pintura de
grafito en el portamuestra

y

Colocacion de la muestra
sobre la pintura de grafito
del portamuestras

v

Colocacion del
portamuestras en el equipo

Analizar muestra

\

Obtencion de micrografias

Figura 14. Procedimiento para el andlisis por microscopia electronica de barrido
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Microscopia de fuerza atémica

La microscopia de fuerza atébmica (MFA) es una técnica de imagen y caracterizacién de
superficie descrita por Bining y col., como una técnica para generar imagenes en alta
resolucion de la topografia de la superficie de una muestra (67), sin destruirla y sin la necesidad
de realizar preparaciones especiales con la misma.

Este tipo de microscopia se basa en la interaccion local entre la punta de un cantilever y la
superficie de una muestra a través de las fuerzas repulsivas y de atraccién (fuerzas de van der
Waals) que existen entre la punta y la superficie de la muestra proporcionando una imagen
topografica tridimensional de la misma (67). Esta técnica permite ver y medir la superficie
estructural de una muestra, permite obtener imagenes que muestran el arreglo de los atomos

individuales en una muestra, o ver la estructura de moléculas individuales (68).

La instrumentacién basica de AFM consta de: transductor piezoeléctrico, transductor de fuerza
y control electrénico. El transductor piezoeléctrico mueve la punta sobre la superficie de la
muestra; el transductor de fuerza percibe la fuerza entre la punta del cantilever y la
superficie; y el control electronico retroalimenta la sefial del transductor de fuerza en el
transductor piezoeléctrico para mantener una fuerza fija entre la punta de la sonda vy la
muestra. En la Figura 15 se muestra un esquema general de los componentes de un

microscopio de fuerza atomica.
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Fotodiodo Laser
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Muestra

Transductor
piezoeléctrico

Figura 15. Representacién esquematica de los componentes de un microscopio de fuerza atomica.

El instrumento tiene una punta filosa con un radio de curvatura de 20 a 60 nm montada en el
extremo de un cantilever flexible. La punta recorre la superficie de interés y simultaneamente
monitorea la deflexion del brazo conforme recorre la muestra generando un mapa con las
caracteristicas topogréficas de la superficie a alta resolucién (67). La fuerza interatbmica que

contribuye a la deflexién del cantilever es la fuerza de Van der Waals.

Existen diferentes formas para realizar la técnica dependiendo de las propiedades de la
muestra. Hay técnicas estaticas y dinamicas, las primeras incluyen el modo contacto en donde
la punta de la sonda permanece en constante contacto con la muestra, y las segundas, en
donde el cantilever oscila, incluyen el modo intermitente (tapping) y en modo de no contacto. A

continuacion se describen brevemente:

e Contacto: el cantilever se mantiene a pocos ansgtroms de la superficie de la muestra y
la fuerza entre el cantilever y la muestra es repulsiva, mide la topografia de la muestra

deslizando la punta sobre su superficie.

e Tapping: o contacto intermitente, el cantilever oscila midiendo la topografia de la

muestra tocando intermitentemente su superficie.
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e Imagen de fase: proporciona una imagen contrastada generada por las diferencias de

adhesion en la superficie de la muestra.

+ No contacto: el cantilever se mantiene a decenas de ansgtroms de la superficie de la
muestra y la fuerza interatdmica entre la punta y la muestra es atractiva, mide la
topografia de acuerdo a las fuerzas de Van der Waals que existen entre la superficie de

la muestra y la punta.

La técnica de AFM es considerada una de las mas importantes herramientas en la

nanotecnologia, ademas se utiliza para el andlisis de muestras biolégicas.

Microscopia electrénica de transmision

La microscopia electrénica de transmision (MET) da imagenes por medio de electrones que
atraviesan la muestra como lo hace la luz en el microscopio Optico. La relevancia de la
caracterizacién por medio de esta técnica radica en su capacidad de determinar la morfologia,
tamanfo y estructura cristalina de materiales en los niveles micrométrico, nanomeétrico y atébmico
(hasta 0.85 A), para posteriormente correlacionarla con sus propiedades fisicoquimicas,
Opticas, magnéticas y electrénicas en el nivel macroscépico (63). El microscopio electrénico de
transmision es un instrumento que aprovecha los fendmenos fisico-atébmicos que se producen
cuando un haz de electrones suficientemente acelerado colisiona con una muestra (en cortes

ultrafinos) (63, 69).

Cuando los electrones colisionan con la muestra, en funcién de su grosor y del tipo de atomos
gue la forman, parte de ellos son dispersados selectivamente, es decir, hay una gradacion

entre los electrones que la atraviesan directamente y los que son totalmente desviados. Todos

46



ellos son conducidos y modulados por unas lentes para formar una imagen final sobre una
pantalla (63, 69). Se coloca una placa fotografica o una pantalla fluorescente detras del objeto
para registrar la imagen aumentada. La informacion que se obtiene es una imagen con distintas
intensidades de gris que se corresponden al grado de dispersion de los electrones incidentes
(63). En la figura 16 se muestra un esquema genérico sobre la obtencidon de imagen a través

del MET.

MET

Electrones

|
| |
Lol

O —
-
-

Especimen _ sy

N+
|
|
|

|

e

Imagen <—

Figura 16. Esquema bésico de la obtencién de la imagen en un MET.
Fuente: http://ocw.um.es/gat/contenidos/ubero/microscopia/material_clase/Sesion_Teorico-04.pdf

Las partes principales de un microscopio electrénico de transmisién son: cafidon de electrones
(filamento de tungsteno o hexaboruro de lantano), lentes magnéticas, sistema de vacio, placa
fotografica o pantallas fluorescente y sistema de registro. En la figura 17 se muestra un

esquema general de este tipo de microscopio.
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Bajo voltaje
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<«—— Pantalla fosforescente

Figura 17. Componentes del Microscopio electrénico de transmision.
Fuente: http:/ssyf.ua.es/es/formacion/documentos/cursos-programados/2012/especifica/tecnicas-instrumentales-en-el-analisis-de-
superficie/tem-sesion-12-noviembre.pdf

La imagen del MET ofrece informacién sobre la estructura de la muestra, tanto si esta es
amorfa o cristalina. Si la muestra es cristalina, es decir, hay una estructura de planos periddica,
puede ocurrir que varias familias de esos planos cumplan la condicién de Bragg y difracten de
forma coherente la onda electrénica incidente, dando lugar a un diagrama de difraccién, que es
una imagen de distintos puntos ordenados respecto a un punto central (electrones transmitidos
no desviados) que aportan informacién sobre la orientacion y estructura del(os) cristal(es)

presente(s) (63).

La estructura cristalina es una caracteristica muy importante en nanotecnologia ya que es
esencial para controlar las caracteristicas del material. El patrén de difracciébn que se obtiene
mediante la técnica TEM proporciona informacion sobre la estructura cristalina de la muestra, la
distancia repetida del enrejado y la forma del espécimen. La formacién cristalografica del patron
de difraccion esté relacionada con la imagen de la muestra. Las imagenes TEM son en 2D, no

tienen sensibilidad de profundidad.

Las muestras que se analizan por medio de esta técnica deben ser muy delgadas (<150 nm).

Comunmente se utilizan unas mallas o rejillas como soporte. Cuando las muestras son polvos
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finos, éstas se suspenden en un disolvente volatil y se depositan en una rejilla como se

muestra en la siguiente figura.

Figura 18. Rejillas utilizadas para la colocacion de muestras en un MET.

El diagrama de difraccién de una muestra es un reflejo de su organizacioén estructural a nivel
atomico y molecular. Para una sustancia amorfa, el diagrama consiste en un halo difuso que
rodea a una mancha central interna correspondiente a la radiacion no desviada. Este es el caso
de la mayor parte de las muestras biologicas, los materiales vitreos y las peliculas metalicas
gue se obtienen por evaporacion. La informacién que suministra esta clase de diagrama es
escasa y de dificil interpretacion. Las sustancias cristalinas originan diagramas constituidos por
maximos y minimos discretos cuya localizacién viene definida por el tipo de estructura

presente. Es solo en este caso cuando la técnica de difraccién presenta interés.

El modelo de diagrama que se obtiene de una muestra cristalina esta determinado por el tipo y
grado de orientacion molecular que en ella existe. Cuando se trata de un monocristal, el
diagrama consiste en un reticulo puntual que refleja la red del mismo en el plano perpendicular
al haz electrénico. Inclinando el cristal a diferentes angulos mediante un ginibmetro se obtienen
diagramas que corresponden a otros planos reticulares y es posible recabar la informacion
necesaria como para determinar todos los parametros de la estructura cristalina. Las muestras
policristalinas en cambio dan diagramas consistentes en anillos, los cuales estan integrados por

las reflexiones que corresponden a las ilimitadas orientaciones que adoptan los mdultiples
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dominios monocristalinos. En la figura 19 se muestra una serie de imagenes correspondientes
a patrones de difraccion obtenidos por MET para muestras cristalinas, policristalinas y amorfas.
La informacion basica presente en el diagrama de difraccion viene dada por la posicién y la
intensidad relativa de las reflexiones. En la difraccion de rayos X ambos tipos de datos son

frecuentemente utilizados en la determinacién de la estructura.

Monocristal Policristalina

Figura 19. Patrones de difraccion caracteristicos de muestras cristalinas, policristalinas y amorfas

En la difraccion de electrones la interpretacion de la intensidad es mas complicada dada la
fuerte interaccion con la materia que ocurre en este caso, ello hace que los datos de intensidad

se suelan valorar solo de manera cualitativa y aproximada.

La posicion de las reflexiones por otra parte define las distancias interplanares presentes en la
red cristalina y su determinacién se realiza en base a la ley de Bragg. La difraccién de rayos X
y la de electrones tienen como objetivo el andlisis estructural de muestras. La difraccion
electronica genera un efecto destructivo sobre la muestra ejercida por el haz de electrones,

sobre todo en muestras organicas (70).
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FASE Ill: ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD

El procedimiento para la evaluacién de la biocompatibilidad in vivo de los materiales de
hidroxiapatita se realiz6 en diferentes etapas utilizando ratas Wistar. La primera y segunda
etapa se realizaron en el animalario de la Facultad de Medicina y Psicologia de la Universidad
Auténoma de Baja California; estas etapas incluyeron la colocacién (implante) de las pastillas
de los materiales en las ratas y posteriormente se tom6 una muestra de tejido que estuvo en
contacto con la pastilla para su posterior evaluacion histoldgica. La tercera etapa se realizé en
el Laboratorio de Histopatologia del Centro de Ciencias de la Salud de la Universidad
Auténoma de Baja California (CISALUD), esta etapa consistié en la preparacion del tejido para

su observacion y evaluacion histologica.

En la primera etapa de esta fase se formaron grupos experimentales y de control a partir de un
total de 42 ratas Wistar (hembras adultas). Se dividieron en 12 grupos de 3 ratas cada uno,
para ser evaluados 3 grupos (uno por cada material de hidroxiapatita- HA, HA-F y HA-Ag-F) en
cada tiempo de estudio (7, 14, 30 y 90 dias) y se formaron 3 grupos control de 2 ratas cada

uno.

A cada rata se le coloc6 una pastilla del material de hidroxiapatita en dos sitios, a nivel
subdérmico en el lomo, y a nivel intramuscular en el muslo de la extremidad inferior derecha.
De esta forma se obtuvieron al final de cada periodo de estudio dos muestras de tejido por

cada rata.
A las ratas del grupo control se les colocé un trozo de gasa estéril en los mismos sitios.

Una vez formados e identificados los grupos por material y tiempo de observacion, se procedio
a anestesiar a las ratas con CCl, (cloroformo), anestesiado el animal, se rasurd el area del
dorso y una vez eliminado el pelaje se realizd asepsia con solucion esterilizante y antisétptica

de superoxidacion (Microdacyn 60 ®) en el lugar en donde se colocard el material de
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hidroxiapatita y en el muslo de la extremidad inferior derecha. Después de limpiadas las areas
se realiz6 una incision en la piel y se debridé el &rea para colocar una pastilla de material de
aproximadamente de 3.0 mm?, se cerré con un punto de sutura quir(rgica; a nivel intramuscular
se realizd una incision en el muslo derecho y se llegd hasta el musculo, se separé el tejido
muscular con una pinza de diseccion y se colocO una pastilla del material entre las fibras, se
cerrd colocando un punto de sutura por fuera. Al grupo control se le realizé el mismo
procedimiento tanto en el dorso como en el muslo, solo que se les colocé gasa estéril en lugar
del material de hidroxiapatita. Se mantuvo en observacién a las ratas y a los 7, 14, 30 y 90 dias
se sacrificaron los animales pertenecientes a cada grupo mediante una inhalacion de
cloroformo. Se obtuvieron muestras de tejido subcutaneo e intramuscular de los lugares en
donde se colocé el material, éstas se colocaron dentro de tubos de ensayo con formalina al
10% para su fijacion durante un periodo minimo de 24 horas. En la figura 20 se muestra el

diagrama de flujo.
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Figura 20. Procedimiento para estudio de biocompatibilidad in vivo en ratas hembras Wistar.

Las muestras se llevaron al Laboratorio de Histopatologia de Centro de Ciencias de la Salud,
Unidad Valle de las Palmas, de la Universidad Autbnoma de Baja California, para su
preparacion y posterior observacion al microscopio. La preparacion consistié deshidratar y
embeber las muestras de tejido en parafina y cortarlas en laminas de 2 micrometros para ser
tefiidas con la técnica de tincion de hematoxicilina y eosina, para posteriormente observar al

microscopio de luz tomando en cuenta los parametros de inflamacion descritos en la tabla 2.
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El procesamiento consisti6 en colocar la muestra de tejido en el procesador de tejidos
Histokinette de Thermo Scientifc programado para una rutina de 12 horas con la siguiente
secuencia: sumergir 2 horas en formol amortiguado con fosfatos, después sumergir 2 horas en
alcohol de 96°, 2 horas en alcohol absoluto, 3 horas en xilol y 2 horas en parafina; en todos los

bafios se realizé una agitacién horizontal convencional y vertical por 30 segundos.

El siguiente paso fue colocar el tejido en el inclusor, Tissue Embedindg Center, marca TBS,
para hacer los bloques de parafina que incluyen la muestra de tejido. Estos bloques se cortaron
en laminas de 2 mimcrémetros y se colocaron en un portaobjetos. Después se inicié la
desparafinizacion con calor y se continué con dos bafios de xilol. Se realizé la tincién con
hematoxilina y eosina y se montaron con resina y cubreobjetos #1, para finalmente ser

observados bajo el microscopio.

Los resultados de las observaciones se utilizaron para elaborar una base de datos misma que
fue analizada utilizando el programa IBM SPSS Statistics 20. Por el tipo de variables
generadas, se realizé un andlisis estadistico descriptivo, para cada uno de los biomateriales

analizados en los diferentes tiempos.
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6. RESULTADOS

Caracterizacion fisicoquimica

Una vez obtenidas las muestras de los tres diferentes sistemas a partir del método de
combustion, estas se caracterizaron fisicoquimicamente a partir de diversas técnicas

espectroscopicas y microscopicas.

Primeramente se caracterizaron a partir de la técnica de Espectroscopia Infrarroja (IR) a fin
de identificar los grupos funcionales presentes en cada una de las muestras; esto se realizé
comparando las sefiales registradas en el espectro con las reportadas en la literatura para cada
una de las bandas pertenecientes a los grupos funcionales que de manera regular se presentan

en compuestos a base de hidroxiapatita.

En la figura 21 se muestran los espectros IR obtenidos de las preparaciones de hidroxiapatita,

hidroxiapatita con flior e hidroxiapatita con plata y flGor, todas con tratamiento térmico a 600°C.

En el espectro IR de la hidroxiapatita se aprecian sefiales a 573 cm™ y entre 900 — 1200 cm™
que corresponden a los enlaces del grupo PO, (71), a 1042 cm™ las sefiales se atribuyen a la
presencia Cas(P0O4)s;0OH (72), la banda ancha en la regién comprendida entre 2500-3700 cm™

corresponde a H-O-H.

En lo que se refiere al espectro de la hidroxiapatita dopada con fllor se pueden apreciar
sefiales a 3390 cm-* asociadas a enlaces OH-F (73), de igual forma varias sefiales en la region
comprendida de 946 a 1200 cm™ se asocian a enlaces del grupo PO, (74-76) una sefial un
poco desplazada a la derecha en la regién de 600 cm™ que puede asociarse a la presencia de
Cas(PO,)sF (72), finalmente se observa una sefial débil a 1456 cm™ asociada a la presencia de

enlaces CO;” (75).
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Figura 21. IR de la muestra de hidroxiapatita (HA).

En el IR de la hidroxiapatita dopada con plata y fllor se pueden apreciar sefiales entre 900-
1200 cm™ asociadas a la presencia de enlaces PO,?, en la regién de 1362 cm™ se observa una
sefial asociada a AgNOs, ademas a 722 y 3400 cm™ se observan sefiales asociadas a enlaces
OH-F.

Utilizando la técnica de espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS) se analiz6 la
superficie de las muestras preparadas. Los picos observados para la formulacion de
hidroxiapatita dopada con plata y flior (HA-Ag-F) muestran que el estado de oxidacion para la
plata es en su estado i6nico (Ag’). La region de 368-380 eV presenta un doblete del
fotoelectron de Ag 3d° y Ag 3d°. Se observa otro doblete alrededor de la regién de 350 eV que
se relaciona con el pico de Ca 2p siendo este mas intenso en la region de 445 eV (Ca 2s). En

la region de 350.67 eV se observa una sefial de Ca (2p) compuesta de dos lineas Ca 2p1/2
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asociado a apatita de calcio y Ca 2p 3/2 asociado a enlaces Ca-O. En la region de ~125 eV se

observa una sefial de P 2p que indica la presencia de fésforo derivado del grupo fosfato (PO4

%). Se observa un pico débil en la region 710 eV que corresponde a F 1s. En la figura 22, se

muestran los diagramas obtenidos para cada una de las formulaciones analizadas. En las

figuras 23 y 24 se muestran los detalles de identificacion de fldor (F) y plata (Ag).
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Figura 22. Andlisis por XPS para la muestras de hidroxiapatiata, hidroxiaptita dopada con flior e

hidroxiapatita dopada con plata y fltor, todas a 600°C.
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Figura 23. Detalle de la presencia de flGor (F) en la muestra de hidroxiapatita dopada con flGor, por
XPS.
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Figura 24. Detalle de la presencia de plata (Ag) en la muestra de hidroxiapatita dopada con plata y fltor,
por XPS.
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El andlisis a través de la técnica de difraccion de rayos X (DRX) de la formulacion de
hidroxiapatita con tratamiento térmico a 600°C y 900°C identifico la presencia de cristales de
hidroxiapatita [Cas(PO,4);0H], y de fosfato de calcio en su formas a-Ca,P,0; y p-Ca,P,0;. En
la formulacion de hidroxiapatita con fllor con tratamiento térmico a 600°C se identifico la
presencia de cristales de fluoroapatita [Cas(PO,)sF], fosfato de calcio [a-Ca,P,0;] vy fluorita
[CaF,]. En la formulacién de hidroxiapatita dopada con plata y flior con tratamiento térmico a
600°C se identifico la presencia de cristales de fosfato de calcio [3-Ca2P207] y fosfato de plata

[AgsPQO,]. En las figuras 25, 26 y 27 se muestran los difractogramas obtenidos para estas

formulaciones.
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Figura 25. Difractograma de Rayos X para la formulacion de hidroxiapatita.
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Figura 26. Difractograma de rayos X de la formulacion de Hidroxiapatita con flGor.
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Figura 27. Difractograma de rayos X de la formulacién de Hidroxiapatita con plata y flUor.




Las imagenes por microscopia electronica de barrido (MEB) muestran las formas de
cristalizacion que cada una de las tres formulaciones presentd. En la figura 28 se presenta una
micrografia de la muestra de hidroxiapatita con tratamiento térmico a 600°C en donde se puede
apreciar un agregado esférico con aparente cristalizacion, atribuido a particulas que presenta

una ligera superficie plano-paralela.

Figura 28. Imagen obtenida por MEB para la muestra de hidroxiapatita (600°C)

En la figura 29 se muestran las micrografias obtenidas al analizar la formulacion de
hidroxiapatita con flaor (fluoroapatita) con tratamiento térmico a 600°C en donde se observa un

agregado uniforme con cumulos esféricos.

. ¥

— lpm  IIM-UNAM — 1pm  IIM-UNAM
10.0kV LABE SEM WD 7.7Tmm X ,000 10.0kV LABE SEM WD 7. Tmm

Figura 29. Imagen obtenida por MEB de la muestra de hidroxiapatita con flGor (600°C).
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En la figura 30 se muestran unas microfotografias en donde se pueden apreciar de manera
mas definida los cristales de hidroxiapatita con flior sinterizados. Las partes mas claras
corresponden a los sitios donde se concentré el flior y se de igual forma se observa que se

obtuvieron particulas con escala nanométrica. En el circulo se indican los cristales encontrados.

— 100nm IIM-UK — 100nm IT
10.0KV LABE  SEM WD 7 X 100,000 10.0kV LABE  SEM

Figura 30. Imagen obtenida por MEB de la muestra de hidroxiapatita con flGor (600°C) donde se aprecia
la formacion de cristales.

El analisis por microscopia electrénica de barrido para el material de hidroxiapatita dopada con
plata y flor a 600°C muestra la formacion de cristales definidos de formas predominantemente
rectangulares y cuadrangulares, se observan también zonas blancas que corresponden a
elementos metalicos, en este caso a la plata. En la figura 31 se muestran dos microfotografias

gue permiten apreciar de manera clara los cristales generados.
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Figura 31. Microscopia electrénica de barrido del material de Hidroxiapatita con plata y flaor

En la figura 32 se muestra una microfotografia de este material con un aumento de 25,000 que

permite claramente apreciar la formacion del cristal.

1lpm ITIM-UNAM
10.0kV LABE SEM WD 7.8mm

Figura 32. Apreciacion de los cristales obtenidos en la muestra del material de hidroxiapatita con plata y
fldor (600°C) con un aumento de 25,000.

Para la evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas de los materiales preparados, se utilizé la
técnica de microscopia de fuerza atémica (MFA), en cada una de las muestras preparadas
tratadas a 600-C. Para la muestra de hidroxiapatita, primero se realizé un barrido en modo de
contacto de 2.5 x 2.5 um, donde se puede observar un material con formacién granular,

posteriormente se hizo un barrido de 1.07 x 1.07 um en donde se aprecia la formacién de una
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mezcla de particulas esféricas, y finalmente se realiz6 un barrido de 507 x 507 nm; en la figura
33 se muestran microfotografias del material de hidroxiapatita que van desde 1 mincrémetro de
aumento hasta 200 nanémetros, en donde se puede apreciar perfectamente la frontera de
grano de las particulas y a su vez, a mayor acercamiento (200 nm) la cementacién de

determinado nimero de nanoparticulas.

200 nm

Figura 33. Microfotografia AFM del material de Hidroxiapatita a 600-C.

También se logré obtener un diagrama donde se puede, por tratamiento de programa de
cOémputo, apreciar el tamafio de particula de la muestra. En el acercamiento a 500 nm se
observa que el tamafio de particula se encuentra entre 3.04 y 40.8 nm. En la figura 34 se

presenta el respectivo andlisis a diferentes aumentos.
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Figura 34. Analisis de tamafio de particula mediante la técnica AFM para la muestra de hidroxiapatita a

600-C.
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Para la muestra de hidroxiapatita dopada con flor, se realiz6 un barrido en modo de contacto
de 1 um, donde se puede observar un material con formacién granular, posteriormente se
realizé un barrido de 500 nm donde se aprecian la formacién de particulas esféricas de tamafo
variable (figura 35). En la figura 36 se muestra el diagrama en donde se calcula el tamafio de
particula, con un acercamiento de 500 nm se observa que el tamafio oscila entre 11.6 y 14.5

nm.

500 nm

Figura 35. Micrografia por AFM para el material de hidroxiapatita con flior a 600°C
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Figura 36. Andlisis de tamafio de particula mediante la técnica AFM para la muestra de hidroxiapatita
dopada con fltor a 600-C.

Para la muestra de hidroxiapatita dopada con plata y fldor, primero se realizé un barrido en
modo de contacto de 1.21 x 1.21 um, donde se puede observar un material con formacion
granular, posteriormente se hizo un barrido de 544 x 544 nm en donde se aprecia la formacion

de una mezcla de particulas de tamafio irregular (figura 37) y la conformacion de aglomerados

67



mas compactos, lo cual es visible al observar mayor grado de cementacioén intragranular. En la
figura 38 se muestra el diagrama en donde se calcula el tamafio de particula que va en un
intervalo de 1.34 a 46.8 nm cuando el acercamiento es de 500 nm. Aqui es apreciable

particulas de mayor tamafio debido a la cementacién intergranular de las nanoparticulas.

1.00 um 200 nm

Figura 37. Microfotografia AFM del material de Hidroxiapatita dopada con plata y flior a 600-C.
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Figura 38.

Andlisis de tamafio de particula mediante la técnica AFM para la muestra de hidroxiapatita

dopada con plata y flior a 600-C.

Se utiliz6 ademas la técnica de miscroscopia electrénica de transmision (MET) en la que se

puede identificar nuevamente el tamafio de particula, y el patron de difraccion de electrones

para cada una de las muestras preparadas. En la figura 39 se muestra un par de imagenes

obtenidas del material de hidroxiapatita, una de ellas de campo obscuro en donde se observan

aglomerados.
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Figura 39. Imadgenes MET del material de hidroxiapatita a 600°C, a la izquierda campo obscuro y a la
derecha el patrén de difraccién de anillos.

En la figura 40 se muestra un par de imagenes del material de hidroxiapatita con flior con
tratamiento térmico a 600°C, una de ellas (izquierda) de campo obscuro en donde se observan
aglomerados y cristales con un tamafo de particula de entre 50 y 100 nm; la otra es el patron

de difraccion de anillos obtenido (derecha).
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Figura 40. Imagenes MET del material de hidroxiapatita con fllor a 600°C, a la izquierda campo obscuro
y a la derecha el patrén de difraccion de anillos.

En la figura 41 se muestra un par de imagenes del material de hidroxiapatita dopada con plata
y fldor con tratamiento térmico a 600°C, una de ellas (izquierda) de campo obscuro en donde
se observan aglomerados y cristales con un tamafio de particula de alrededor de los 100 nm; la

otra (derecha) es el patron de difraccion de anillos obtenido.
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Figura 41. Imagenes MET del material de hidroxiapatita dopada con plata flor a 600°C, a la izquierda
campo obscuro y a la derecha el patron de difraccién de anillos.

Pruebas de biocompatibilidad

Después de transcurridos 7, 14, 30 y 90 dias posteriores a la colocacion de las diferentes
formulaciones del biomaterial de hidroxiapatita con y sin agentes dopantes en forma de pastilla
a nivel subdérmico e intramuscular, en ratas, se obtuvieron muestras de los tejidos
circundantes de los ratones sacrificados. En la tabla 6 se muestran los resultados generales

derivados del analisis histolégico.
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Tabla 6. Resultados generales del andlisis histologico para evaluar la biocompatibilidad de los

materiales formulados.

HA SD 7 Si Severa Aguda Ausente Presente

HA SD 7 No Ausente Ausente Presente
11 HA SD 7 No Ausente Ausente Presente
8 HA IM 7 Si Leve aguda Ausente Presente
10 HA IM 7 No Ausente Ausente Presente
12 HA IM 7 Si Leve aguda Escasa Presente
45 HA SD 14 No Ausente Ausente Presente
50 HA SD 14 No Ausente Escasa Presente
48 HA SD 14 Si Leve crénica Abundante Presente
46 HA IM 14 Si Moderada Abundante Presente

crénica
47 HA IM 14 Si Leve crénica Abundante Presente
49 HA IM 14 Si Leve crénica Escasa Presente
23 HA SD 30 No Ausente Ausente Ausente
25 HA SD 30 No Ausente Ausente Ausente
27 HA SD 30 No Ausente Ausente Ausente
24 HA IM 30 No Ausente Escasa Presente
26 HA IM 30 No Ausente Ausente Ausente
28 HA IM 30 No Ausente Ausente Ausente
73 HA SD 90 Si Leve crénica Escasa Presente
75 HA SD 90 No Ausente Ausente Presente
77 HA SD 90 No Ausente Ausente Ausente
74 HA IM 90 No Ausente Ausente Presente
76 HA IM 90 No Ausente Ausente Ausente
78 HA IM 90 No Ausente Ausente Presente
13 HA-F SD 7 No Ausente Ausente Ausente
15 HA-F SD No Ausente Ausente Presente
17 HA-F SD 7 Si Moderada Ausente Ausente
aguda

14 HA-F IM 7 No Ausente Escasa Presente
16 HA-F IM 7 Si Leve aguda Escasa Presente
18 HA-F IM No Ausente Ausente Ausente
52 HA-F SD 14 No Ausente Ausente Presente
54 HA-F SD 14 No Ausente Ausente Presente
55 HA-F IM 14 No Ausente Abundante Presente
51 HA-F IM 14 Si Leve cronica Escasa Presente
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VPIN

53
29
31
33
30
32
67
69
71
68
70
72

79

81
83
80

82
84
19

21

BIOMATERIAL

HA-F
HA-F
HA-F
HA-F
HA-F
HA-F
HA-F
HA-F
HA-F
HA-F
HA-F
HA-F

HA-Ag-F

HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F
HA-Ag-F

HA-Ag-F
HA-Ag-F

HA-Ag-F
HA-Ag-F

HA-Ag-F
HA-Ag-F
Gasa

Gasa

LOCALIZACION  PERIODO

(dias)

14
30
30
30
30
30
90
90
90
90
90
90

90

90
90
90

90
90

INFLAMACION

Si
No
Si
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Si

Si
Si
Si
Si
Si
Si
si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si

No

No
No
Si

No
No
Si
Si

TIPO

Escasa crénica
Ausente
Leve crénica
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Moderada
aguda
Leve aguda
Severa Aguda
Severa Aguda
Leve aguda
Severa Aguda
Severa crénica
Severa crénica
Severa crénica
Severa crénica
Severa crénica
Severa crénica
Leve crénica
Severa crénica
Severa
granulomatosa

Ausente

Ausente
Ausente
Moderada
crdnica
Ausente
Ausente

Severa Aguda

Severa Aguda

CGMN

Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Escasa
Escasa
Abundante
Abundante
Ausente
Abundante

Ausente

Escasa

Ausente
Ausente
Abundante

Escasa
Ausente

Escasa

Ausente

MATERIAL

Presente
Presente
Presente
Ausente
Ausente
Ausente
Presente
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VPIN BIOMATERIAL LOCALIZACION PERIODO INFLAMACION TIPO CGMN MATERIAL

(dias)
20 Gasa IM 7 Si Severa Aguda Ausente Presente
21 Gasa IM 7 Si Severa Aguda Ausente Presente
41 Gasa SD 30 Si Severa créonica  Abundante Presente
44 Gasa IM 30 Si Severa créonica  Abundante Presente
42 Gasa IM 30 Si Severa Abundante Presente
granulomatosa

85 Gasa IM 30 Si Severa crénica  Abundante Presente
86 Gasa SD 90

87 Gasa SD 90 Si Severa cronica  Abundante Presente
88 Gasa IM 90 Si Severa créonica  Abundante Presente

HA: hidroxiapatita; HA-F: hidroxiapatita con fldor; HA-Ag-F: hidroxiapatita dopada con plata y flior; SD: subdérmica;
IM: Intramuscular; CGMN: Células gigantes mononucleadas.

Analisis estadistico

Evaluacion de la respuesta histolégica del biomaterial de Hidroxiapatita (HA).

Después de 7 dias de la colocacion del biomaterial de hidroxiapatita a nivel subdérmico se
observd que el 66.7% [2] de los casos no presentd inflamacion y tampoco se observé la
presencia de células gigantes multinucleadas (CGMN); a nivel intramuscular, para este mismo
biomaterial, se observé que el 33.3% [1] de los casos no presenté inflamacion, el 66.7 % [2] de
los casos restantes presentd inflamacion leve y de éstos el 55% (1 caso) presentd células
gigantes multinucleadas a cuerpo extrafio (CGMN). En el 100% de los casos [6] se observé la

presencia del biomaterial.

En la figura 42 se muestra un par de imagenes histolégicas, después de 7 dias, a nivel
subdérmico VPIN9 (A) se observa tejido fibroadiposo marginal con septos vasculares y sin
evidencia inflamacion (HE-100X); y a nivel intramuscular VPIN8 (B) se observa reaccion
inflamatoria y pericapsular leve con desmoplasia marginal (HE-100X), se observa un espacio

donde se ubicaba la pastilla.
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Figura 42. Imagenes de corte histoldgico del tejido que estuvo en contacto con el material de
hidroxiapatita por 7 dias.

A los 14 dias se observo que a nivel subdérmico el 66.7% [2] de los casos no presentd
inflamacién y el 33% [1] presentd inflamacion leve cronica con abundantes CGMN; a nivel
intramuscular se observé inflamacion en el 100 % [3] de los casos de los cuales en el 66.7 %
[2] la respuesta inflamatoria fue leve y en el 33.3% [1] moderada. En el 100% [3] de los casos
se observo la presencia de CGMN; para la respuesta inflamatoria leve, en el 50% [1] de los
casos la presencia fue escasa y en el resto (1 caso) la presencia fue abundante; para la
respuesta inflamatoria moderada la presencia de estas células fue abundante. En el 100% de

los casos se observo la presencia del material.

En la figura 43 se muestra un par de imagenes histolégicas, después de 14 dias, a nivel
subdérmico, se observa en VPIN45 (A) un limite mas o menos preciso entre el proceso
desmoplastico y el musculo estriado con prominencia de edema y disgregacion de fibras
musculares y congestion leve de vasos (HE-4X), no se observa presencia de inflamacion; y a
nivel intramuscular VPIN46 (B) se observan cambios degenerativos de las fibras musculares

con edema intersticial (HE-10X) hay inflamacion con presencia de CGMN.
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Figura 43. Imagenes de corte histoldgico del tejido que estuvo en contacto con el material de
hidroxiapatita por 14 dias.

A los 30 dias se observo la ausencia de inflamacion tanto para el nivel subdérmico como para
el nivel intramuscular en el 100% [6] de los casos. Soélo se observé la presencia (escasa) de
CGMN en el 33.3% [1] de los casos a nivel intramuscular. A nivel subdérmico en el 100% [3] de
los casos el material se observo la ausencia del material; a nivel intramuscular se observo la

presencia del material en el 33.3% [1] de los casos, en el resto no habia.

En la figura 44 se muestra una imagen histolégica a nivel subdérmico, después de 30 dias, se
observa en VPIN25 (A) material con marginacion precisa por fasciculo muscular, no se observa
presencia de inflamacion (HE-4X); y a nivel intramuscular VPIN26 (B) se observan fibras
musculares estriadas adyacentes a fibras de colagena y fibroblastos hipertréficos en la zona de

depoésito del material con leve inflamacion.
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Figura 44. Imagen de corte histoldgico del tejido que estuvo en contacto con el material de hidroxiapatita
por 30 dias.

A los 90 dias se observé a nivel subdérmico que el 66.7% [2] de los casos no presenté
inflamacion, y el 33.3% (1) de los casos presentd inflamacion leve con escasa presencia de
CGMN; a nivel intramuscular se observé ausencia de inflamacion en el 100% de los casos,
tampoco se observé presencia de CGMN. Con respecto al material se observd se encontraba

ausente en el 33.3% de los casos tanto a nivel subdérmico como intramuscular.

En la figura 45 se muestra un par de imagenes histolégicas, después de 90 dias, a nivel
subdérmico se observa en VPIN77 (A) el espacio que corresponde a la zona de inoculacion de
material experimental, ademas se observan, entremezcladas con el musculo estriado, fibras de
coldgena dispuestas irregularmente formando un estroma laxo de tejido conectivo; a nivel
intramuscular VPIN78 (B) se observa la zona de implantacion del material rodeada por
segmentos de muasculo estriado, en secciones longitudinales y transversales, sin alteraciones
histologicas secundarias a la presencia del material. Limitando el remanente del material se

observa una fina capa fibrosa; al interior se muestran zonas basofilas de aspecto granular.
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Figura 45. Imagen de corte histolégico del tejido que estuvo en contacto con el material de hidroxiapatita
por 90 dias.

En la figura 46 se presenta un grafico de la variacion de la respuesta inflamatoria para el

material de hidroxiapatita a los 7, 14, 30 y 90 dias a nivel subdérmico e intramuscular.

% ausencia inflamacion

Dias

Intramuscular ess=Sybdérmica

Figura 46. Ausencia de respuesta inflamatoria al biomaterial de hidroxiapatita.
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Evaluacién de la respuesta histolégica del biomaterial de Hidroxiapatita con flaor (HA-F).

Después de 7 dias de colocacién del biomaterial de hidroxiapatita-flior a nivel subdérmico se
observd que el 66.7% [2] de los casos no presentod inflamacion y el 33.3% [1] de los casos
present6 inflamacién moderada aguda sin la presencia de CGMN; a nivel intramuscular, para
este mismo biomaterial, se observé que el 66.7% [2] de los casos no presenté inflamacion, sin
embargo se observoé la presencia escasa y abundante de CGMN para cada uno de los casos
respectivamente; y el 33.3 % [1] de los casos restantes presentd respuesta inflamatoria leve
aguda con presencia escasa de CGMN. En el 33.3% (1) de los casos se observé la ausencia

de material y en el 66.7% [2] restante se observo la presencia del biomaterial.

En la figura 47 se muestra un par de imagenes histolégicas, después de 7 dias, a nivel
subdérmico VPIN15 (A) en donde se observa material subdérmico con marginacion muscular
estriada del lecho seccién longitudinal (HE-4X), sin evidencia inflamacion; y a nivel

intramuscular VPIN16 (B) en donde se observa material con marginacion muscular estriada del

lecho seccidn transversal, con inflamacion leve (HE-4X).

Figura 47. Imagenes de corte histolégico del tejido que estuvo en contacto con el material de
hidroxiapatita-flor por 7 dias.
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A los 14 dias, a nivel subdérmico, se observo la ausencia de inflamacién en el 100% [2] de los
casos, tampoco se observaron CGMN. A nivel intramuscular se observé la ausencia de
inflamacién en el 33.3% [1] de los casos y en el 66.7% [2] de los casos restantes se observo
respuesta inflamatoria escasa y leve (crénicas) respectivamente. Con respecto a la presencia
de CGMN se observé presencia escasa en uno de los casos de repuesta inflamatoria leve. En

el 100% [6] de los casos se observé la presencia del biomaterial.

En la figura 48 se muestra un par de imagenes histoldgicas, después de 14 dias, a nivel
subdérmico VPIN54 (A) en donde se observa material mal preservado y marginado por una
banda de fibrosis adyacente al tejido fibroadiposo (HE-4X), sin evidencia inflamacion; y a nivel
intramuscular VPINS5 (B) en donde se observa material de estudio en la parte superficial de la

imagen marginado por fibrosis, se observa la presencia de células gigantes tipo cuerpo extrafio.

Note el material facilmente visible en las células del lado derecho de la imagen (rojo).

Figura 48. Imagenes de corte histolégico del tejido que estuvo en contacto con el material de
hidroxiapatita-flior por 14 dias.
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A los 30 dias, a nivel subdérmico, se observé la ausencia de inflamacion en el 33.3% [1] de los
casos y en el 66.7% [2] restante se observo respuesta inflamatoria leve cronica, en ningin caso
se observo la presencia de CGMN. En el 33.3% (1) de los casos se observé la presencia del
material y en el 66.7% [2] el material se encontraba ausente. A nivel intramuscular, se observé
la ausencia de respuesta inflamatoria en el 100% [2] de los casos, tampoco se observo la

presencia de CGMN, asi mismo se observo la ausencia material en todos los casos.

En la figura 49 se muestra un par de imagenes histoldgicas, después de 30 dias, a nivel
subdérmico VPIN31 (A) en donde se observa material central marginado y entre fibras
musculares, con presencia de inflamacion leve (HE-4X); y a nivel intramuscular VPIN30 (B) en
donde se observa material intersticial con degeneracion hialina de fibras musculares y con

ausencia de inflamacion (HE-4X).

Figura 49. Imagenes de corte histolégico del tejido que estuvo en contacto con el material de
hidroxiapatita-flior por 30 dias.

A los 90 dias se observé que tanto a nivel subdérmico como a nivel intramuscular el 100% [3]

de los casos (por area) no presenté inflamacion, tampoco se observo la presencia de CGMN en
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ningln caso y se observé ausencia del biomaterial en el 66.7% (2) de los acasos a nivel
subdérmico, y se encontré presente en el 100% [3] de los casos a nivel intramuscular.

En la figura 50 se muestra un par de imagenes histoldgicas, después de 90 dias, a nivel
subdérmico VPIN67 (A) en donde se observa un estroma de tejido conjuntivo fibroso,
mayormente laxo en cuyo centro se identifica material inerte limitado por un delgada capa de
tejido fibroso, remanente del tejido de granulacién formado con antelacion; este se encuentra
caracterizado por algunos macréfagos, fibroblastos y coldgena, mas densa a la del estroma. El
interior de esta zona, delimitada, se muestra un area de aspecto granular, basofila y con
presencia irregular de particulas birrefringentes (HE-100X); y a nivel intramuscular VPING8 (B)
en donde se observa un area central basdfila que corresponde a zona de implantacién de
material con una fina capa fibrosa que rodea el resto del material inoculado, rodeando lo

descrito se observan secciones longitudinales de musculo esquelético sin alteracion (HE-100X).
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Figura 50. Imagenes de corte histolégico del tejido que estuvo en contacto con el material de
hidroxiapatita-flior por 90 dias.

En la figura 51 se presenta un gréafico de la variacién de la respuesta inflamatoria para el

material de hidroxiapatita-flior a los 7, 14, 30 y 90 dias a nivel subdérmico e intramuscular.
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Figura 51. Ausencia de respuesta inflamatoria al biomaterial de hidroxiapatita-flGior

Evaluacién de la respuesta histoldgica del biomaterial de Hidroxiapatita con plata y flaor (HA-

Ag-F).

Después de 7 dias de la colocacion del biomaterial de hidroxiapatita con plata y fldor a nivel
subdérmico se observo respuesta inflamatoria aguda en el 100% [3] de los casos, de los cuales
el 33.3% [1] fue respuesta inflamatoria leve, 33.3% [1] fue respuesta inflamatoria moderada vy el
33.3% [1] restante fue respuesta inflamatoria severa. En ningln caso se observé la presencia
de CGMN; con respecto al material, se observd su ausencia en el 33.3% [1] de los casos. A
nivel intramuscular, para este mismo biomaterial, se observo que en el 100% de los casos se
presento respuesta inflamatoria aguda, de los cuales en el 33.3% [1] la respuesta inflamatoria
fue leve y en el 66.7% [2] fue severa. En ningln caso se observo la presencia de CGMN; con

respecto al material se observo la ausencia en un 33.3% [1] de los casos.
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En la figura 52 se muestra un par de imagenes histologicas, después de 7 dias, a nivel
subdérmico VPIN5 (A) en donde se observa necrosis central del proceso inflamatorio y
desmoplasico con tejido adiposo marginal (HE-4X); y a nivel intramuscular VPIN4 (B) en donde
se observa una reaccion inflamatoria intersticial con material HA-Ag-F disgregando fibras

musculares estriadas (HE-10X).

Figura 52. Imagenes de corte histoldgico del tejido que estuvo en contacto con el material de
hidroxiapatita-plata- fldor por 7 dias.

A los 14 dias, a nivel subdérmico, se observo respuesta inflamatoria severa cronica en el 100%
[2] de los casos, sin embargo no se observo la presencia de CGMN. En el 100% [2] de los
casos se observo la presencia del material. A nivel intramuscular, se observo la presencia de
inflamacién severa crénica en el 100% [2] de los casos, en los que también se observé la

presencia escasa de CGMN; se observo la presencia de material en el 100% [2] de los casos.

En la figura 53 se muestra un par de imagenes histolégicas, después de 14 dias, a nivel
subdérmico VPIN57 (A) en donde se observa una panoramica de un fondo de fibrosis con
inflamacién crénica y depdsitos del material en el lado derecho de la imagen (HE-4X); y a nivel
intramuscular VPI60 (B) se observa edema en la conjuncion de las fibras musculares estriadas

y banda desmoplasica con depdsitos intersticiales e intracelulares de material (HE-10X).
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Figura 53. Imagenes de corte histolégico del tejido que estuvo en contacto con el material de
hidroxiapatita-plata- fldor por 14 dias.

Transcurridos 30 dias, a nivel subdérmico, se observé la presencia de respuesta inflamatoria
severa crénica en el 100% [2] de los casos, en los que también se observd la presencia
abundante de CGMN; se observo la presencia del material en el 100% [2] de los casos. A nivel
intramuscular, se observé la presencia de respuesta inflamatoria en el 100% [3] de los casos,
de los cuales el 33.3% [1] fue leve crénica, y el 66.7% [2] fue severa cronica y granulomatosa
respectivamente. Solo en el caso de respuesta inflamatoria severa cronica se observé la
presencia abundante de CGMN. En el 100% [3] de los casos se observo la presencia del

material.

En la figura 54 se muestra un par de imagenes histoldgicas, después de 30 dias, a nivel
subdérmico VPIN37 (A) en donde se observa materia intersticial en un fondo desmoplésico e
inflamatorio crénico con células gigantes multinucleadas tipo cuerpo extrafio (HE-40X); y a nivel
intramuscular VPIN4O (B) se observa material con grados variables de preservacion,

inflamacién y prominencia de estructuras vasculares (HE-4X).
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Figura 54. Imagenes de corte histolégico del tejido que estuvo en contacto con el material de
hidroxiapatita-plata- flGor por 30 dias.

A los 90 dias se observé que a nivel subdérmico el 100% [3] de los casos no presenté
inflamacién, sin embargo en el 33.3% [1] de los casos se observé la presencia de CGMN; a
nivel intramuscular se observo ausencia de inflamacién en el 66.7% [2] de los casos, uno de
estos casos presentd escasa presencia de CGMN, la respuesta inflamatoria crénica fue
moderada con abundante presencia de CGMN en el Unico caso en la que se present6. Con
respecto a la presencia de material, se observé que a nivel subdérmico, en el 66.7% [2] de los

casos estaba ausente, a nivel intramuscular se observé ausente en el 33.3 % [1] de los casos.

En la figura 55 se muestra un par de imagenes histolégicas, después de 90 dias, a nivel
subdérmico VPIN83 (A) en donde se observa la zona donde se encontraba el material, misma
gue se encuentra rodeada por un estroma fibroadiposo, con fibras colagenas laxas. Cerca del
area de mayor permanencia del material se observa area hialinizada cerca de un artefacto por
pinzado (HE-40X); y a nivel intramuscular VPIN84 (B) se observa detalle del area con pérdida
de la arquitectura muscular, con restos de hemosiderina (evidencia de hemorragia antigua),
también es posible identificar células musculares hipertroficas, posiblemente en un intento de

regeneracion (HE-40X).
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Fi“gur\aaSé."lmégéheS de co ue estuvo en contacto con el material de
hidroxiapatita-plata- flior por 90 dias.

En la figura 56 se presenta un grafico de la variaciébn de la respuesta inflamatoria para el
material de hidroxiapatita-plata-flior (HA-Ag-F) a los 7, 14, 30 y 90 dias a nivel subdérmico e

intramuscular.

% ausencia inflamacion

Intramuscular Subdérmica

Figura 56. Respuesta inflamatoria al biomaterial de hidroxiapatita-plata-fltor.

En cuanto al control, se utiliz6 gasa, pues de antemano se sabe que es incompatible con los
tejidos, en todos los casos (7, 14, 30 y 90 dias) se observo la presencia de inflamacién junto

con la presencia de CGMN.
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6.1 DISCUSION DE RESULTADOS

En la sintesis de hidroxiapatita se obtuvo un polvo blanco (fino) que es caracteristico de la
hidroxiapatita y coincide con lo que Rivero R y col en 2007 (12) reportaron como resultado al
obtener hidroxiapatita por el método de combustion, lo mismo ocurrié con el producto obtenido
del material de hidroxiapatita con flaor, que fue un polvo mas fino que el de HA, sin embargo el
material de hidroxiapatita con plata y flGor generdé un polvo amarillento un poco mas grueso y

menos fino que los dos primeros.

Durante la sinterizacion de los tres sistemas (proceso de combustién) no se tuvo un control de
la temperatura, sin embargo posterior a la obtencion del polvo se dio un tratamiento térmico a

600°C y 900°C para asegurar la formacion de un material cristalino.

Para la muestra de hidroxiapatita, en los analisis por IR se observan bandas correspondientes
a las vibraciones de OH’, PO, en posiciones similares a las reportadas por otros autores para
la HA (12); ademas se confirma su presencia con los andlisis por difraccion de rayos X en
donde se identifican fases cristalinas con la presencia de hidroxiapatita y fosfato de calcio. El
difractograma obtenido para la muestra de hidroxiapatita muestra picos para la identificacion de
HA en la region de 30 a 35 que es lo caracteristico para este mineral. De acuerdo con Samir K
Ghosh, y col (31) la presencia de fosfatos de calcio adicionales a la hidroxiapatita pueden
deberse a un tiempo de reaccion prolongado, para el caso de las muestras sinterizadas en este
proyecto, la duracién del proceso de combustion, desde el inicio de la aparicion de vapores
hasta el cese completo de estos, fue aproximadamente de 40 minutos, posteriormente se dio
un tratamiento térmico a 600°C con una rampa de calentamiento de 5°C por minuto durante 4
horas. Este tiempo de calentamiento pudo haber ocasionado la formacion de los otros
compuestos de fosfato. La reaccién de combustién generé grandes cantidades de calor a partir

de la reacciéon exotérmica de nitratos y urea generando la fase cristalina de HA. Una vez
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obtenido el patron de difracciéon de la HA a 600°C y haber constatado la presencia del mineral
pero en poca cantidad, se sometié la muestra (al igual que las otras) a un tratamiento térmico a
900°C, para tratar de observar un cambio en la cristalizacién del compuesto, sin embargo los
resultados muestran la ausencia de HA al incrementar la temperatura del tratamiento térmico.
Observando en patrén de difraccion obtenido por MET, se observa una fase cristalina por los
dos anillos concéntricos alrededor del punto central, sin embargo, esta fase cristalina no es
Unica ya que también se observa la presencia de puntos dispersos que pueden atribuirse a
fases amorfas, razén por la cual en el difractograma de rayos X se observan picos definidos (en
la parte central) mezclados con picos poco definidos y anchos (en los extremos) que pueden
atribuirse a material amorfo que no alcanzé a cristalizar. El tamafio de grano cristalino se
determiné a través de la técnica de MFA, en donde se observaron granos de un tamafio
variable entre 3.04 y 40.8 nm a un acercamiento de 500 nm. Las imagenes por MEB muestran
la obtencién de un material con una morfologia de particulas aglomeradas con tamafos
variables, misma que se observa también en las imagenes obtenidas a través de la técnica
MFA. Tiene el aspecto de un material poroso tipo espuma debido a la propia naturaleza de
reaccion en la que se observé una gran generacién de gases. A pesar de que en las
microfotografias se observan aglomerados particulares, se pueden distinguir algunas formas
esféricas de las particulas. Esta forma esférica se confirma con las imagenes obtenidas a
través de MFA en donde se aprecia la formacion del grano de la particula. Las imagenes en

tres dimensiones muestran los diferentes tamafios de particula obtenidos.

Con respecto al material de hidroxiapatita dopado con flaor, se obtuvo, como se mencioné
anteriormente, un polvo fino de color blanco. Los analisis por la técnica IR muestran un
espectro similar al de la hidroxiapatita, sin embargo se identifican sefiales débiles en la region
cercana a los 3300 cm™ segiin como lo menciona Tanaka y col (73) y en la regién cercana a

600 cm™ se observa una sefial que puede asociarse a la presencia de Cas(PO,)sF de acuerdo a
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como lo indica W.E. Klee, y col (72). Por la composicion de esta formulacion, se esperaba
obtener fluoroapatita a través de la sinterizacion, presencia que se comprueba de mejor
manera a través de la técnica de difraccion de rayos X ya que en el difractograma se observan
picos correspondientes con este mineral, ademas se observé también la presencia de fluorita y
de fosfato de calcio, probablemente falté mayor temperatura al momento de la combustion.
Razén por la que se sometié la muestra a un tratamiento térmico a 900°C por 8 horas, y se
muestra la desaparicion del fosfato de calcio y aumenta la presencia de fluoroapatita. A través
del estudio de XPS se encontré6 que el atomo de fllor presente en la muestra tiene una
configuracion 1s que es compatible con el estado de oxidacion del fluor (-1) presente tanto en
la fluoroapatita como en la fluorita. El tamafio de grano cristalino se determiné a través de la
técnica de MFA, en donde se observaron granos de un tamafio variable entre 11.6 y 14.5 nm a
un acercamiento de 500 nm. Las micrografias obtenidas por MEB con aumentos de 5,000X y
10,000X presentan un material sélido en donde se observan unas partes un poco mas claras y
otras mas oscuras, esto puede deberse en parte a los planos de profundidad a los que se
captura la imagen. Las partes mas claras pueden ser en donde esta la presencia del fltor. A
mayores aumentos se alcanza a apreciar la formacién de cristales sin embargo no se alcanza a
apreciar su forma para constatar que sean de configuraciébn hexagonal como lo indica la
literatura (77). En las imagenes de campo oscuro obtenidas a través de la técnica de MET se
observan particulas redondas mezcladas con particulas de forma alargada, sin embargo no hay
una definicién clara, lo que se constata con el patrén de difraccion obtenido que muestra una
gran cantidad de material amorfo ya que no se distinguen muy bien los anillos del patrén de

cristalizacion.

Con respecto al material de hidroxiapatita dopado con plata y flior, se obtuvo un material en
forma de polvo grueso color amarillo oscuro, esto se atribuye a la presencia de la plata en su

composicion que en presencia de luz puede modificar su estado de oxidacién. No se encontrd
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referencia bibliografica para comparar las propiedades de este material, sin embargo de
manera general se logré identificar la presencia de la plata, flior e hidroxiapatita por medio de
las diferentes técnicas de caracterizacion utilizadas. A través de la espectroscopia infrarroja se
logré identificar la presencia de enlaces OH-F en la region de 722 cm™, se identificaron sefiales
correspondientes con la presencia de enlaces tipo PO,? asociados a la hidroxiapatita, y de
AgNO;, esto puede asociarse con la presencia del elemento nitrégeno en la formulacion de los
precursores utilizados, sin embargo a través de la técnica de difraccion de rayos X se identificd
la presencia de AgsPO,4. En este compuesto la plata se encuentra en estado iGnico mismo que
se pudo constatar a través de la técnica de espectroscopia fotoelectrénica de rayos X. A través
de la técnica de MEB se observo que la estructura del material ya no es esférica como en el
caso de los materiales HA y HA-F, en su lugar se alcanzan a apreciar estructuras con forma
geométrica definida tipo rectangular, entre otras formaciones sin definicion, también se
observan agregados mas blancos que corresponden a la presencia de la plata (elemento con
mayor nimero atomico). A través de la técnica de AFM se puede observar que las particulas de
con forma geométrica definida en donde solo es observa un plano de su estructura estan
mezcladas con formas sin definicion, el tamafio de particula varia entre 1.34 y 46.8 nm a un
acercamiento de 500 nm, sin embargo a través de la técnica de MET el patron de difraccién no

es muy claro ya que no se alcanzan a ver muy definidos los anillos.

Con respecto a las pruebas de biocompatibilidad del material de hidroxiapatita se observé que
mas del 60% de los casos en cada uno de los diferentes tiempos de evaluacién no presentd
respuesta inflamatoria mas alla de los limites considerados normales para la respuesta
fisioldégica de la reparacion del tejido del sitio en donde se colocé la pastilla, lo que puede
asociarse a una buena tolerancia al material por parte de la rata. Esto es congruente con lo
reportado en la bibliografia ya que la hidroxiapatita se utiliza como biomaterial para

aplicaciones biomédicas (30, 78), tal vez la razén por la cual se presenté una respuesta
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inflamatoria mayor, fue que el material no fue esterilizado, por lo que pudo haber contenido
algin contaminante que ocasiond esta respuesta inflamatoria, y también por la respuesta
natural de los tejidos a las lesiones. Aunque a los 7 dias era de esperarse la presencia de tal
respuesta por el propio procedimiento realizado para la colocacion de la pastilla, ya que a nivel
subdérmico se origind una herida y se separoé la piel del masculo, esto genera una respuesta
propia de inflamacién, que fue observada en el 33.1% de los casos, sin embargo a nivel
intramuscular la ausencia de respuesta inflamatoria fue menor ya que solo el 33.3% de los
casos no la presentd. La manipulacion para la colocacion del material en forma intramuscular
fue més traumatica, ya que se tuvo que separar la fibra muscular con una pinza de diseccion,
originando una lesién aun mayor que a nivel subdérmico, a esta razén se puede asociar la
observaciéon a nivel intramuscular de mayor presencia de inflamacion, ademas también se
detecto la presencia de células gigantes multinucleadas a cuerpo extrafio que es una reaccion
de fagocitosis tipica cuando los macréfagos son superados en cantidad o tamafio de las
particulas a fagocitar. Estas respuestas inflamatorias se clasificaron como agudas. A los 14
dias, a nivel subdérmico, no se presentaron cambios en cuanto a la respuesta inflamatoria, sin
embargo a nivel intramuscular se observé que la ausencia de inflamacién no existia como tal; a
partir de este momento a los 30 y 90 dias la respuesta mejoré sustancialmente ya que se
observé la ausencia de inflamacién en el 100% de los casos; pero no se mantuvo a nivel
subdérmico ya que a los 90 dias de evaluacién solo el 66.6% de los casos no presentaron
respuesta inflamatoria. Con respecto a la presencia o ausencia del material en los analisis
histol6gicos, se detectd que este comenzd a desaparecer a partir de los 30 dias, por ejemplo a
los 90 dias, a nivel subdérmico, no habia ya material presente lo que puede asociarse 0 a una
eliminacion total a través de macréfagos. A nivel intramuscular se observo la ausencia del

material en el 66.6% de los casos.
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Con respecto al material de hidroxiapatita dopado con flior, en el que se identifico la presencia
de fluoroapatita y fluorita, se observo que, tanto a nivel subdérmico como intramuscular, se
comenzo la evaluaciéon con la misma respuesta inflamatoria, ya que el 66.7% de los casos no
presento inflamacion mas alla de los parametros fisioldgicos esperados. Al igual que en el caso
del material de hidroxiapatita, este material no fue esterilizado y el procedimiento de colocacion
de la pastilla en ambos sitios causoé lesion en el tejido. La dinamica de este proceso fue
totalmente diferente al primero, ya que el gréfico de evolucibn muestra un patron inverso. A los
14 dias de evaluacion, a nivel subdérmico la respuesta inflamatoria estaba ausente en el 100%
de los casos lo que se puede asociar a una rapida recuperacion de las lesiones causadas por
la colocacién del material y a que éste material fue mejor tolerado que la HA en las mismas
condiciones; a nivel subdérmico la ausencia de respuesta inflamatoria fue solo en el 33.3% de
los casos, sin embargo la respuesta inflamatoria observada fue escasa y leve y solo en esta
Gltima se observo la presencia escasa de CGMN. A los 30 dias el comportamiento cambié ya
gue se observo una disminucion de ausencia de respuesta inflamatoria a nivel subdérmico y
una ausencia total a nivel intramuscular, ésta Ultima se manutuvo asi hasta los 90 dias lo que
indica una excelente tolerancia al material a nivel intramuscular, ya que tampoco se observaron
CGMN. A nivel subdérmico mejoré la tolerancia ya que a los 90 dias se observ6 una ausencia
de inflamacion. Esta repuesta inflamatoria bifasica también puede estar asociada a la propia
respuesta del animal al material. A diferencia del material de hidroxiapatita que desapareci6 del
tejido, se detectd una ausencia del material de hidroxiapatita con flior en el 66.7% de los casos

sélo a nivel subdérmico.

La evaluacion del material de hidroxiapatita con plata y flior fue el que menor ausencia de
respuesta inflamatoria presentd, ya que a los 7, 14 y 30 dias de evaluacion, en ambos lugares
(subdérmico e intramuscular), se presenté inflamacion, que a diferencia de las observadas en

los otros materiales, fue mas intensa, lo que puede indicar una respuesta de menor tolerancia
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al material. Esto puede estar asociado a la presencia de la plata y fldor juntos, ya que en el
biomaterial con hidroxiapatita y fldor la respuesta inflamatoria no fue tan elevada. A nivel
intramuscular se observo la presencia de CGMN a partir de los 7 dias y se mantuvo variable su
presencia a los 14 y 30 dias de evaluacién. Se observé una mejor tolerancia al material a los 90
dias ya que a nivel subdérmico la ausencia de inflamacion era del 100% y a nivel intramuscular
se alcanzo el 66.7%. A los 90 dias también se observé un cambio en cuanto a la presencia del
material, pues a nivel subdérmico en el 66.7% de los casos y a nivel intramuscular en el 33.3%
de los casos se encontré ausente, probablemente porque fue fagocitado debido a la presencia
de CGMN en los periodos de evaluacion anteriores. De acuerdo a D. Williams (57), la forma y
presentacion del material implantado influye mucho en la respuesta inflamatoria del tejido que
entra en contacto con dicho material, para el caso de la hidroxiapatita con plata y flaor, se
observé que era un polvo grueso, a pesar de haber sido molido en mortero y de haber reducido
su tamafio de grano, esto pudo haber influido en la respuesta observada, ademas el material
no se esterilizdé previo a su colocacion. En la sintesis de hidroxiapatita dopada con plata, la
cantidad de plata es el elemento critico que afecta sus propiedades (79), aunque la cantidad de
plata y fldor con que se dopé la hidroxiapatita fue al 2% puede haber resultado elevada por la

posible interaccion plata-flior, generando respuestas inflamatorias mas importantes.

La elaboracion de este material estd pensada para aplicarse sobre la superficie del érgano
dentario por lo que en realidad el material no estaria en contacto directo con tejido interno

razon por la cual no representaria una situacién de riesgo para los tejidos.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que es posible obtener a través del método
de combustion materiales de hidroxiapatita con y sin agentes dopantes, con tamafios de
particula dentro de la escala nanométrica. Las temperaturas utilizadas en el tratamiento térmico
posterior a la combustién indican que se pueden obtener fases cristalinas, sin embargo es
recomendable realizar ensayos a diferentes temperaturas con el fin de encontrar la temperatura

ideal para obtener el maximo de estas fases cristalinas.

Por otra parte, las pruebas de biocompatibilidad realizadas a estos materiales a base de
hidroxiapatita mostraron una respuesta favorable para las formulaciones de hidroxiapatita e
hidroxiapatita con flior en los 4 tiempos de evaluacion (7, 14, 30 y 90 dias), sin embargo los
resultados obtenidos para el material de hidroxiapatita con plata y flior no fueron tan favorables
en los 3 primeros tiempos, ya que se presentaron respuestas inflamatorias importantes con
presencia de CGMN en varios casos, sin embargo a los 90 dias la respuesta inflamatoria casi
desaparecio, lo que sugiere que el material con el tiempo es mejor tolerado. Se puede concluir
gue los materiales de hidroxiapatita e hidroxiapatita con fllor presentaron mejor respuesta de

biocompatibilidad que el material de hidroxiapatita con plata y fldor.
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