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RESUMEN

Se sintetizé un nuevo biomaterial hibrido (ceramica-polimero) con porosidad
controlada cuya morfologia es similar a la del tejido éseo. Dicho material contiene
microparticulas de hidroxiapatita (HAp) sintética mezclada con particulas de otras
dos ceramicas comerciales en diferentes concentraciones: microparticulas de
alumina y nanoparticulas de silice. Estas ceramicas ayudan a mejorar las
propiedades mecanicas y de desgaste (abrasion) del material. Como matriz se
utilizd un poliuretano monocomponente libre de solvente. Los poros fueron
generados mediante una reaccion producida entre los grupos hidroxilo (-OH) de la
hidroxiapatita y los grupos ciano del poliuretano. Las diferentes formulaciones
fueron sometidas a un tratamiento térmico a diferentes temperaturas: 30°C, 50°C,
80°C, 110°C y 150°C con el fin de determinar la relacién entre porosidad y
temperatura. Los materiales fueron caracterizados mediantes ensayos mecanicos,
de abrasién, de densidad, absorcién de agua y microscopia electronica de barrido

(SEM).

Palabras clave: biomaterial, hidroxiapatita, tejido Oseo, caracterizacion

morfoldgica.
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ABSTRACT

A new hybrid ceramic-polymer biomaterial with controlled porosity was
synthesized with a morphology that resembles real bone. This material contains
synthetic hydroxyapatite (HAp) and two different ceramic particles in different
concentrations: alumina micro-particles and silica nano-particles; these were
added to improve the mechanical properties of the composite. A solvent-free,
mono-component polyurethane was used as polymeric matrix. Porosity was
generated by a chemical reaction between the OH groups of the hydroxyapatite
and cyano groups of the polyurethane. The samples were thermally treated at
different temperatures: 30°C, 50°C, 80°C, 110°C and 150°C in order to determine
the relationship between porosity and temperature. The materials were
characterized using scanning electron microscopy, density, water absorption,

abrasion and mechanical tests.

Key words: biomaterial, hydroxyapatite, bone tissue, morphological

characterization.
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INTRODUCCION

La ciencia de los materiales es un area multidiciplinaria en donde se
involucran una serie de conocimientos que permiten el desarrollo de nuevos
materiales con el fin de facilitar la vida. Una de las areas mas favorecidas dentro
de esta ciencia es la de los biomateriales. Este sector posee un enorme interés
social y econdmico en una gran cantidad de los programas de investigacion y
desarrollo (I1+D) a nivel mundial puesto que dia con dia la demanda de encontrar
materiales apropiados para el tratamiento de diversos padecimientos se
incrementa. Se estima que en Estados Unidos una de cada cuatro personas sufre
algun tipo de problema de tipo esquelético-muscular y por tal motivo requieran del
uso de algun tipo de implante ortopédico (1; 2).

Durante la segunda mitad del siglo pasado se dieron una gran cantidad de
avances cientificos y tecnoldgicos que abrieron paso al desarrollo de nuevos
biomateriales favoreciendo el tratamiento de diversos males que afectaban la vida
de las personas. Estos desarrollos han permitido incrementar la esperanza de vida
de la gente, sin embargo aun hay mucho trabajo que realizar en el desarrollo de
materiales que satisfagan las necesidades de los diferentes tejidos corporales
tales como son las articulaciones, el tejido 6seo, el tejido muscular, el tejido
epitelial, etc (1).

Cabe senalar que el desarrollo de los nuevos biomateriales va enfocado a
simular lo mejor posible el tejido a sustituir, porque hoy en dia a pesar de ser
utilizados, algunos materiales muestran ciertos problemas con los fluidos
fisiolégicos de los organismos al ser implantados. Es por tales motivos que los
especialistas han optado por ir cambiando a los materiales bioinertes por los
materiales bioactivos que poseen una mejor integracion con el organismo y
favorecen la regeneracion del tejido que los rodea (1; 3).

Una de las bioceramicas mas utilizadas por sus propiedades bioactivas y su
similitud quimica con el hueso es la hidroxiapatita (Cao(PO4)s(OH)2)(HAp). Esta se
ha utilizado para tratar desde pequefios defectos dseos, hasta implantes dentales.
Actualmente se puede encontrar en forma de cementos inyectables, granulos o
bloques macroporosos. Ademas existen diferentes métodos sencillos y de facil
aplicacién para sintetizar hidroxiapatita estequiométrica para aplicaciones
biomédicas (4; 5).

Otras dos ceramicas que han sido comunmente utilizadas para el
tratamiento de problemas 6seos son la silice y la alumina. La silice se utiliza para
la produccion de vidrios bioactivos que permiten la regeneracion del tejido 6seo.
Estos materiales son utilizados para cirugias maxilofaciales y reconstruccion de



hueso e incluso de cartilago. La alumina es una ceramica bioactiva y fue la primer
ceramica en ser utilizada para el desarrollo de implantes (6; 7).

En los ultimos afos se han comenzado a desarrollar materiales que
mezclan algun tipo de polimero con particulas ceramicas con la finalidad de
simular el tejido éseo, es decir que la ceramica constituye la parte inorganica del
hueso, mientras que el polimero corresponde al aglutinante. Al formar este nuevo
material hibrido se obtiene una mayor resistencia mecanica, la cual depende de la
ceramica utilizada. Por lo tanto hace falta trabajar con diferentes mezclas de
ceramicas y polimeros para obtener mejores resultados (4; 8; 9).

Por lo que concierne a la hidroxiapatita, se han realizado trabajos donde se
agrega a diferentes polimeros como el polimetiimetacrilato (PMMA), el polietileno
(PE), el poliacido lactico (PLA) e incluso algunos poliuretanos (8; 9; 10).

El hecho de incluir hidroxiapatita en estos materiales hibridos asegura la
biocompatibilidad y favorece la osteogénesis. Asi mismo al incluir una segunda
ceramica se modifican las propiedades y caracteristicas del material segun la
aplicaciéon que se le vaya a dar. Tanto la silice como la alumina han sido
trabajadas en conjunto con la hidroxiapatita mostrando resultados bastante
favorables (7; 11; 12).

Otra linea de trabajo que se cuida bastante en el desarrollo de estos nuevos
biomateriales es la porosidad. Se busca arduamente mediante diferentes técnicas
de sintesis que los compositos contengan la porosidad adecuada para la
formacion de colageno y de vasos sanguineos y de esta forma reducir el impacto
del injerto dentro del organismo y favorecer su aceptacion (13).

En el presente trabajo se presenta la propuesta de un nuevo biomaterial
hibrido en donde se utiliza una matriz de poliuretano monocomponente totalmente
libre de solventes organicos, al cual se agrega una mezcla de ceramicas
(hidroxiapatita, silice y alumina) con particulas de diferente tamafio, con la
finalidad de emular el tejido 6seo. La hidroxiapatita sirve para favorecer la
ostegénesis una vez realizado el implante, mientras que la adicién de la segunda
ceramica mejora las propiedades mecanicas del material al llenar los espacios
intersticiales dejados por la hidroxiapatita.



OBJETIVOS

La presente investigacion tiene el propdsito de desarrollar un material

hibrido partiendo de una mezcla de particulas ceramicas y polimero que posea las
propiedades del tejido éseo para servir como un sustituto del mismo.

Obijetivos particulares

Sintetizar hidroxiapatita estequiométrica mediante un método sencillo.

Caracterizar la hidroxiapatita por absorcion atémica (ICP) y por
espectroscopia infrarroja (FTIR) y Raman.

Caracterizar la fase cristalina de la hidroxiapatita usando rayos X.
Verificar la relacion estequiométrica Ca:P de la hidroxiapatita.

Desarrollar los materiales hibridos con diferentes formulaciones y diferentes
tratamientos térmicos.

Caracterizar las propiedades fisicas del material como densidad, pruebas
mecanicas y porosidad.

Analizar la biocompatibilidad del material.

Xi



CAPITULO1 CONCEPTOS BASICOS

1.1 Tejido 6seo

El hueso es un tejido vivo que contiene un sistema complejo de capilares
sanguineos y fibras de colageno en el interior de un soporte rigido inorganico. Este
tejido presenta cambios continuos debido al crecimiento del individuo, ya que es
modificado por su mismo proceso de reconstruccidon. Todas estas
transformaciones ocurren a lo largo de la vida y en muchas ocasiones dependen
de los esfuerzos mecanicos que actuan sobre él. Si el hueso permanece inmdévil
por largos periodos de tiempo pierde parte de su fase mineral y se atrofia. Por el
contrario (esfuerzos mecanicos excesivos), el hueso puede incrementar su masa y
es llevado a una hipertrofia. Estos cambios pueden ser generados por factores
externos, modificando su morfologia, pero si los cambios son internos, entonces la
porosidad, el contenido mineral y la densidad son modificadas (14).

El hueso se adapta a los requerimientos mecanicos limitando factores como
las reservas nutricionales y su peso y tamafio. Esta optimizacién del disefio se
basa en la presencia de caracteristicas macro y microscopicas que minimizan el
estrés del mismo y una apropiada distribucién del material minimizando el peso o
el volumen (14).

El esqueleto realiza dos funciones basicas: una funcién mecanica y una
funcion metabdlica. Algunos huesos proveen proteccion a ciertos érganos vitales
como el corazon y el cerebro. También pueden llegar a dar soporte a los musculos
y tendones. Ademas son el principal depésito del calcio con un 97% del contenido
total (14).

El hueso esta formado de iones minerales, agua y una matriz organica, sin
embargo, la composicidén exacta varia dependiendo la edad, la especie y el sexo
del individuo, ademas depende también del tipo de hueso, ya sea cortical o
trabecular. El hueso trabecular contiene mayor cantidad de agua y menos
contenido mineral que el hueso cortical (14).

La principal proteina de la matriz organica es el colageno tipo 1 y
representa alrededor del 70 al 90% de los componentes no mineralizados del
hueso. Las proteinas tales como las fosfoproteinas, las glicoproteinas, las
sialoproteinas, las glaproteinas y los proteoglicanos representan entre el 2 y el 5%
de la matriz organica (14).

El colageno es una molécula de 300 nm de largo y 1.5 nm de diametro, es
formada por tres cadenas de polipéptidos alfa unidos entre ellos por una triple



hélice. Las fibras de colageno estan unidas por enlaces intramoleculares e
intermoleculares y tienen una orientacién preferencial paralela al eje principal. Las
fibras de colageno dan la estructura sobre la cual es depositada la fase mineral
(14).

Tanto lipidos como carbohidratos estan relacionados con la sintesis del
tejido Oseo, los cuales podrian ser el motor para la deposicidn de hidroxiapatita,
ademas de controlar el flujo de nutrientes y electrolitos, tanto dentro como fuera de
las células. Las enzimas juegan también un papel importante en la sintesis de los
componentes de la matriz y en la reconstruccion de hueso (14).

Los componentes minerales del hueso estan formados por fosfatos de
calcio de los cuales el mas importante es la hidroxiapatita Caqo(PO4)s(OH),. Hoy
en dia se cuenta con el desarrollo de un modelo tridimensional que muestra la
distribucion de los cristales de hidroxiapatita dentro de la matriz. La mayoria de
los cristales se encuentran distribuidos con su eje c paralelo al eje longitudinal de
las moléculas de colageno y el resto de los cristales son distribuidos de forma
perpendicular. En este modelo la parte mas débil de la estructura corresponde al
espacio intermolecular. Los cristales de hidroxiapatita cuentan con un maddulo
elastico bastante elevado, con un valor de 114 GPa, mientras que el médulo de
Young del eje de la molécula de colageno es de 1.41 GPa. Retomando la idea de
la debilidad entre los espacios moleculares se puede concluir que estas partes se
rompen mas facilmente que cualquier otra parte (14).

El hueso es considerado un material compuesto y a diferentes escalas la
estructura del hueso cortical puede ser caracterizado como particulado, fibroso,
poroso o laminar. El hueso puede ser estudiado a diferentes niveles. Al nivel
macroscopico la arquitectura del hueso presenta dos categorias, el hueso
compacto y el hueso esponjoso. El hueso compacto correspondiente al hueso
cortical que es un tejido denso cuyos espacios vacios son llenados por capilares
sanguineos. El hueso esponjoso o trabecular consiste en una red de trabeculos
intercomunicados. La gran diferencia entre ambos tejidos es la porosidad. La
relacion entre el volumen del tejido y el volumen ocupado por los poros es mayor
en el hueso compacto (14).

Otro nivel de estudio, es el nivel microanatémico. Los huesos del fémur o la
tibia pueden ser descritos mediante este tipo de andlisis, ya que son
caracterizados por poseer una larga forma cilindrica y estan alineados con
respecto al eje principal. Estos huesos estan estructurados por tres regiones
caracteristicas, las cuales pueden apreciarse en la figura 1. La primera es la
epifisis que corresponde a las partes extremas del hueso y esta formada
principalmente por hueso trabecular, cubierto por una capa delgada de hueso
compacto, ademas de una capa especializada de cartilago presente sobre la






orientacion de las fibras. El ultimo tipo de matriz es la matriz laminar, la cual esta
formada por capas de fibras acomodadas sucesivamente. Cada nivel muestra una
direccion de las fibras de colageno que se encuentran en sentido inverso con
respecto a la lamina anterior. Bajo la luz polarizada aparecen zonas de luz y
oscuridad de forma alternada (14).

El tejido no vascularizado corresponde al hueso compacto, mientras que el
hueso vascularizado contiene una red intrinseca de colageno y capilares
sanguineos la cual depende de la organizacion de las fibras en la matriz (14).

Partiendo de la unién de las dos clasificaciones anteriores se puede obtener
una nueva clasificacion que describe con mayor informacién los diferentes tejidos
0seos. De esta forma encontramos el tejido éseo laminar que esta constituido por
un complejo denominado tejido fibrolaminar. Es caracterizado por la presencia de
una matriz fibrosa hecha por hueso laminar o pseudolaminar; en este caso la
vascularizacion esta dada por un gran numero de osteones primarios, distribuidos
en diferentes niveles. La presencia de muchas conexiones permite la formacién
de diferentes niveles de vascularizacion (14).

El tejido 6seo plexiforme es muy similar al tejido laminar, pero tiene una
vascularizacidn mucho mas densa; los niveles vasculares de cada lamina estan
unidos por canales orientados radialmente, lo que produce una red tridimensional.
El tejido 6seo radial fibrolaminar es caracterizado por la abundancia de osteones
primarios orientados radialmente y favorece el proceso de reposicion de hueso. El
tejido 6seo reticular es una variacion del complejo fibrolaminar del hueso
compacto. Los osteones primarios presentan una orientacidn oblicua asociada
con una rapida reposicion de hueso (14).

El hueso esta organizado en 7 niveles. Los componentes principales del
tejido se encuentran en el primer nivel que son los cristales de la fase mineral, las
fibras de colageno tipo 1 y el agua. La unidad de estructura basica de hueso se
encuentra en el segundo nivel, que corresponde a la mineralizacién de las fibras
de colageno. El tercer nivel corresponde al arreglo de las fibras. EIl cuarto nivel
esta constituido por laminas de los arreglos fibrosos, el cual da la respuesta
mecanica. El quinto nivel de organizacion corresponde a la remodelacion de las
estructuras, mientras que los ultimos dos niveles corresponden a los niveles
macroscopicos mostrando las diferencias entre el hueso trabecular y el compacto
ademas de mostrar la forma y disefio del hueso (14).



1.2 Biomateriales

En el pasado no existia un desarrollo dirigido al disefio de biomateriales por
medio del método cientifico sino que su desarrollo consistia en la fabricacién de
materiales para necesidades industriales que fueron desarrollados por medio de
prueba y error en animales y humanos; en algunos casos se demostro cierto nivel
de éxito. Actualmente las aplicaciones de los biomateriales son diversas, desde
sistemas de liberacion controlada de medicamentos e ingenieria de tejidos, hasta
el desarrollo de 6rganos hibridos (14).

El término biomateriales se utiliza para referirnos a aquellos materiales que
constituyen parte de implantes médicos, sistemas extracorporales que son
utilizados en medicina, curacion, odontologia y veterinaria. La National Institutes of
Health Consensus Development Conference define un biomaterial como cualquier
sustancia, diferente de una droga, o combinacién de sustancias de origen sintético
o natural que pueden ser usadas por cualquier periodo de tiempo como parte de
un sistema que trata o reemplaza cualquier tipo de tejido, 6rgano o funcién del
cuerpo (14).

La bioingenieria hace referencia a la aplicacion de conceptos vy
metodologias de las ciencias fisicas y matematicas para la resolucion de
problemas relacionados con la reparacién o sustitucion de los tejidos dafiados o
perdidos. En este aspecto, cualquier material que sea utilizado con dicha finalidad
es conocido como biomaterial (15).

Los biomateriales son aquellos cuya finalidad es el tratamiento, sustitucién
o restitucion de un tejido u 6rgano dentro de organismos vivos. Por tal motivo, el
material debe crear una interface amigable con el huésped que no afecte el
equilibrio del mismo, es decir que no interfiera con los procesos biolégicos. Esto
significa que un biomaterial no debe ser toxico, provocar alergias o rechazo por
parte del huésped (16).

Los biomateriales pueden clasificarse segun la forma en la que interactuan
con el tejido en el que son implantados: asi podemos clasificarlos en biotolerados,
bioinertes y bioactivos. Por otro lado, el biomaterial puede ser implantado de
manera interna o externa; al igual que puede ser temporal o permanente. Por tales
motivos hace falta conocer las relaciones existentes entre el tejido u érgano a
sustituir y el medio fisiolégico que lo rodea con el objetivo de poder disefiar el
material mas apto y asi evitar rechazo o corrosion del mismo (17).

Durante los ultimos treinta afios se han realizado grandes avances en la
comprension de las interacciones entre tejidos y materiales. Dichas
investigaciones han permitido acuiar los términos de ‘biomaterial y de
‘biocompatibilidad’ dando al segundo como significado la habilidad del material de
interactuar de manera apropiada con el huésped para una aplicacion especifica.
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Existen dos diferentes tipos de biocompatibilidad, una es de superficie y la otra es
de estructura. La primera corresponde a la interaccion fisica, quimica y biolégica
del material con el tejido, mientras que la segunda busca la adaptacién entre el
compuesto y el medio mecanico del huésped (15).

Con el fin de que un compuesto sea clasificado como biomaterial, éste debe
presentar las siguientes propiedades (17):

e No debe ser téxico.

¢ No debe ser cancerigeno.

¢ No debe provocar alergias.

e No debe provocar inflamacion.

e Debe ser biocompatible con el huésped.

e Debe ser biofuncional con respecto al tiempo de vida dentro del
huésped.

Centrandonos en los biomateriales ceramicos, éstos poseen cuatro posibles
formas de interactuar con el organismo (17):

e Fijacion morfolégica: El material se ajusta a presion sobre el
defecto.

e Fijacion biolégica: Hay crecimiento del tejido dentro del material.

¢ Fijacion bioactiva: El material se une quimicamente al tejido.

e Materiales disefiados para ser absorbidos lentamente por el tejido.

En el momento de la implantacion se genera una interaccion entre el
material y el tejido tanto a nivel celular como bioquimico. En un principio, existe un
proceso de adsorcion en el implante, lo que atrae células creando una zona de
adaptacién. Esta zona generalmente resulta benéfica para el implante y en el caso
de injertos 6seos es esencial la formacién de esta region. Existe otro nivel de
biocompatibilidad conocido como bioactividad, en donde las células se integran al
implante de tal forma que la frontera entre ambas partes desaparece mostrando
una regién de transicion entre el tejido y el material (17; 16).

En el caso de los materiales destinados a un uso ortopédico ademas de ser
biocompatibles, quimicamente estables y tener un tiempo de fatiga adecuado,
deben estimular la formacion de hueso, no deben causar molestias o sangrado, y
la forma y tamano deben de ser adecuados.



1.3 Ceramicas

Los materiales ceramicos son compuestos quimicos o0 soluciones
complejas, que contienen elementos metalicos y no metalicos. Por ejemplo, la
alumina (Al,O3) es una ceramica que tiene atomos metalicos (aluminio) y no
metalicos (oxigeno). Los materiales ceramicos tienen una amplia gama de
propiedades mecanicas y fisicas (18).

Debido a sus enlaces i6nicos o covalentes, los materiales ceramicos de
forma general son duros, poseen poca resistencia a cierto tipo de esfuerzos,
cuentan con un alto punto de fusion, baja conductividad eléctrica y térmica, buena
estabilidad quimica y térmica, ademas de elevada resistencia a la compresion
(18).

El término “ceramica” proviene de la palabra griega “keramikos” que
significa “cosa quemada”, indicando de esta manera que las propiedades
deseables de estos materiales generalmente se alcanzan después de un
tratamiento térmico a alta temperatura que se denomina coccion (19).

Las ceramicas han sido utilizadas por los humanos desde hace miles de
afnos (17) y hasta hace 40 afos aproximadamente, los materiales mas importantes
de esta clase se denominaban “ceramicas tradicionales”, que son aquellas donde
la materia prima es la arcilla (19). Recientemente se han realizado progresos
importantes en el conocimiento de estos materiales y de los fendmenos causantes
de las propiedades de los mismos (19), asi mismo se han innovado las técnicas de
fabricacion, permitiendo que las ceramicas sean utilizadas como materiales de
“alta tecnologia” (17).

Dado que el enlace atomico de las ceramicas es generalmente un enlace
del tipo i6nico, se puede pensar que muchas de las estructuras cristalinas de las
ceramicas estan compuestas de iones eléctricamente cargados en lugar de
atomos. Los iones metalicos (cationes) estan cargados positivamente ya que han
cedido sus electrones de valencia a los iones no metalicos (aniones) los cuales
estan cargados negativamente. Ya que las ceramicas estan compuestas de al
menos dos elementos, sus estructuras cristalinas son mas complejas que las de
los metales (19).

Existen dos caracteristicas determinantes al momento de hablar de la
estructura cristalina de las ceramicas: el valor de la carga eléctrica de los iones
componentes y el tamano relativo de los cationes y aniones. Con respecto a la
primera caracteristica, el cristal debe ser eléctricamente neutro. Por lo que
concierne el segundo criterio, éste depende del tamano de los radios i6nicos de
los cationes (rc) y de los aniones (ra). Puesto que los cationes ceden electrones,
estos son de menor tamafio que los aniones; por lo tanto el cociente rc/ra es
menor a la unidad. Cada cation prefiere tener a su alrededor tantos aniones
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vecinos mas préximos como le sea posible, de igual forma los aniones desean un
numero maximo de vecinos mas préximos (19).

Las estructuras estables de los materiales ceramicos se forman cuando los
aniones que rodean un catidn se encuentran todos en contacto con el cation. El
numero de coordinacion, es decir, el numero de aniones mas proximos a un catién
esta relacionado con el cociente entre sus radios (19).

Al igual que los metales, las estructuras de las ceramicas contienen una
variedad de imperfecciones. Los defectos puntuales son de suma importancia para
las propiedades fisicas, mientras que las propiedades mecanicas son
determinadas por las superficies, incluyendo los bordes de grano, la superficie de
particula y los poros. En los materiales ceramicos pueden existir defectos que
involucren a los atomos; existen tanto vacantes i6nicas como iones intersticiales
tanto para los aniones como para los cationes de la ceramica (18).

La expresion “estructura de defecto” se utiliza comunmente para designar
los tipos y concentraciones de defectos atomicos en las ceramicas. Puesto que los
atomos existen como iones cargados, cuando se considera la estructura de
defectos se debe cumplir con la condicion de electroneutralidad que es el estado
existente cuando hay el mismo numero de cargas iénicas positivas y negativas. Lo
anterior nos indica que los defectos no aparecen de forma aislada en las
ceramicas (19).

Un tipo de defecto de las ceramicas esta formado por una vacante cationica
y un cation intersticial y es denominado defecto Frenkel. Este defecto puede ser
visualizado como un cation que pasa de una posicion normal a una posicion
intersticial. El defecto formado por una vacante aniénica y una vacante catidnica
se llama defecto Schottky. La visualizacién de este defecto es la eliminacion tanto
de un catién como de un anién del interior del cristal y la colocacién de ambos en
una superficie externa. Dada que la eliminacidon es de dos elementos con cargas
opuestas, la neutralidad de la carga del cristal se mantiene (19). Ambos tipos de
defectos pueden visualizarse en la figura 2.

El cociente entre cationes y aniones no se altera por la formacién de
defectos Frenkel o Schottky. Si no existen otros tipos de defectos se dice que el
material es estequiométrico. Para los compuestos idnicos, la estequiometria se
define como el estado en el cual el cociente entre los cationes y los aniones es
exactamente el esperado a partir de la formula quimica. Una ceramica no es
estequiométrica si hay una desviacion en el valor del cociente (19).






Griffith) ocurre principalmente a través de los granos y a lo largo de determinados
planos cristalograficos, los cuales son de alta densidad atomica (18).

La resistencia a la fractura medida en los materiales ceramicos es menor a
la predicha por modelos basados en las fuerzas de enlace entre atomos. Lo
anterior se explica dada la presencia de pequenos defectos en el material, los
cuales actuan como concentradores de tension. El grado de amplificaciéon de la
tension depende de la longitud de la grieta y del radio de curvatura de su punta,
siendo mayor para defectos largos y puntiagudos (19).

La capacidad de una ceramica de resistir la fractura cuando una grieta esta
presente se especifica en términos de la tenacidad de la fractura. Esta propiedad
de los materiales es una medida de la resistencia a la fractura fragil cuando hay
presencia de una grieta. Los valores de la tenacidad de la fractura de las
ceramicas son inferiores a los valores para metales, generalmente son inferiores a
10 MPa/m? (19).

En algunas circunstancias, la fractura de las ceramicas se da de manera
lenta por la propagacion de las grietas. Este fendmeno se denomina fatiga estatica
o fractura retardada. Se ha constatado que este tipo de fractura es sensible al
medio, sobretodo en presencia de humedad en la atmdsfera. Cuando se habla de
fatiga estatica hace falta tomar en cuenta el tiempo de aplicacién de la carga (19).

Por lo que concierne a esfuerzos de compresion, no hay amplificacion de
esfuerzos de traccion asociados a los defectos del material, por lo tanto los
ceramicos fragiles presentan resistencias a la compresion superiores a aquellas
por traccion. Ademas, la resistencia a la fractura de una ceramica fragil puede ser
aumentada por medio de cargas residuales a la compresion en la superficie (19).

Cualquier deformacién plastica de las ceramicas cristalinas es el resultado
del movimiento de las dislocaciones; la fragilidad de estos materiales se explica
parcialmente por el numero limitado de sistemas de deslizamiento que pueden
operar. El modo de deformacién plastica de las ceramicas no cristalinas es el flujo
viscoso; la resistencia del material a la deformacion se expresa como viscosidad.
A temperatura ambiente la viscosidad de muchas ceramicas no cristalinas es
extremadamente alta (18).

Muchas piezas ceramicas poseen una porosidad sustancial lo que es
perjudicial tanto para el médulo de elasticidad como para la resistencia a la
fractura. Otra caracteristica importante de estos materiales es su alto grado de
dureza y la termofluencia. Esta ultima propiedad es muy importante, dado que la
mayoria de las ceramicas son disefadas para su uso a temperaturas elevadas.
Los materiales ceramicos cristalinos tienen buena resistencia a la termofluencia
por sus altos puntos de fusién y su elevada energia de activacion para la difusion.
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La termofluencia viene siendo el resultado del deslizamiento de los bordes de
grano y se ve afectada por el tamano de grano, la porosidad, las impurezas y la
temperatura (18).

En las ultimas décadas, el hombre se ha percatado del uso de las
ceramicas como remplazo de algunas partes del cuerpo, especialmente el hueso.
Estos materiales han adoptado el nombre de bioceramicas y en algunos casos son
utilizados como refuerzo en materiales compuestos para diferentes implantes
dadas sus cualidades de biocompatibilidad y alto esfuerzo como fibras (17).

1.3.1 Hidroxiapatita (HAp)

Hasta el momento no se ha encontrado el biomaterial ideal que cumpla con
todas las exigencias de la cirugia reconstructiva del hueso, sin embargo, se cuenta
con la hidroxiapatita formada a partir de fésforo y calcio, siendo una de las
ceramicas mas favorecidas para el tratamiento de este tipo de problemas. La
hidroxiapatita es una ceramica dura, refractaria, insoluble y con un punto de fusion
superior a 1500°C, cuya estructura quimica es muy similar al tejido 6seo (17; 15).

La hidroxiapatita Ca1o(PQO4)s(OH), al ser un fosfato de calcio es un material
ceramico perteneciente a la categoria de los biomateriales bioactivos, ya que se
fija quimicamente al hueso. El hueso esta compuesto en una proporcion de entre
el 60 al 70% de tejido inorganico, el 5% es agua, mientras que el resto es la matriz
organica de la cual el 90% es colageno y el 5% material organico (17; 20).

La hidroxiapatita puede ser fijada tanto biolégicamente como
bioactivamente. En ambos casos hay que verificar la porosidad del material,
puesto que se necesitan poros de al menos 100 um con el fin de que haya
interaccion entre el hueso y el biomaterial. Estos poros permiten la formacion de
capilares sanguineos que proporcionan el abastecimiento de sangre (15).

La hidroxiapatita de origen natural se obtiene de los huesos de mamiferos,
y su utilizacién se limita al relleno de defectos 6seos, puesto que tiene una baja
resistencia mecanica. También podemos encontrar biomateriales en los corales ya
que su exoesqueleto esta formado por carbonato de calcio (21). Por lo que
concierne a la hidroxiapatita sintética, puede tener un origen ceramico y no
ceramico. La primera es producida a partir de una reaccion de precipitacion entre
una solucién rica en fosfatos y iones Ca?*; mientras que la segunda es producida
por el calentamiento de fosfatos de calcio amorfos (15).

La hidroxiapatita es un material con muchas propiedades interesantes en lo
que concierne el area de biomateriales (17):
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+ Biocompatibilidad: Se ha demostrado que algunas de las ceramicas de
fosfato de calcio no son tdxicas, al mismo tiempo deben ser capaces de
unirse al hueso.

=+ Biodegradacion: La hidroxiapatita estequiométrica es un material muy poco
soluble con una excelente fijacion al hueso. La degradacion de la
hidroxiapatita no estequiométrica se produce mediante dos vias, la
disolucion por contacto con soluciones fisiologicas y por fagocitosis.

4+ Biomecanica: En general las ceramicas de fosfatos de calcio presentan una
resistencia baja a la tension y al impacto y son fragiles.

La hidroxiapatita, como comunmente se le conoce, deberia ser llamada
segun la Asociaciéon Mineraldgica Internacional hidroxilapatita por la presencia
iones hidroxilo en la estructura. En el caso de los implantes quirurgicos la
hidroxiapatita ceramica debe tener una relacion molar Ca/P de 1.67, al igual que el
analisis por difraccion de rayos X debe mostrar que el compuesto contiene al
menos un 95% de hidroxiapatita cristalina (17; 22).

La familia de la apatita mineral [A10(BO4)sX2] cristaliza en prismas rombales
hexagonales y tienen una dimension de celda de a=9.432 A y ¢=6.881 A. Existen
diferentes métodos para obtener la hidroxiapatita por precipitacion a partir de
soluciones acuosas de nitrato de calcio (Ca(NOj3);) y fosfato monosddico
(NaH2POy) (17).

En la dltima década se han realizado una inmensa cantidad de
investigaciones relacionadas con la hidroxiapatita. Se ha trabajado con la HAp
como relleno de cementos éseos durante la aplicacion de protesis de cadera (23).
En este caso la HAp permite mejorar las propiedades mecanicas de la prétesis.
Otra aplicacion bastante comun de la hidroxiapatita es su aplicacién como prétesis
dental; en algunos casos se utiliza mezclada con otros elementos tales como el
magnesio (24).

Otro ejemplo de la presencia de la HAp en las investigaciones es la
utilizaciéon de una esponja de colageno con HAp que utilizan como medio de
cultivo de algunas células y de esta forma simular el proceso de osteogénesis,
sugiriendo su uso como un nuevo paso en la ingenieria de materiales (25).
Ademas, se puede apreciar la variedad de trabajos al respecto, puesto que utilizan
diferentes tipos de polimeros para encontrar la proporcion adecuada para obtener
un material lo mas similar posible al hueso. Existen trabajos que utilizan mezclas
de HAp con polimetiimetacrilato (PMMA) o hasta policaprolactona (PCL), dos
polimeros muy diferentes, ya que mientras uno es considerado como irrompible el
otro resulta ser biodegradable (23; 26). Asi mismo se trabaja este tipo de
biomateriales, tanto en forma sélida como en gel (27).

12



1.3.2 Silice (SiO,)

La silice es 6xido de silicio. Es la parte principal de los componentes de la
arena y su forma natural es el cuarzo en estado cristalino, mientras que en estado
amorfo constituye el 6palo. Su punto de fusion es superior a los 1700°C, ademas
de ser parcialmente soluble en agua (28).

Puesto que la silice posee diferentes fases, se pueden tener diferentes
grados de solubilidad. Cabe mencionar que no todas las fases se presentan en la
naturaleza, algunas son producto de ciertas condiciones generadas en el
laboratorio. De esta forma tenemos la silice cristalina anhidra, la silice cristalina
hidratada, la silice anhidra amorfa y la silice amorfa hidratada. Por lo que
concierne a la silice amorfa, ésta puede ser dividida en tres tipos: silice vitrea,
silice amorfa formada por silice cristalina irradiada con neutrones de alta velocidad
y silice microamorfa (28).

El 6xido de silicio (SiO;) ha sido un material de uso comun en la industria de
los biomateriales, jugando un papel importante dada la respuesta biolégica in vitro
e in vivo de dichos materiales. Se ha demostrado en algunos estudios que el
agregar silicio ayuda a la proliferacion de las células 6seas. En dichos trabajos se
incorpora la silice a la hidroxiapatita con la finalidad de mejorar las propiedades
del material (29; 30).

1.3.3 Alumina (Al,O3)

La alumina es oOxido de aluminio perteneciente a la categoria de las
ceramicas relativamente bioinertes. Este grupo se caracteriza por su resistencia a
la corrosién y al medio, ademas cumplen con todas las propiedades de las
ceramicas utilizadas para implantes. La alumina posee un dureza en la escala de
Mohs de 9 (17).

La principal fuente de la alumina de alta pureza es la bauxita. La alumina
comunmente disponible es la alumina alfa (a) y esta puede ser preparada por
medio de la calcinaciéon de alumina trihidratada. La ASTM (American Society for
Testing Materials) especifica que la alumina que sera utilizada para implantes
debe contener 99.5% de alumina pura y menos de 0.1% de silice y oxidos
alcalinos. La alumina alfa posee una estructura cristalina romboédrica (a=4.758A y
c=12.991A). En su estado natural es conocida como rubi o zafiro, esto depende
del tipo y la cantidad de impurezas que es lo que le otorga el color (17).

La resistencia de la alumina policristalina depende del tamafio de grano asi
como de la porosidad. Generalmente se obtiene mayor resistencia a los esfuerzos
con una alumina de grano pequefo y con bajo grado de porosidad. El estandar
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ASTM requiere de un esfuerzo a la flexion mayor a 400 MPa y un modulo elastico
de 380 GPa (17).

La alumina ha sido utilizada en ortopedia desde hace mas de 25 afos,
principalmente en el area dental. La dureza de la alumina varia entre 20 y 30 GPa,
lo cual permite su uso como abrasivo. Este material es inerte en medios in vivo,
ademas la alta dureza y su baja friccion hacen que sea un material ideal para
remplazo de articulaciones. Uno de los usos mas comunes de la alumina es la
prétesis de cadera. Estos trabajos comenzaron con pruebas de implantes de
huesos en monos Rhesus a inicios de la década de los 70’s, mostrando que no
habia rechazo ni toxicidad en periodos de 350 dias (17).

1.4 Polimeros

Los polimeros son macromoléculas que forman cadenas y cuyo peso
molecular oscila entre los 10 000 y 1 000 000 g/mol. Son formados a partir de
monomeros que son la unidad fundamental de la cadena polimérica y estan unidos
por enlaces quimicos (31). Los polimeros tienen generalmente una base de
carbono, pero también los hay inorganicos como, por ejemplo, aquellos que estan
formados a partir de una base de silice (18).

La polimerizacién es el proceso mediante el cual se unen quimicamente
moléculas pequefas (mondémeros) para formar el polimero. Si la uniéon es de unos
cuantos mondmeros, entonces el compuesto adquiere el nombre de oligdbmero
(18).

Una aplicacion comun de los polimeros se encuentra en los materiales
compuestos ya que se utilizan como matriz de muchos materiales. Ademas los
polimeros son resistentes a la corrosion y al ataque quimico por acidos y bases
(18).

Los polimeros pueden ser clasificados por medio de diferentes criterios.
Una de las clasificaciones nos indica si un polimero es de cadena lineal o de
cadena ramificada. El polimero lineal corresponde a una sola cadena de
monomeros, mientras que el polimero ramificado posee cadenas principales y
secundarias tal como se podrian observar las ramas de los arboles (18; 31).
También se pueden clasificar segun el numero de unidades que se repiten a lo
largo de la cadena, de esta forma tenemos los homopolimeros que estan
formados por una sola unidad que se repite, mientras que los heteropolimeros o
copolimeros son aquellos polimeros que poseen dos 0 mas unidades de repeticion
que forman la cadena (31). Otra categoria depende del comportamiento del
polimero, de esta forma encontramos los polimeros termoplasticos, los
termoestables y los elastomeros (18).
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Los termoplasticos son polimeros con las cadenas entrelazadas. Estas
pueden o no ser ramificadas y presentan un comportamiento ductil cuando son
calentados. Las cadenas de los termoplasticos se pueden desenlazar mediante la
aplicacion de un esfuerzo de tension e incrementando la temperatura. Estos
materiales pueden ser reciclados de forma sencilla puesto que al calentarse se
ablandan y se terminan fundiendo. Asi mismo pueden ser amorfos o cristalinos
(18).

Los polimeros termoestables estan constituidos por largas cadenas de
moléculas que pueden ser ramificadas o lineales. Las moléculas estan
fuertemente unidas por medio de enlaces cruzados, es por o mismo que se
forman arreglos tridimensionales. Los polimeros termoestables generalmente son
mas resistentes que los termoplasticos pero también son mas fragiles. Su reciclaje
es bastante complicado puesto que con el aumento de la temperatura en lugar de
fundirse se degradan (18).

Finalmente encontramos a los elastomeros o hules; estos materiales
poseen una deformacién elastica superior al 200%. Las cadenas poliméricas de
estos materiales poseen la forma de espiral permitiendo un estiramiento reversible
con la aplicacion de una fuerza (18).

La reaccion mediante la cual se genera un polimero se llama polimerizacion
y existen dos métodos que son los mas comunmente utilizados para este proceso,
asi que la polimerizacion puede ser por adicion o por condensacion. La
polimerizacién por adicion se da cuando el monémero presenta un enlace no
saturado, dicho enlace se rompe y permite que se pueda agregar otro monémero.
La funcionalidad corresponde al numero de sitios donde se puede fijar una nueva
molécula de la unidad de repeticidon. Esta reaccion necesita de un iniciador que
permite la formacion de radicales libres. Asi mismo existen los terminadores de
cadena que son compuestos quimicos que finalizan la reaccién generando
polimeros con un peso molecular promedio particular (18).

El otro método de polimerizacion es por condensacién, o reacciones de
crecimiento por pasos. Para poder llevar a cabo esta reaccidn es necesaria la
presencia de uno o mas precursores. Durante el proceso se va condensando
algun subproducto, mientras se va formando la cadena polimérica, en la cual los
mondémeros se difunden hacia los extremos para poder llevar a cabo la reaccion.
La reaccién se termina cuando no hay mas monomeros capaces de llegar a los
extremos de la cadena para reaccionar (18).

En el area biomédica se ha utilizado un gran numero de polimeros. Se ha
demostrado que los egipcios hacia el afio 3500 a.C. suturaban heridas con
polimeros naturales. En la década de los afos 30, los materiales con aplicaciones
biomédicas estaban restringidos a materiales de origen natural, pero con el
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respectivamente (31). El grupo uretano puede ser considerado como una mezcla
de los grupos amida y ester, es por eso que las propiedades de los poliuretanos se
encuentran entre aquellas de los poliésteres y las poliamidas (31).

Es importante sefalar que existe un grado de inmicibilidad entre los
segmentos suaves Yy rigidos de este polimero por lo cual, a pesar de tener una
apariencia macroscopica isotropica, a escala microscopica no es totalmente
homogéneo. El término poliuretano implica que el mondémero, a partir del cual es
sintetizado el poliuretano, es un uretano y por lo tanto el grupo dominante es el
grupo uretano. Dependiendo de los diferentes pasos de la sintesis las propiedades
como la rigidez, la cristalinidad, la flexibilidad, entre otras pueden ser modificadas
(31).

Las reacciones de polimerizacion del poliuretano cuentan con partes tanto
de la polimerizaciéon por adicion como de la polimerizacion por condensacion. La
cinética de la reaccion se asemeja mas a la de condensacion. El método mas
comun para la sintesis de poliuretanos para aplicaciones biomédicas es conocido
como de dos pasos, en el primero se involucra la sintesis de un prepolimero a
partir de un diol por exceso de diisocianato. Este prepolimero generalmente posee
un bajo peso molecular y es un liquido viscoso. Enseguida se agrega un diol o
diamina como alargador de cadena y reacciona con el prepolimero, formando asi
el poliuretano copolimero.

1.5 Ensayos de caracterizacion

Las pruebas de caracterizacibn permiten identificar las diferentes
propiedades de los materiales, algunas pruebas permiten la identificacion de la
estructura interna del material mientras que algunas otras ofrecen informacién
sobre las propiedades fisicas del compuesto.

Los métodos espectrométricos son aquellos métodos analiticos que se
basan en la espectroscopia atobmica y molecular. La espectroscopia es el término
usado que hace referencia a las interacciones entre la radiacién electromagnética
y la materia. Los métodos espectrométricos son los que realizan una medicion de
la intensidad de la radiacion con la ayuda de un transductor fotoeléctrico o algun
otro dispositivo electréonico (33; 34). En el presente trabajo se utilizaron tres
diferentes métodos  espectroscopicos:  Espectroscopia infrarroja  (IR),
espectroscopia Raman y emision de plasma acoplado inductivamente (ICP).
Ademas se realizaron pruebas de difraccion de rayos X con el fin de determinar la
composicion cristalina de la hidroxiapatita.
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1.5.1 Difraccién de rayos X (DRX)

Los métodos de caracterizacion que involucran rayos X se basan en la
excitacién de la muestra por medio de dicha forma de radiacidn electromagnética.
Los rayos X pueden ser generados mediante el bombardeo de electrones o de
particulas alfa. La energia emitida por los rayos X es igual a la energia de unién de
los electrones involucrados en la transicion (35).

La técnica de difraccion de rayos X es un método de dispersion y uno de los
métodos analiticos emergentes a finales del siglo XIX y principios del XX. Esta
técnica permite identificar la estructura cristalina de los materiales, haciéndola una
de las mas poderosas técnicas por la alta precision con la que determinan los
arreglos atomicos en el espacio (35; 36).

Los cristales o sélidos cristalinos son una de las dos categorias de sélidos
(cristalinos y amorfos). Los cristales poseen un ordenamiento estricto y regular, es
decir que sus atomos, moléculas o iones ocupan posiciones especificas en un
arreglo tridimensional. Esto permite que se conozca la estructura del material con
so6lo conocer la estructura de repeticion. Gracias a la distribucion de estas
particulas en el sélido cristalino, las fuerzas netas de atraccion intermolecular son
maximas. La red es una coleccién de puntos llamados puntos de red y estan
ordenados con un patron de periodicidad tal que los alrededores son idénticos.
Una red puede ser uni, bi o tridimensional (37; 38).

Las fuerzas que mantienen la estabilidad del cristal pueden ser i6nicas,
covalentes, de van der Waals o una combinacion de todas ellas. Los cristales
pueden ser idnicos, covalentes, moleculares o metalicos (37).

Los cristales idnicos estan formados por especies cargadas y los cationes y
aniones suelen ser de diferente tamafo. El radio de los iones permite conocer la
estructura y la estabilidad de estos cristales. No conducen electricidad y poseen
elevados puntos de fusion. Los atomos de los cristales covalentes se mantienen
unidos en una red tridimensional por medio de enlaces covalentes. En un cristal
molecular los puntos reticulares estan ocupados por moléculas que se mantienen
unidas por medio de fuerzas de van der Waals, esto los hace suaves y con bajos
puntos de fusién.

Los cristales metalicos tienen la mas simple de las estructuras, ya que cada
punto reticular esta ocupado por un atomo del mismo metal. Los cristales
metalicos generalmente poseen una estructura cubica centrada en el cuerpo
(BCC) o centrada en las caras (FCC), pero también pueden llegar a ser
hexagonales de empaquetamiento compacto. Esto provoca que los elementos
metalicos sean muy densos. Asi mismo los cristales metalicos son buenos
conductores del calor y de la electricidad (37).

18






La difraccion de rayos X es el resultado de la dispersiéon de atomos
posicionados en arreglos regulares. Los espaciamientos interplanares de los
atomos y los mismos atomos corresponden a la longitud de onda de los rayos X
(magnitud de Angstréms, 107'°m). La ley de Bragg es la base de la difraccién de
rayos X (35).

Ley de Bragg nA = 2dsin@ (1)

donde n es un numero natural que representa el orden de la reflexion, A
corresponde a la longitud de onda, d es la distancia interplanar y 8 el angulo de
incidencia (35; 38).

El espacio entre los diferentes planos de atomos sirve como una rejilla
tridimensional. Los solidos cristalinos muestran una estructura periddica de largo
alcance a través de los picos de la difraccion de Bragg. Los picos de Bragg son
distribuidos simétricamente en patrones de difraccion. La fuente mas utilizada para
esta prueba es la radiacion de Cu-K,, cuya longitud de onda es de 0.1541nm (35).

La difraccidon de rayos X es utilizada tradicionalmente para obtener las
caracteristicas de la estructura cristalina de sistemas cristalinos. Existe una
técnica especial para el analisis de la estructura cristalina de nanocristales
conocida como difraccién de rayos X de alta energia (HEXRD por sus siglas en
inglés) (35).

La determinacion de la estructura cristalina de los materiales ha permitido la
realizacién de bases de datos cristalograficos. Algunos ejemplos de estas bases
de datos son las bases de datos: Inorganic Crystal Structure Database (ICSD),
CambridgeStructural Database (CSD) y Metals Crystallographic Data File
(CRYST-MET). La primera base de datos contiene todas las estructuras que no
contienen enlaces C-H y que no son metales o aleaciones. Esta base de datos es
gestionada en Alemania. CSD es manejada por la universidad de Cambridge en
Reino Unido y contiene todas las estructuras cristalinas que poseen enlaces C-H,
es decir estructuras organicas y organometalicas. Finalmente la base de datos
CRYST-MET incluye metales, aleaciones e incluso semiconductores (38).

La mayoria de las estructuras cristalinas son determinadas en un
laboratorio convencional de difraccion de rayos X, sin embargo, existen modernos
difractobmetros que ofrecen una mejor resolucion gracias a la optimizacion de los
instrumentos o6pticos. La principal diferencia entre la técnica de difraccion de
polvos y la de un solo cristal radica en la perdida de informacién resultado de la
proyeccion rotacional de la rejilla tridimensional (40).

20



1.5.2 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

La espectroscopia infrarroja corresponde al estudio de las interacciones de
la radiacion electromagnética en la region infrarroja con la materia. Esta
espectroscopia es sensible a la presencia de grupos funcionales dentro de una
muestra. La espectroscopia infrarroja permite la identificacion de sustancias
desconocidas, asi como la identificacién por medio de comparacion de espectros.
Otra posibilidad brindada por este analisis es conocer la concentracion dado que
la intensidad de los picos de los espectros es proporcional a la concentracion (41).

Esta técnica permite el analisis de sodlidos, liquidos, gases, semisolidos,
polimeros y polvos, ademas de ser una técnica relativamente rapida. Sin embargo,
no todos los compuestos pueden ser vistos por medio de esta espectroscopia (41).

La region infrarroja del espectro electromagnético corresponde a las
longitudes de onda entre 0.75 a 1000 um. Principalmente este tipo de analisis
entrega los resultados en funciéon del numero de onda. La regién infrarroja esta
dividida en tres: infrarrojo cercano, medio y lejano. La region del infrarrojo medio
(670 a 4000 cm™) se utiliza en mayor parte para el andlisis cualitativo de
compuestos organicos asi como la determinacion estructural con la ayuda de los
espectros de absorcion. En los ultimos afos con la llegada de los espectrometros
de transformada de Fourier aumentd el numero de aplicaciones para este tipo de
radiacion (33).

Los espectros tanto de absorcion como de emision de compuestos
moleculares en la region del infrarrojo pueden ser explicados tomando en cuenta
que los resultados muestran diferentes cambios energéticos producidos por las
transiciones de las moléculas de diferentes estados energéticos vibracionales y
rotacionales (33).

Existe una relacion entre la energia o la frecuencia y el numero de onda. La
frecuencia de la radiacion absorbida coincide con la frecuencia de vibracién
molecular, que es la causa del proceso de absorcion (33).

La radiacién infrarroja no posee energia suficiente para producir
transiciones electronicas que pueden ser encontradas en la region del ultravioleta
o del visible, es por eso que la radiacion IR se limita generalmente solo a
compuestos moleculares para los que existen diferencias de energia entre los
distintos estados rotacionales y vibracionales (33).

Una molécula debe de tener un cambio en su momento dipolar cuando llega
a vibrar o a girar, con esto se asegura la absorcion de la radiacion infrarroja. Bajo
estas circunstancias el campo eléctrico de la radiacion electromagnética
interacciona con la molécula, modificando asi la amplitud de algunos movimientos.
El momento dipolar estéa determinado por la diferencia de carga y la separacién
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interatomica sobre el eje de enlace entre dos atomos, mientras que las segundas
son caracterizadas por una modificacion en el angulo entre dos enlaces teniendo
de esta forma los siguientes tipos: tijereteo, balanceo, aleteo y torsién (Figura 5).
Aparte de las vibraciones antes mencionadas puede ocurrir una interaccion o
acoplamiento de las vibraciones si influyen sobre enlaces con un mismo atomo
central (33; 34).

Las vibraciones de estiramiento pueden ser representadas con el modelo
mecanico del movimiento arménico simple, es decir por medio de dos masas
unidas por un resorte. Bajo la suposicion que una masa se mantiene fija, solo vibra
una masa, de esta forma la masa libre se desplaza una distancia x desde la
posicion de equilibrio bajo la aplicacion de una fuerza F (33; 41; 42; 34). Aplicando
la ley de Hooke que nos indica la proporcionalidad entre la fuerza y el
desplazamiento, tenemos:

F=—kx )

Donde k es la constante de fuerza que depende de la rigidez del resorte y el
signo negativo muestra que se trata de una fuerza restauradora, es decir que se
opone a la direccion del desplazamiento, tratando de regresar la masa a su
posicion inicial.

Por lo que concierne a la energia potencial E disminuye o aumenta al
comprimir o estirar el resorte. Esta energia es proporcional al trabajo requerido
para desplazar la masa. Entonces la variacién de la energia potencial dE es igual
a la fuerza F multiplicada por la diferencia de distancia dx:

dE = —F dx (3)

Combinando las ecuaciones 2 y 3 e integrando entre la posicion inicial x=0
y X tenemos:

dE = kx dx
E X
, dE = , kxdx
0 0
1 2
Ezzkx (4)

El movimiento de la masa en funcién del tiempo puede ser deducido
basandonos en la segunda ley de Newton de la mecanica clasica que indica que la
fuerza es proporcional a la masa por su aceleracion. Tomando la aceleracion
como la segunda derivada del tiempo y sustituyendo esto en la ecuacion 2
tenemos:
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d*x

mﬁ = —kx (5)

Una solucion para esta ecuacion diferencial es una funcidn periédica cuya
segunda derivada sea igual a la funcion original multiplicada por una constante.
Un resultado es representado en la ecuacion 6.

x = Acos(2mv,,t) (6)

Donde v, corresponde a la frecuencia natural del oscilador y A es la
amplitud maxima del movimiento. La segunda derivada de la ecuacion 6 nos da:

d?x

72 = —4 A cos(2mv,,t) @)

Al sustituir las ecuaciones 6 y 7 a la ecuacién 5 obtenemos

—m4 Acos(2 ) = —k Acos(2 )
m4 =k
k
Vm® = mam?

Como se puede observar, la frecuencia natural del oscilador no depende de
la energia del sistema, los cambios energéticos sélo modifican la amplitud de la
vibracion. Para el sistema con dos masas se sustituye la masa m por la masa
reducida p:

mq Xm,

7 ©)

T my +m,

Estas ecuaciones no describen completamente el comportamiento de las
particulas de tamafo atdomico, puesto que la naturaleza cuantizada de las
energias vibracionales moleculares y otras energias atbmicas no estan incluidas,
pero este sistema permite deducir las ecuaciones de onda de la mecanica
cuantica en donde las soluciones para las energias potenciales tiene la siguiente
forma:

— (10)
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donde h es la constante de Planck y v es el numero cuantico vibracional que solo
toma valores enteros positivos. Al sustituir la ecuacion 8 en la ecuacion 10
obtenemos:

E= +Z2 (11)

Mediante las mediciones de vibracién infrarroja y con la ayuda de la
ecuacion 7 se puede determinar la constante de fuerza de los diferentes tipos de
enlace quimicos, asi mismo se puede encontrar el numero de onda de la banda de
absorcién fundamental.

Para definir el movimiento de una molécula hace falta considerar el
movimiento de toda la molécula en el espacio, la rotacion de la molécula alrededor
de su centro de gravedad y el movimiento de cada uno de sus atomos respecto a
los demas, es decir las vibraciones individuales. Para definir el movimiento de
traslacion de la molécula se requieren 3 grados de libertad, de igual forma se
necesitan 3 grados de libertad para definir la rotacion de la molécula, entonces las
vibraciones posibles para una molécula poliatbmica son representadas por la
ecuaciéon 3 N - 6, donde N representa el numero de atomos de la molécula. Cabe
mencionar que de esas 3 N — 6 posibles vibraciones sélo muestran un pico de
absorcién aquellas que generan un cambio en el momento dipolar (33).

Algunos factores generan la produccion experimental de menos picos de
absorcion que los esperados tedricamente, tales como la simetria de las
moléculas que no produce cambio en el momento dipolar para algunas vibraciones
en particular, las energias de 2 o mas vibraciones que son idénticas o casi
idénticas, la intensidad de absorcion baja que no es detectable por el equipo y la
energia vibracional que se encuentra fuera del rango de trabajo del equipo (33).

Existe el caso donde se presentan mas bandas de las esperadas. Esto se
debe a la existencia de sobretonos que aparecen a frecuencias dos o tres veces
mayores que la frecuencia fundamental, ademas se pueden encontrar bandas de
combinacion cuando algun fotdon genera simultaneamente dos modos
vibracionales (33).

La energia de una vibracion puede verse modificada por los atomos de la
molécula, es decir, los otros osciladores que pueden afectar al oscilador o
acoplarse. Algunos factores que influyen en los acoplamientos son: la presencia
de un atomo comun en dos vibraciones, la interaccién entre las vibraciones de
flexion, la deformacion del angulo del enlace debido a un estiramiento o la casi
nula interaccion entre grupos separados por dos o mas enlaces (33).

Por lo que concierne a los instrumentos de medicion de la absorcion en el
infrarrojo, existen tres tipos: espectrofotdmetros dispersivos con monocromador de
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1.5.3 Espectroscopia Raman
En el afo de 1928 el fisico hindu C. V. Raman observé que la longitud de
onda visible de una pequefa fraccion de la radiacion dispersada por ciertas
moléculas difiere de la del haz incidente, aunado a esto observdé que los
desplazamientos de la longitud de onda dependen de la estructura quimica de las
moléculas que causan esta dispersion (33; 34).

La dispersién Raman corresponde al mismo tipo de cambios vibracionales
asociados a la absorcion infrarroja y existen similitudes impresionantes entre los
espectros Raman e IR, sin embargo, existen diferencias entre los grupos que son
activos en ambas técnicas, lo que comunmente las hace complementarias. Una de
las grandes ventajas de la espectroscopia Raman es el uso de agua como
solvente, ademas de que las sefiales son generadas en la region del infrarrojo
cercano y del visible. Sin embargo, este tipo de analisis comenzé a ser utilizado
solo hasta cuando se pudo disponer de los rayos laser, lo que ocurrié hasta los
afios 60 (33).

En la espectroscopia Raman, la intensidad de las sefiales depende
unicamente de las condiciones de excitacion de las vibraciones moleculares,
mientras que en el caso de IR las intensidades de las bandas de absorcion
decrecen conforme se van acercando a la regién del infrarrojo medio. Por otro
lado, en los espectros IR se tiene la superposicién de diferentes sobretonos, lo
que provoca que tenga baja selectividad estructural comparada con la
espectroscopia Raman (42).

Los espectros Raman son obtenidos cuando se hace irradiar una muestra
con una fuente potente de rayos laser de radiacibn monocromatica visible o
infrarroja. En ese proceso se registra el espectro de la radiacion dispersada a un
cierto angulo, generalmente 90°. Con el fin de evitar el fendmeno de fluorescencia,
las longitudes de onda de la excitacion son eliminadas de las bandas de
absorcion. Dada que las intensidades de la dispersion Raman maximo son del
0.001% de la intensidad de la fuente, podria parecer dificil su deteccion, sin
embargo, en la actualidad hay detectores muy sensibles que facilitan la deteccién
(33).

La muestra es irradiada con un haz monocromatico y como la longitud de
onda de la excitacion se encuentra muy lejos de la banda de absorcion, se
considera que la excitacion afecta un estado virtual de nivel energético. Una
molécula en el nivel vibracional fundamental absorbe un fotén de energia y emite
otro de menor energia. Cuando la radiacién dispersada es de frecuencia menor
que la radiacion de excitacion se conoce con el nombre de difusion de Stokes.
Cuando las moléculas se encuentran en un estado vibracional excitado se puede
dispersar radiacion de manera inelastica y por lo tanto producir una sefial de
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excitacién debe ser escogida con cuidado dado que la fluorescencia representa
problemas para la medicion de la sefal (33).

A diferencia de la espectroscopia infrarroja los componente opticos del
equipo Raman pueden ser de vidrio y la fuente laser puede ser enfocada con
facilidad sobre una zona especifica de la muestra, de igual forma la radiacion
emitida se enfoca eficazmente sobre la rendija de entrada o salida del
espectrometro (33).

Al igual que los espectrémetros infrarrojos existen equipos de Raman con
transformada de Fourier, los cuales contienen también un interferometro de
Michelson. Este tipo de equipos utiliza un laser Nd-YAG el cual emite en una
longitud de onda de 1064 nm. Esto elimina virtualmente la fluorescencia de las
muestras, sin embargo, la sensibilidad de este laser es 23 veces menor que la de
un laser de Ar (33; 42).

1.5.4 Dispersion de luz

El analisis del tamano de las particulas siempre ha presentado un gran
problema dado que todos los objetos son tridimensionales y los unicos que
pueden ser descritos con una sola cantidad son la esfera por medio de su
diametro y el cubo por medio de su lado. Conociendo este parametro se puede
calcular el area superficial y el volumen del objeto. Ademas si se conoce la
densidad de una particula esférica también se puede calcular su masa. Los
métodos comunes suponen que las particulas son esféricas y las tratan como si lo
fueran o convierten la cantidad medida en una esfera equivalente. Otro problema
presente en la medicion del tamafo de las particulas se da al realizar el analisis
con diferentes métodos, ya que cada uno puede llegar a presentar resultados
diferentes. La solucion para estos problemas es utilizar la misma técnica de
medicién y evaluar la muestra realizando comparaciones de tamafos de particula
y distribuciones del mismo. Varias técnicas muestran sus resultados mediante la
suspension de las particulas en un liquido en el cual son insolubles. El liquido
puede presentar una suspensidon homogénea en concentracion y uniforme en
tamano para introducirla en el equipo de instrumentacién, ademas la suspension
de la muestra en liquidos inhibe las fuerzas de cohesién que pudieran generar
diferentes efectos como la coagulacion o la aglomeracién de las particulas. Asi
mismo los liquidos de suspension deben ser quimicamente inertes para los
materiales que entran en contacto con el equipo (33).

El método de dispersion de luz es una técnica muy eficaz que permite
sondear la dinamica de soluciones y medir el tamafio de particulas. Esta técnica
permite obtener la informacién del tamafo de particulas con diametros que van
desde algunos nandémetros hasta casi 5 ym (33).
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Esa técnica necesita mediciones del corrimiento Doppler de la frecuencia de
la luz dispersada Rayleigh como resultado del movimiento Browniano de las
particulas. Este tipo de movimiento genera fluctuaciones en la intensidad de la
dispersion en funcion del tiempo y genera un ensanchamiento de la linea de
Rayleigh. En el caso de soluciones macromoleculares el ancho de la linea de
Rayleigh es directamente proporcional al coeficiente de difusion traslacional (D)
(33).

En los ensayos de dispersion de luz la muestra esta disuelta o dispersada
en un medio y esta iluminada mediante un laser monocromatico. Para la medicion
de los anchos Doppler el equipo utiliza técnicas de pulsos de luz para trasladar las
frecuencias opticas a frecuencias cercanas a OHz. Generalmente estos equipos
utilizan un tubo fotomultiplicador (TFM) como mezclador lineal debido a que su
salida es proporcional al cuadrado del campo eléctrico que entra en contacto con
la superficie fotosensible. La dependencia con respecto al tiempo de las
fluctuaciones de la intensidad es utilizada para la determinacion del tamafio de la
particula (33).

La senal de salida del TFM es proporcional a la intensidad de la radiacion
dispersada. Como las particulas dispersadas se encuentran en movimiento
continuo, la misma intensidad observada fluctia con el tiempo. Entre mas
pequefias sean las particulas mas rapido fluctua la intensidad (33).

Hace falta determinar la funcién de autocorrelacién de la sefal, con esto la
sefal se multiplica como una version retrasada de si misma y el producto es
promediado en el tiempo. Esta funcién corresponde a la transformada de Fourier
del espectro de potencia, esta funcion debe ser una disminucién exponencial cuya
constante de tiempo 1 esta directamente relacionada con el coeficiente de difusion
traslacional de las particulas esféricas isotropicas en movimiento browniano (33).

T= (12)
Donde g corresponde al modulo del vector de dispersion determinado por:

4mn
=——sin = 13
q=—sin 3 (13)
donde n representa el indice de refraccion de liquido en suspension, 6 el angulo

de dispersion y A la longitud de onda de la radiacion incidente.

El tamafo de la particula es obtenido mediante el coeficiente de difusion
traslacional y la informacién de la forma de la particula. Para particulas no
esféricas el diametro obtenido es de una esfera hipotética que tendria el mismo
coeficiente de difusion traslacional (33).
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La cantidad de muestra utilizada, depende del tamafio de la particula, de la
potencia del laser y del indice de refraccion de la misma. De forma general se
requieren por lo menos mil particulas de la muestra para un correcto analisis (33).

La luz dispersada es medida en cierto angulo (generalmente 90°). La luz
dispersada que llega al fotodetector actia como un mezclador no lineal. A la salida
del fotodetector se puede procesar la sefial mediante técnicas de conteo de
fotones (33).

1.5.5 Emisién de plasma acoplado inductivamente (ICP)

Los meétodos espectroscopicos de emision de plasma, presentan baja
susceptibilidad a interferencias quimicas, ademas permiten registrar en forma
simultanea los espectros de varios elementos a la vez. Otra ventaja es que las
fuentes de plasma facilitan la determinacion de concentraciones bajas de los
elementos que son muy resistentes a la descomposicion térmica. Los espectros de
emision a partir de fuentes de plasma llegan a ser muy complejos, lo que
representa ventajas en cuanto a la busqueda la informacion cualitativa pero
aumentan la probabilidad de interferencias. Este tipo de espectroscopia requiere
mayor resolucion y un equipo Optico mas caro que los equipos de absorcion
atémica (33).

El plasma es una mezcla gaseosa eléctricamente conductora con una
concentracion importante de cationes y electrones, tales que la carga neta sea
nula. Generalmente se utiliza el plasma de argon para este tipo de analisis y los
iones y electrones son las principales especies conductoras, sin embargo, los
cationes provenientes de la muestra también estan presentes en menor cantidad.
Los iones de argdén dentro del plasma son capaces de absorber potencia suficiente
de una fuente exterior y asi conservar la temperatura en un nivel en donde la
ionizacion mantenga el plasma que llega a alcanzar temperaturas de hasta 10 000
K. Existen tres diferentes tipos de plasma de alta temperatura, el primero es el
plasma acoplado por induccion, el segundo es el plasma de corriente continua y el
ultimo es el plasma inducido por microondas, este ultimo es el menos utilizado
(33).

La fuente caracteristica para el plasma acoplado inductivamente es
conocida como antorcha, la cual esta constituida de tres tubos concéntricos de
cuarzo a través de los cuales fluyen corrientes de argon. El diametro del tubo mas
grande es casi siempre alrededor de 2.5 cm. Este tubo en su parte superior cuenta
con una bobina de induccién refrigerada con agua y alimentada con un generador
de radiofrecuencia que puede llegar a producir potencias de entre 0.5 hasta 2 kW.
La ionizacion del argdn comienza con una chispa producida con la ayuda de una
bobina Tesla. Los iones resultantes y sus electrodos asociados interaccionan con

33






Un plasma caracteristico posee un nucleo opaco, blanco, brillante y muy
intenso, cubierto por una cola en forma de llama en la parte superior. El nucleo
del plasma llega a sobresalir algunos milimetros del tubo y produce un espectro
atdbmico del argdbn que se sobrepone a un espectro continuo, éste ultimo es
caracteristico de las reacciones de recombinacion de electrones y iones y de la
bremsstrahlung que es una radiacion continua generada por las particulas
cargadas cuando se detienen o bajan su velocidad. En la zona que se situa por
entre los 10 y 30 mm por encima del nucleo se desvanece le emisién continua y
por lo mismo el plasma es transparente dpticamente hablando. Las observaciones
generalmente son realizadas a una altura de entre 15y 20 mm sobre la bobina de
induccion, donde la temperatura es alrededor de 6 000 y 6 500 K. Esta zona
posee una radiacion de fondo libre de las lineas de argdn y resulta mas facil de
analisis (33; 43).

En los espectrometros de plasma acoplados inductivamente se puede
observar radialmente la antorcha de forma perpendicular a su eje o de forma axial,
de igual forma el equipo puede poseer un sistema de conmutacion para ver ambos
esquemas. En el arreglo axial la intensidad de radiacion resultante es mayor al
mismo tiempo que la precision es superior produciendo limites de deteccion
inferiores, pero la cola del plasma frio debe ser eliminada de la trayectoria de la luz
con el fin de evitar interferencia (33; 43).

Los atomos de la muestra tienen un tiempo de residencia de 2 ms antes de
alcanzar el punto de observacion, durante este periodo los atomos son sometidos
a temperaturas que oscilan entre 5 500 y 8 000 K. La atomizacién producida en
los plasmas es mas completa que la generada por las flamas en los métodos de
absorcién ademas de presentar menos interferencias quimicas. Otra ventaja de
este método es que la atomizacion es producida en un medio quimicamente
inerte, lo que aumenta el tiempo de vida del analito y evita la formacion de oxidos.
Las curvas de calibracion son generalmente lineales dado que la temperatura del
plasma se mantiene constante y estas curvas abarcan varios 6rdenes de magnitud
en la concentracion (33; 43).

Los equipos ideales para este tipo de absorcion deben poseer una
resolucion de 0.01 nm, la adquisicién y la recuperacion de la seifal, debe ser
rapida, contener un minimo de luz parasita, una alta exactitud y precision en la
identificacion y seleccién de longitud de onda, una facil correccion del fondo y una
elevada estabilidad con respecto a los cambios ambientales (33).

La mayoria de los equipos utilizados abarcan el espectro ultravioleta y
visible, algunos equipos disefiados para trabajar en condiciones de vacio logran
trabajar hasta 150 nm. Los equipos para este tipo de espectroscopia pueden ser
secuenciales, de varios canales simultaneos y de transformada de Fourier (33).
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La espectroscopia de emision de plasma, permite la identificaciéon de todos
los elementos metalicos. Para la observacion de estos elementos en el analito la
muestra debe ser introducida en la fuente en forma de solucién generalmente
acuosa. Como una gran cantidad de materiales de interés no se pueden disolver
de forma directa en solventes comunes, hace falta de un tratamiento preliminar
para obtener la disolucion del analito para que quede preparado para la
atomizacion. Los procesos de descomposicion de los materiales requieren de un
tratamiento a altas temperaturas, lo cual incrementa el riesgo de perder el analito
por volatilizacion o como particulas en humo. Por otro lado, los reactivos utilizados
para el proceso de descomposicién llegan a introducir interferencia. Algunos
métodos comunes para la descomposicion y disolucion de las muestras incluyen
tratamientos con acidos calientes, la oxidacion con reactivos liquidos (digestion
hameda), la combustion en una bomba de oxigeno, la digestibn a una alta
temperatura y la fusion a alta temperatura (33; 43).

Las curvas de calibracion, consisten en una grafica mostrando la sefal
eléctrica proporcional a la concentracion del analito. Dichas curvas tienen la
cualidad de ser lineales; cuando se muestra algun tipo de desviacion indica que se
ha abarcado un intervalo demasiado grande. Con frecuencia se utiliza un patron
interno y en este caso el eje vertical de la curva representa la relacion o el
logaritmo de la relacion entre la sefial detectada del analito y la sefal del patron
interno (33; 43).

1.5.6 Pruebas mecanicas de compresion
Los ensayos mecanicos de los materiales miden la resistencia de un
material a una fuerza estatica o gradualmente aplicada. Para la realizacion de este
tipo de pruebas la probeta se coloca en la maquina de pruebas y se aplica una
fuerza F, la cual es llamada carga. Segun el sentido de la fuerza F se dira si el
ensayo es de tensién o de compresién (18).

Para un material dado, los resultados de un solo ensayo son aplicables a
todo tamano y formas de muestras, siempre y cuando se conviertan la fuerza en
esfuerzo y la elongacién (o distancia de calibracion) en deformacién. El esfuerzo y
la deformacion se definen mediante las siguientes ecuaciones (18):

F
Esfuerzo = o0 = — (14)
Ao

[—1
énzg:q (15)
lo
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los electrones secundarios emitidos por la superficie de una muestra
bombardeada por un haz de electrones acelerados. Esto seria la base de lo que
se conoce actualmente como microscopia electronica de barrido (44; 45; 46).

El microscopio electronico de barrido es un microscopio que usa electrones
para la formacion de la imagen de cuerpos generalmente opacos a los electrones.
Se utiliza principalmente para analisis de las superficies de los materiales. Tiene
una gran profundidad de campo, la cual permite que se enfoque a la vez una gran
parte de la muestra. También produce imagenes de alta resolucién. En este caso
se reduce el campo de observacion y se obtiene una alta magnificacién. La
preparacion de las muestras es relativamente facil pues la mayoria de los equipos
SEM sdlo requieren que las muestras sean conductoras (44; 46).

Un microscopio electrénico de barrido esta formado por las siguientes
partes (44; 46; 47):

e Optica electronica: Constituida por un cafién electronico, los
dispositivos de barrido y las lentes electromagnéticas (generalmente
3). El candn genera y acelera los electrones, esta formado por un
catodo de filamento de tungsteno, un electrodo regulador y un anodo.
Las lentes electromagnéticas, también llamadas condensadoras,
producen imagenes reales de la imagen de la fuente de emision.

e Camara del espécimen: Permite colocar las muestras a analizar. La
platina de este tipo de microscopios ademas de realizar movimientos
perpendiculares al haz, también puede girar, inclinandose en
diferentes direcciones.

e Circuitos de alimentacion de la Optica electronica, de generacion
de alto voltaje y de produccion de barrido: El generador de
barrido permite la sincronia entre el barrido de la superficie de la
muestra y el barrido del monitor de observacion.

e Detectores de electrones: Algunos de los detectores mas comunes
son los de electrones secundarios emitidos, los de electrones del haz
retrodipersados, los de electrones transmitidos por la cara opuesta a
la superficie irradiada, los de rayos X emitidos y los de
catodoluminiscencia.

e Dispositivos para observacion y registro de las iméagenes:
Corresponde al monitor donde se visualiza la imagen amplificada.

La calidad de un microscopio electronico de barrido depende de la
profundidad del foco, del ruido de la imagen y de la resolucién. La profundidad de
foco corresponde a la distancia a lo largo del eje dptico en el cual la muestra
puede ser movida sin sufrir deformacion en cuanto a la nitidez de la imagen,
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mientras que la resolucion corresponde a la distancia maxima en que dos objetos
separados en la realidad pueden ser vistos separados en el microscopio (45).

El microscopio electronico de barrido funciona haciendo incidir un delgado
haz de electrones acelerados, con energias desde unos cientos de eV hasta unas
decenas de keV (50 KeV), sobre una muestra gruesa, opaca a los electrones. Este
haz se focaliza sobre la superficie de la muestra. De esta forma se realiza un
barrido de la muestra siguiendo una trayectoria de lineas paralelas (45; 46).

De todas las formas de radiacion resultantes de la interaccion del haz
incidente y la muestra hay dos realmente fundamentales en el microscopio
electronico de barrido: los electrones secundarios y los electrones
retrodispersados. Los primeros son electrones de baja energia (decenas de eV)
que resultan de la emision por parte de los atomos constituyentes de la muestra
(los mas cercanos a la superficie) debido a la colision con el haz incidente. Los
electrones retrodispersados sin embargo, son electrones del haz incidente que
han colisionado con los atomos de la muestra y han sido reflejados. La intensidad
de ambas emisiones varia en funcién del angulo que forma el haz incidente con la
superficie del material, es decir depende de la topografia de la muestra (Figura 12)
(45).

La senal emitida por los electrones y radiacién resultantes del impacto se
recoge mediante un detector y se amplifica para cada posicion de la sonda. Las
variaciones en la intensidad de la sefal que se producen conforme la sonda barre
la superficie de la muestra, se utilizan para variar la intensidad de la sefial en un
tubo de rayos catodicos que se desplaza en sincronia con la sonda. De esta forma
existe una relacion directa entre la posicion del haz de electrones y la
fluorescencia producida en el tubo de rayos catddicos. El resultado es una imagen
topografica muy ampliada de la muestra (45; 46).

barrido

os

Figura 12 Esquema caracteristico de un equipo SEM.
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1.5.8 Pruebas de biocompatibilidad

Cualquier biomaterial considerado para una aplicacién a corto o largo plazo
que estara en contacto con tejidos, fluidos u 6rganos debe tener una evaluacion
de su biocompatibilidad. Dichas pruebas deben examinar la reaccion del
biomaterial bajo condiciones que simulen aquellas del medio biologico. La
biocompatibilidad del material debe ser establecida y aprobada por las agencias
requlatorias antes de que pueda ser utilizado clinicamente. Por ejemplo, en
Estados Unidos, la agencia encargada de estos tramites es: la Food and Drug
Administration (FDA) (32; 1).

La evaluacion de la biocompatibilidad de los materiales consiste en una
secuencia de pruebas que incluye pruebas in vitro utilizando células y tejidos,
pruebas ex vivo, modelos animales y ensayos clinicos. Las pruebas in vitro han
sido utilizadas satisfactoriamente para la caracterizacion de la biocompatibilidad.
Las ventajas de estos ensayos son un costo razonable y la rapidez del proceso.
Los modelos celulares in vitro muestran de forma efectiva la biocompatibilidad, sin
embargo, como cualquier otro modelo se deben de tomar precauciones al
momento de analizar los resultados y evitar riesgos por extrapolacion. Esos
modelos han sido muy favorecidos para el estudio de funciones y mecanismo de
una linea celular en funcion del tiempo, sin embargo provee una perspectiva
limitada del complejo medio celular del cuerpo (32).

Las pruebas en animales utilizadas para evaluar la biocompatibilidad de un
material, pueden ser clasificadas en tres grandes categorias. Las pruebas no
funcionales comprenden ensayos donde probetas de forma arbitraria son
implantadas en tejido suave requiriendo de una cirugia menor, esos estudios son
relativamente de corta duracion pero otorgan informacidon mostrando las
interacciones del tejido con el biomaterial y las complicaciones sistematicas (32).

Los ensayos ex vivo corresponden a pruebas donde se hace circular sangre
ya sea arterial o venosa dentro del material cerrando el circuito con el animal. Esa
prueba se utiliza para determinar la compatibilidad del material con la sangre,
analizando la acumulacién de proteinas, la adhesién de células sanguineas y la
coagulacion de la sangre en la superficie del material (32).

Los ensayos funcionales requieren de la implantacién de una probeta
funcional de la escala apropiada, es decir que el material cumpla con la funcion
para el cual fue disefiado dentro del animal. Estas pruebas son estudios a largo
plazo que requieren de consideraciones especiales como el disefio, la fabricacion
y la prueba de las protesis en animales, lo que comparado con los otros métodos
es mas complejo y costoso. Independientemente del éxito que tengan los
materiales en ensayos, in vitro o en animales, no es posible predecir la reaccion
dentro del cuerpo humano sin recurrir a ensayos clinicos (32).
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Sintesis de la hidroxiapatita

Como se mencioné antes, la hidroxiapatita tiene diferentes origenes. Puede
ser sintetizada en un laboratorio o puede obtenerse de la naturaleza. En el
presente trabajo se realizé la sintesis de la HAp por una reaccién de precipitacion
partiendo de dos soluciones, una de nitrato de calcio y otra de fosfato de amonio.
La reaccion que se lleva a cabo se muestra en la ecuacion 16 (21).

- (P0O,)s(OH), + 20 +52H,0 (16)

La siguiente metodologia permite la obtencién de 10 g de HAp. Para la
realizacion de la solucidon de nitrato de calcio hace falta pesar 23.5062 g de
Ca(NO3)*4H,0 vy disolverlos en 600 mL de agua destilada. Una vez que se
encuentre disuelto todo el nitrato de calcio se procede a verificar el pH de la
solucion esperando que se encuentre alrededor de 5. Enseguida se anaden 70 mL
de NH4OH con la finalidad de obtener un pH béasico cercano a 12 (21).

Para la preparacion de la solucion de fosfato de amonio se pesan 7.8871 g
de (NH4),PO4 y se disuelven en 900 mL de agua destilada. Igual que con la
solucion anterior, se verifica el pH de la solucién y se agregan 100 mL de NH,OH.
Ambas soluciones se mantienen en agitacion vigorosa durante un periodo de 10
minutos. Pasado este tiempo se realiza el montaje de la figura 13. Aqui es
importante sefialar que se realiza la adicidon de la solucién de fosfato de amonio a
la solucion de nitrato de calcio a una velocidad de 7 mL/min aproximadamente.
Para lograr ajustar dicha velocidad fue necesario realizar algunas pruebas con la
llave del embudo de separacion agregando solamente agua hasta conseguir la
velocidad deseada.

Justo cuando deja de caer la ultima gota de la solucién de fosfato de
amonio en la solucion de nitrato de calcio, se mantiene en agitacion el matraz con
la mezcla de las dos soluciones y se comienza a contar el tiempo hasta alcanzar
un periodo de 24 horas. Al dia siguiente se quita la agitacién y se deja en reposo
por otras 24 horas. Una vez terminados estos periodos de tiempo se realiza la
filtracion del precipitado, al mismo tiempo que se le va dando unos lavados con
agua destilada. Este paso es importante para eliminar toda traza del hidroxido de
amonio que pudiera haber quedado como residuo. Se filtra una ultima vez el
precipitado y se verifica que el producto cuente con un pH neutro.
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Figura 13 Montaje experimental para la sintesis de HAp.

Cuando ya se cuenta con el producto filtrado se deja secando en la estufa a
una temperatura de alrededor 60-70°C, esto con el fin de eliminar el exceso de
agua. Finalmente se pasa la muestra obtenida a la mufla para su calcinacién a
700°C. El proceso de calcinacion se realiza mediante la aplicacion de dos rampas,
la primera es de 150°C durante un periodo de 120 minutos, mientras que la
segunda es hasta 700°C por un periodo de 720 minutos.

Finalmente cuando pasa el periodo de calcinacion y la mufla se enfria, se
puede sacar la hidroxiapatita. Antes de poder aplicarla al desarrollo de nuevos
biomateriales se pasa por un tamiz de malla 200 con el fin de homogeneizar el
tamano de las particulas.
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2.2 Caracterizacion de la hidroxiapatita

La hidroxiapatita sintetizada fue sometida a diferentes pruebas y métodos
espectrométricos con el fin de determinar las caracteristicas tales como la
cristalinidad y la estequiometria, asi como asegurar que la HAp obtenida no
tuviera algun componente ajeno, sea por contaminacion o por errores al ser
sintetizada.

2.2.1 Difraccion de rayos X (DRX)

Esta técnica permite conocer la organizacion del conjunto de atomos de un
compuesto, es decir la estructura cristalina del mismo. El método del polvo
cristalino consiste en la irradiacién por un haz de rayos X monocromatico de un
material formado por diminutos cristales distribuidos en todas las direcciones
posibles. Para asegurar la orientacion totalmente al azar se hace girar el haz de
rayos X. Este método es el unico que permite abordar el estudio de la
cristalografia de especies que son obtenidas en forma de monocristales.

Se utilizé el Difractometro Rigaku Miniflex+ para el andlisis de difraccién de
rayos X. La prueba no requiere de ningun tratamiento especial por parte de la
muestra, lo Unico que se pide es que se encuentre en polvo. Eso no implicé un
problema puesto que el material ya estaba en dicha forma. Por otro lado, el equipo
cuenta con una base de datos que permite identificar las diferentes fases
cristalinas de la muestra.

2.2.2 Espectroscopia IR

Se utilizé el método de reflectancia difusa para la realizacién de esta
prueba. Por lo que hizo falta mezclar la muestra con KBr, ya que este compuesto
sirve como blanco para el infrarrojo al no ser detectado por la técnica. El equipo
donde se realizé la prueba es un FT-IR Bruker Vector33 que se puede apreciar en
la figura 14.

Figura 14 FT-IR Bruker Vector33.
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2.2.3 Espectroscopia Raman

Se utilizé el equipo Raman Dispersivo Bruker Senterra (Figura 15) para la
realizaciéon de esta prueba. El método utilizado fue el de polvos dado que la
muestra se presentd en dicha forma y la longitud de onda del laser fue de 785 nm.
Cabe senalar que la muestra no tuvo ningun tratamiento previo. La prueba se
corrié con una potencia de 100 mW con una resolucién de 3.5 cm™. Asi mismo el
barrido se realizé en la region de 80 a 1520 cm’, esto se debio a que las demas
zonas del espectro no otorgaban informacion, la mayoria del resto de la sefal se
podria confundir con ruido, ademas esta zona es bastante representativa de la
HAp.

Figura 15 Equipo raman dispersivo Bruker Senterra.

2.2.4 Dispersion de luz

Esta prueba requiere de una preparacion previa de la muestra. Se
comienza con el lavado de todo el material con agua destilada y posteriormente un
ultimo enjuague de acetona, esto con el fin de eliminar todas las particulas de
polvo para que el equipo detecte unicamente la muestra de analisis.

Enseguida se monta la membrana de nylon de 0.2 ym y se filtra con ella el
sistema dispersivo, que en este caso se trata de agua destilada. El vial debe ser
lavado dos veces con el agua destilada filtrada por la membrana y se rellena con
la tercera vez que se filtra, ademas es en ese momento cuando se agrega la
muestra a analizar.

El vial una vez preparado se dejé por un periodo de 15 minutos en la
sonicadora. De ahi se pasé al equipo Brookhaven Instruments Corp (Figura 16
Dispersor de luz Brookhaven Instruments Corp.) modelo BI-APD para el analisis de la
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muestra. El dispersor esta equipado con un laser He-Ne con una longitud de onda
de 632.8 nm con un tiempo de integracion de 10 s.

Figura 16 Dispersor de luz Brookhaven Instruments Corp.

La prueba de dispersion de luz nos da a conocer la concentracién de las
particulas por tamafo. Aqui lo que interesaba era encontrar un tamafo de
particula nanométrico puesto que era el tamafo requerido para la aplicacion futura
(proporcionar mejor empaquetamiento del biomaterial).

2.2.5 Emision de plasma acoplado inductivamente (ICP)

Esta es una de las pruebas mas tardadas puesto que el tratamiento previo
de la muestra es largo. Para empezar se tiene que realizar la digestion acida de la
muestra mediante un sistema cerrado. Para esto se pesé 0.1 g de la HAp
sintetizada y se introdujeron en un vaso especial para microondas. Enseguida se
le agregaron 8 mL de acido nitrico concentrado y se metié la muestra al
microondas con el protocolo mostrado en la Tabla 1 Protocolo para la digestion acida
en el horno de microondas.

Tabla 1 Protocolo para la digestion acida en el horno de microondas.

_
Max

800 100 10:00 5:00
800 100 10:00 100 10:00
800 100 10:00 150 10:00
800 100 15:00 190 15:00

Una vez que salieron las muestras del horno, se abrieron los vasos con
cuidado dentro de una campana y se coloco la muestra en un recipiente de teflon
sobre una parrilla, esto con el fin de evaporar todo el acido. Posteriormente se
realizd un aforo a 25 mL con acido nitrico al 2% y se pas6 la muestra al equipo de
ICP para su analisis.
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Cabe sefnalar que antes de pasar la muestra para su lectura en el equipo es
necesario realizar una serie de estandares con el objetivo de calibrar el equipo y
realizar una curva patron. Esto permite al equipo realizar las operaciones
necesarias para la determinacién de la concentracion de los diferentes elementos
de la muestra y esta es la razon de la seleccion del método de ICP en lugar de
absorcion atdmica. Ambos métodos permiten determinar la concentracion de
trazas de los elementos presentes en una muestra, sin embargo el equipo de
absorcion solo realiza la lectura de un solo elemento por corrida, mientras que el
ICP puede leer varios elementos en una misma prueba. Ademas la sensibilidad
del ICP es mucho mayor que la de absorcion.

Otro dato importante para la realizacién de esta prueba es la presencia de
un estandar interno de algun elemento que no se encuentre presente en la
muestra a analizar, en este caso se utilizé un estandar de itrio. El equipo realiza la
lectura continua de ambos analitos y esto sirve para verificar que no haya saltos o
perturbaciones durante las lecturas realizadas. De igual modo se realiza la
limpieza del equipo entre dos diferentes lecturas con acido nitrico al 2% que es la
matriz de la muestra. Esta parte corresponde a dejar circular por el equipo la
solucién como si se tratara de un analito para leer, solo con la diferencia que no se
lanza la lectura desde la computadora.

El microondas utilizado fue un CEM Marx Xpress con controlador de alta
presion y temperatura, mientras que el equipo de emision atdmica es un ICP-OES
Thermo iCAP 6500 Duo. En la figura 17 se puede apreciar el horno de microondas
en funcionamiento, mientras que en la figura 18 se aprecia el equipo de ICP.

Figura 17 Horno de microondas Figura 18 Equipo de ICP-OES.
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2.3 Sintesis del biomaterial

Se trabajoé con un poliuretano monocomponente libre de solvente al cual se
le anadi® una mezcla de ceramicas como agente reforzante. Las ceramicas
utilizadas fueron hidroxiapatita, alumina y silice. Las mezclas de ceramicas
utilizadas se muestran en la Tabla 2 Formulaciones trabajadas.

Tabla 2 Formulaciones trabajadas.

Formulacidén| HAp (%) | Al,Oz (%) | SiO, (%)

50Si - 50HAp 50 0 50
70Al - 30HAp 30 70 0
80AI - 20HAp 20 80 0

Los porcentajes mostrados en la tabla 2 son en masa y al realizar el
biomaterial se agregaban 2.0 g de ceramica (mezcla) por cada 3.0 g de
poliuretano. Las ceramicas se pesan por separado y se mezclan dentro de un
frasco limpio y seco por alrededor de 5 min con el fin de homogeneizar.
Posteriormente se pesa el poliuretano en un recipiente de Teflén. Se trabajé con
este tipo de recipientes dado que el poliuretano es muy viscoso y con esto se evita
que haya cierta adherencia a las paredes del mismo.

Cuando se tiene la resina pesada y las ceramicas mezcladas se procede a
integrar la mezcla a la resina poco a poco, al mismo tiempo que se mezcla todo.
Cuando la masa formada adquiere una consistencia suave y no pegajosa se
puede pasar a los moldes.

Es importante remarcar que todo el proceso anterior se realiza a
temperatura ambiente y en esas mismas condiciones la mezcla reticula
completamente en un periodo de 24 h.

Los moldes fueron disefiados segun las normas ASTM de las diferentes
pruebas a realizar. La fabricacion de los moldes fue en Teflon y antes de agregar
la mezcla del poliuretano con las ceramicas, se engrasaban con grasa de silicona
para facilitar el desmoldado de las probetas.

Con la finalidad de acelerar el proceso de reticulado se metieron al horno
las probetas, aun dentro de los moldes, a diferentes temperaturas (50°C, 80°C,
110°C y 150°C). El tiempo de permanencia dentro del horno dependi6é de la
temperatura a la cual fueron sometidas.

Al pasar el periodo de tiempo necesario, se desmoldaron las probetas y se
realizaron las diferentes pruebas de caracterizacion segun normas ASTM.
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2.4 Caracterizacion del biomaterial

El material fue caracterizado mecanicamente por medio de pruebas de
compresion. Asi mismo los materiales fueron sometidos a pruebas de abrasién
para determinar el desgaste que sufria. Se realizé una toma de imagenes por
medio de SEM para determinar el grado de porosidad del material y comparar
resultados con las pruebas de densidad, puesto que a mayor cantidad de poros el
material tenderia a ser menos denso. También se realizaron pruebas de absorcidon
de agua y biocompatibilidad del material.

2.4.1 Pruebas mecanicas de compresion

El desarrollo de esta prueba permite conocer la resistencia a la fractura de
los materiales sintetizados, asi como su moddulo de elasticidad. Esto permite
comparar los materiales desarrollados con la resistencia del hueso. Este aspecto
es muy importante dado que el material que se va a implantar debe poseer
caracteristicas similares a las del tejido que va a sustituir para no interferir
negativamente con el entorno.

Figura 19 Equipo de pruebas mecénicas.
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En el caso de los materiales sintetizados, se les realizaron ensayos de
compresion mecanica. Para la realizacion de esta prueba se disefiaron moldes de
teflon (Figura 20). Las probetas fueron cilindros de 20 mm de altura por 10 mm de
diametro. Las pruebas se realizaron bajo la norma ASTM D-695-02a en un equipo
Adamel Lhomargy modelo DY.22 (Figura 19) con una velocidad de avance de (1.3
+ 0.3) mm/min. La celda de carga fue de 5000 N con una resolucion de 0.1 N.

Figura 20 Moldes para las pruebas mecanicas.

2.4.2 Pruebas de densidad

Este ensayo se hizo con la finalidad de obtener la densidad de los
materiales y poder realizar posteriormente un analisis comparativo con la
porosidad del material. Para la realizacion de esta prueba se realizaron cortes a
probetas cilindricas, similares a las utilizadas en las pruebas mecanicas, para
obtener formas geométricas bien definidas, es decir que se cortaron las probetas
eliminando todo desperfecto. Los cortes fueron realizados con la ayuda de un
disco de diamante.

Figura 21 Medicion de las probetas de densidad.
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Las probetas cilindricas o cubicas fueron medidas por sus lados con la
ayuda de un vernier con una resolucion de 0.01 mm y una precisién de 0.001 mm.
Posteriormente las probetas fueron pesadas en una balanza analitica de
resolucién de 10° g (Figura 21). Se realizaron cinco experimentos por cada
formulacién con la finalidad de obtener un resultado mas fiable calculando la
media de los valores obtenidos.

2.4.3 Pruebas de absorcidon de agua

Las probetas utilizadas en las pruebas de densidad sirvieron para la
realizacion de la prueba de absorcién de agua. Esta prueba también esta ligada a
la porosidad del material. Esto se explica dado que entre mayor sea la cantidad de
agua absorbida habra mayor interconexién entre los poros, lo que permitira una
mejor vascularizacion en el material.

En esta prueba, se volvieron a pesar las probetas con el fin de conocer la
masa en seco de las mismas. Enseguida fueron colocadas en viales y se llenaron
con agua destilada hasta el limite del vial (Figura 22). Se dejaron en esas
condiciones durante un periodo de 3 semanas y se volvieron a pesar para conocer
la nueva masa de las probetas. Cabe senalar que las probetas fueron retiradas de
los viales con la ayuda de pinzas y se secaron superficialmente con la ayuda de
un pafio seco (48).

Figura 22 Prueba de absorcién de agua.

Se utilizé una balanza analitica con una resolucién de 10° g. Asi mismo
como en los ensayos anteriores, todas las formulaciones se manejaron por
quintuplicado.

La absorcion de agua (WA) se obtuvo mediante la aplicacion de la siguiente
férmula, donde W; y W; corresponden a las masas inicial y final:

wa=—~L_"¢ (17)
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2.4.4 Pruebas de abrasion

Esta prueba permite conocer el desgaste del material en funcién del tiempo.
Para la realizacion del ensayo se disefiaron moldes de teflon segun la norma
ASTM-D-1242-95a. Las probetas tienen forma rectangular (2.0 x 1.0cm) con una
altura de 0.5 cm (Figura 23).

La prueba consiste en agregar un peso a la probeta y someterla a un
desgaste fisico. Este desgaste es producido por la accion del peso del material
sobre una lija adherida a una base rotatoria girando a 76 rpm. Se realizaron
mediciones de peso cada 20 segundos hasta alcanzar un tiempo total de 600
segundos.

Figura 23 Probetas para la prueba de abrasion.

Se inicia la prueba con la masa inicial de la muestra que corresponde a la
masa de la probeta en el tiempo cero, es decir cuando aun no es sometida a
condiciones de desgaste. Enseguida se coloca el peso encima de la probeta y se
coloca 20 segundos en el sistema (Figura 24). Cuando se le quita el peso, se
realiza una limpieza de la muestra con la ayuda de una brocha, esto es con el fin
de quitar todo residuo de polvo. Posteriormente se realiza la medicion del nuevo
peso y se repite el proceso (Figura 25). Al igual que con las pruebas de densidad y
absorcién de agua, se utilizé una balanza analitica con una resolucién de 10°g.

Figura 24 Probeta sometida a la pérdida de masa.
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Posteriormente a las mediciones de pérdida de masa se realizaron los
calculos para determinar la resistencia a la abrasién que se define como el tiempo
necesario para remover una unidad de masa del material y corresponde al inverso
de la pérdida de masa.

Figura 25 Medicion de la pérdida de peso.

2.4.5 Pruebas de porosidad

Para la medicion del grado de porosidad de los materiales se realizé la
toma de una serie de imagenes por medio de la técnica de microscopia electrénica
de barrido (SEM). Esta prueba es de vital importancia dado que el hueso es un
material poroso que permite la formacién de capilares sanguineos por medio de la
vascularizacion.

Figura 26 Materiales recubiertos con oro.
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Las probetas fueron colocadas en los portamuestras con la ayuda de cinta
de carbon conductora, asi mismo se realizé un recubrimiento en oro para permitir
descargar electricamente las muestras (Figura 26) (45). Es importante sefialar que
las muestras fueron cortadas con la ayuda de nitrégeno liquido, esto con el fin de
que al realizar el corte la morfologia del material no resultara dafiada o modificada.
Las observaciones fueron realizadas con un microscopio JEOL JSM-6060 (Figura
27) con energia de 20 kV en modo de electrones secundarios. Las observaciones
se hicieron a diferentes amplificaciones.

Figura 27 Microscopio electrénico de barrido.

Los poros fueron medidos con la ayuda del software Ipwin32. Dicho
instrumento permitié valerse de la escala de las imagenes para generar un patrén
y asi calcular el diametro de los poros con mayor facilidad. Por otro lado, se
calculd la fraccion de volumen de poro mediante la aplicacién de la siguiente
férmula (49):

@, =1-L2 (18)
Ps
donde ®,, p, y ps corresponden a la fraccién de volumen de poro, la densidad del
material poroso y la densidad del material no poroso. Este ultimo se obtuvo
utilizando un isocianato de no bloqueo.

2.4.6 Pruebas de biocompatibilidad

Para la realizacion de esta prueba se prepararon probetas de forma
cilindrica de 3 mm de diametro por un centimetro de altura (Figura 28). Asi mismo
se utilizaron 60 ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus) de ochenta dias de vida
con un peso de alrededor 280 g. Los animales fueron donados por el Instituto de
Neurobiologia de la UNAM.
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Se formaron tres grupos de quince ratas para la realizacion de la cirugia de
implante de los materiales bajo anestesia general (Figura 29). El resto de los
animales formaron parte de un grupo de control. Cinco animales de cada grupo
fueron sacrificados pasados 2, 7 y 21 dias después de la cirugia. Los materiales
implantados fueron esterilizados en un equipo de autoclave a una temperatura de
121 °C durante 30 minutos antes de la cirugia. Todos los animales fueron
anestesiados con una solucidén de ketamina y xilazina de forma intramuscular. Se
realizd un corte longitudinal de 7 mm en la regién dorsal donde se implantaron los
materiales en la tercera vertebra toracica. Todo el procedimiento fue llevado a
cabo bajo la norma NOM-062-Z00-1999 (50).

Figura 28 Probetas para pruebas de biocompatibilidad.

Las ratas fueron sacrificadas en una camara de CO; y se removieron los
implantes junto con el tejido que los rodeaba. Inmediatamente fueron colocadas en
una solucion tampon por un periodo de 24 horas, después se deshidrataron. Las
muestras fueron analizas en un microscopio 6ptico, tomando especial atencion en
el grado de fibrosis, el grado de inflamacion y la presencia de colageno.

Figura 29 Implante quirdrgico en ratas.
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CAPITULO3 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se analizaran los resultados obtenidos de las diferentes
pruebas realizadas tanto a la HAp sintetizada como a los biomateriales
desarrollados. Primero se comentaran los resultados de las pruebas de la HAp, los
cuales indican si la reaccion fue realizada con éxito asi como la calidad del
compuesto. Enseguida se explicaran e interrelacionaran los resultados de las
ensayos realizados a los materiales con el fin de poder llegar a las conclusiones.

3.1 Hidroxiapatita

La primera prueba realizada a la HAp fue el ensayo de difraccién de rayos
X. Asi se obtuvo el difractograma reportado en la figura 30. Con la ayuda de la
base de datos se realizd la correlacién entre las reflexiones obtenidas y las
diferentes fases cristalinas. Como se puede apreciar, solo se logré identificar la
presencia de una sola fase cristalina y esta corresponde a la hidroxiapatita. Este
resultado bastante favorable nos indica que la sintesis fue realizada en las
condiciones correctas.

Figura 30 Difractograma de la HAp.

55



Otra de las pruebas realizadas a la HAp sintetizada fue la espectroscopia
FTIR. El espectro de la figura 31 corresponde al resultado obtenido. En él se
pueden apreciar los picos caracteristicos del ion fosfato que absorbe en el rango
de 1110-940 cm™ para los estiramientos y en el rango de 650-530 cm™ para las
deformaciones (51; 52). Las bandas cercanas a 1500 cm™ corresponden al
estiramiento asimétrico del carbonato, mientras que la otra banda correspondiente
al mismo ion define la deformacion dentro del plano (51).

2 Vou
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Figura 31 Espectro Infrarrojo de la HAp.

Cabe sefialar que se comparé el espectro caracteristico de la HAp con las
bandas obtenidas en la muestra, demostrando que son practicamente iguales (15;
20), la unica diferencia es que el espectro de la HAp sintetizada tiene la presencia
de un pico en 1640 cm™ que probablemente corresponda al estiramiento del
carbonato que también cae dentro del rango de este ion (51).
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Continuando con los métodos espectrométricos, en la figura 32 se puede
apreciar el espectro de la HAp, resultado del fendmeno de dispersion Raman. En
este espectro se pueden apreciar claramente cuatro picos importantes sefialados
con los numeros del 1 al 4. Estos picos corresponden a las vibraciones del ion
fosfato (PO4*). Normalmente el ion fosfato en estado libre posee 9 modos
vibracionales (53), pero en la HAp solo se aprecian 4 correspondiendo a los
siguientes modos:

1. (400-450 cm™") Deformacion simétrica

2. (550-650 cm™") Deformacién asimétrica

3. (950 cm™) Estiramiento simétrico

4. (1000-1150 cm™) Estiramiento asimétrico  (53; 54)

Figura 32 Espectro Raman de la HAp.

Como se menciond anteriormente, s6lo se pudo observar esta parte del
espectro, las posibles vibraciones correspondientes a los grupos hidroxilo (-OH) no
fueron apreciables.

La prueba de dispersion de luz muestra la recurrencia del tamafo de las
particulas. Como se puede apreciar en la figura 33, la mayor recurrencia en el
tamano de las particulas es de aproximadamente 200 nm, obteniendo un rango de
tamano de particulas de 120 a 300 nm.
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Figura 33 Grafica del tamafio de las particulas.

Los resultados que nos entrega el equipo de ICP corresponden a la
concentracion de los analitos pero dentro de la solucién aforada. Por otro lado se
prepararon estandares con concentraciones muy bajas y los resultados obtenidos
por parte del equipo se salian de la curva de control. Al encontrarse estos
resultados fuera de la curva de trabajo no se puede asegurar que sean correctos,
asi que se recurrio a diluir las muestras en una relacion 1:200. Para poder
encontrar el valor real de la cantidad de calcio y fésforo presentes en la muestra
hace falta primero calcular la concentracion real al momento de aforar, esto se
realiza facilmente con la ecuacién 19.

GiVy = (19)

Teniendo este valor se prosigue a realizar otro célculo para determinar en
ppm (mg/Kg) la concentracion de los elementos analizados en la muestra, ya que
el equipo nos da el resultado en ppm (mg/L) y el resultado cambia segun las
unidades, esto se explica por lo que se menciond anteriormente, el equipo da la
concentracion del analito en la soluciéon pero uno requiere la concentracién del
analito en la muestra y ésta es sélida. La ecuacion 20 que utiliza el valor del aforo
y la masa inicial tomada de la muestra para realizar la conversion de las unidades
y de esta forma obtener el resultado deseado.

onlmg/L] % (L] _
[Kg]

— (20)
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Realizando toda esta serie de calculos se encontré que la muestra de HAp
contenia en promedio 427026 ppm de Ca, mientras que de P s6lo 258405 ppm. Lo
que corresponde a 427g de Ca y 258g de P en un kilogramo de HAp.

Ahora bien lo que interesa de este analisis es la determinacidn del cociente
Ca:P, realizando una ultima operacién se tiene como resultado que la relaciéon
Ca:P es igual a 1.653. Este dato no corresponde al ideal de 1.67 (22), sin
embargo, se aproxima lo suficiente al valor esperado. Esta pequefia diferencia
puede deberse a los errores cometidos a lo largo de la sintesis.

3.2 Biomaterial

Para facilitar el analisis de los resultados obtenidos por las diferentes
pruebas se usara la nomenclatura utilizada en la Tabla 2. De esta manera se
podra realizar la comparacion de resultados de las tres formulaciones en funcién
de la temperatura.

De las pruebas mecanicas de compresion se puede obtener bastante
informacion. Las figuras 34, 35 y 36 muestran el médulo de Young, el esfuerzo a la
deformacion y la deformacion maxima al momento de la ruptura de los materiales.
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Figura 34 Médulo de Young.
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Fuerza a la Ruptura (N)

Deformacion a la Ruptura (mm)
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Figura 35 Fuerza a la ruptura.
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Figura 36 Deformacion a la ruptura.
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Los resultados de las pruebas de densidad son mostrados en la figura 37
en donde se puede apreciar que la densidad de los materiales decrece
practicamente de manera linear conforme se incrementa la temperatura del
tratamiento térmico.
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—e— 70AI-30HAp
l —a— 80AI-20HAD
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Figura 37 Densidad en funcién de la temperatura.

Este resultado no es de sorprenderse dado que al aumentar la temperatura,
la reaccién entre la HAp y el poliuretano se realiza de forma mas rapida y por lo
tanto se produce mas CO,, lo que genera poros de mayor tamafio y por lo tanto
reduce la densidad del material por hacerlo mas hueco. Esto se comprueba al
realizar el analisis del tamafio de poro con ayuda de las micrografias SEM.

Las imagenes caracteristicas correspondientes a la formulacion 80A-20HAp
con los diferentes tratamientos térmicos se muestran en las figuras 38, 39, 40 y 41
el resto de los materiales presentan una morfologia similar. En la figura 42 se
observa la grafica que reporta el tamafio promedio de poros de las tres
formulaciones en funcion de la temperatura, mientras que en la figura 43 muestra
la fraccion de volumen de poro para las diferentes formulaciones con sus
tratamientos térmicos.

61



Figura 38 Formulacion 80AI-20HAp 50°C.

Figura 39 Formulacion 80AI-20HAp 80°C.
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Figura 40 Formulacion 80Al-20HAp 110°C.

Figura 41 Formulacién 80AI-20HAp 150°C.
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3.3 Discusion

La densidad es la propiedad que mas afecta a los materiales aqui
desarrollados puesto que su reduccion, al momento de incrementar la temperatura
del tratamiento térmico, causa que la morfologia, la porosidad, la absorcién de
agua y la resistencia mecanica y a la abrasion sean modificadas. La reduccién de
la densidad va de 1.0 a 0.4 g/mL, sigue una dependencia aproximadamente lineal
con respecto a la temperatura, sin embargo, esta depende de la concentracion y
del tipo de particulas ceramicas utilizadas.

La reaccion llevada a cabo entre el poliisocianato bloqueado y los grupos
hidroxilo libera CO, que sirve como formador de poro. La velocidad a la que se
lleva a cabo esta reaccion depende de la temperatura, lo cual puede ser
constatado con la grafica del tamafio promedio de los poros (Figura 42). El tamafo
y la fraccién de volumen de los poros se ve favorecido por el incremento de
temperatura por dos factores: primero la temperatura acelera la reaccion quimica
generando CO; de manera mas rapida. Por otro lado tenemos que la presién del
CO, es dependiente de la temperatura e incrementa de forma linear con la
temperatura bajo la ley de los gases ideales. Estos dos factores actuan en
conjunto para la formacién de poros de mayor volumen, lo cual es demostrado con
la ayuda de las graficas de las figuras 42 y 43.

Se puede apreciar la existencia de dos regimenes en cuanto al tamafio de
poro: el primero corresponde a un crecimiento lento de los poros a baja
temperatura, mientras que el segundo es caracterizado por un crecimiento del
tamafno de los poros mas rapido a altas temperaturas. El cambio de régimen se da
entre los 80°C y 100°C y depende de la ceramica utilizada, en el caso de los
materiales conteniendo alumina, el cambio de régimen se da a mas baja
temperatura (80°), mientras que para aquellos conteniendo silice el cambio se da
a 110°C.

La fraccion de volumen de poro calculada con la ecuacion 18 y los
resultados reportados en la figura 43. Se realiz6 una muestra de referencia sin
poros utilizando un isocianato no bloqueado con la finalidad de evitar la
generacion de CO;,. La densidad de este material fue de 1.04 g/mL. Como la
fraccién de volumen de poro esta directamente relacionada con la densidad, ésta
incrementa con la temperatura de una forma practicamente lineal. A bajas
temperaturas (inferiores a 50 °C) se obtienen valores 20% de porosidad, lo cual se
debe a que los poros no alcanzan un tamafo suficiente para la interconexion de
los mismos. Las muestras con alumina alcanzan una excelente fraccion de
volumen de poro superando el 50%, lo cual favorece la formacién de colageno y
vasos sanguineos dentro del material.
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Como se menciond en la seccién 1.3, los poros son considerados como
defectos de los materiales, puesto que modifican las propiedades mecanicas. De
forma general, los materiales porosos poseen pobres propiedades mecanicas
dado que los poros actuan como concentradores de esfuerzos favoreciendo la
generacion de fracturas y fisuras responsables de las pobres propiedades
mecanicas de estos materiales. En la figura 34 se puede constatar con el mddulo
de Young la forma en que los poros modifican la resistencia mecanica del material.
Para temperaturas inferiores a los 110 °C se puede apreciar que el médulo de
Young decrece con la temperatura, sin embargo, para las temperaturas mas
elevadas (arriba de 110 °C) se obtuvieron resultados inesperados. Los valores
obtenidos para el médulo de Young son superiores a lo esperado, dado que al
aumentar la temperatura la densidad disminuye dando paso a un incremento en el
volumen de poros y por lo tanto esperando un deterioro en las propiedades
mecanicas.

Para las muestras tratadas con temperaturas superiores a los 110 °C se
observa que la rapidez del decaimiento del modulo de Young disminuye
haciendose mas lento. Este efecto es mas apreciable en las muestras conteniendo
alumina: para la muestra 80A-20HAp la rapidez de reduccién del médulo de Young
es menor alcanzando para 150 °C valores mas altos que los esperados. Por otro
lado, para la muestra 70A-30HAp el mdodulo de Young aumenta para altas
temperaturas: hay un efecto de endurecimiento del material con la temperatura.
Para la muestra conteniendo silice, para temperaturas mayores de 110 °C el
modulo de Young permanece practicamente constante.

Se ha demostrado que los materiales con un tamafo de poro superior a los
100 um estimulan el crecimiento de materia organica (colageno, venas, etc.) en el
interior (55; 56; 57). Es importante sefialar que las muestras trabajadas con
alumina poseen tanto un tamafio de poro mayor con poros de didmetro superiores
a los 100 ym para las temperaturas mas elevadas, asi como valores de modulo de
Young superiores a las muestras conteniendo silice.

Ademas, hay que recordar que los materiales tratados con temperatura de
150 °C mostraron un valor de médulo de Young superior a lo esperado. Este
comportamiento se debe a que la temperatura comienza a degradar el polimero
endureciéndolo, lo que provoca una reduccidn en su flexibilidad pero un
incremento en el valor del médulo de Young.

Por lo que concierne al esfuerzo a la ruptura se podria esperar que a
mayores temperaturas la resistencia fuera menor. Sin embargo, como se observa
en la figura 35, la resistencia a la ruptura es menos sensible a los cambios de
temperatura mostrando valores similares para todas las muestras. Esto muestra
que el incremento en la porosidad en los materiales por el tratamiento térmico se
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ve recompensado por la dureza generada en el polimero a elevadas temperaturas.
De forma similar, la deformacién a la ruptura (Figura 36) no se ve altamente
influenciada por la temperatura dado que se obtuvieron valores cercanos para
todos los materiales. A 150 °C el esfuerzo a la ruptura fue practicamente el mismo
para todas las muestras.

Por lo que concierne a la resistencia a la abrasion (Figura 45), todas las
muestras obtuvieron el valor mas elevado para la temperatura de 110 °C. Al
incrementrar la temperatura hasta 150 °C, la resistencia a la abrasion se vio
reducida. Al igual que en el caso de las propiedades mecanicas, la resistencia a la
abrasion se ve influenciada por la oposicion de dos fendmenos, de un lado
tenemos un incremento en los enlaces quimicos debido a efectos de temperatura,
mientras que del otro lado tenemos el incremento de la porosidad como
consecuencia de la densidad. El decaimiento de la resistencia a la abrasion para
las temperaturas elevadas indica que la dureza del material no es lo
suficientemente alta para compensar por el alto grado de porosidad del material.

La morfologia del material juega un papel importante para la absorcion de
agua. Como se puede apreciar en la figura 44, las muestras tratadas con elevadas
temperaturas absorben una mayor cantidad de agua. Este resultado es bastante
l6gico dado que la porosidad incrementa con la temperatura lo que permite que el
material atrape una mayor cantidad de agua en su interior. Aunado a esto, a
mayores temperaturas, la fraccién del volumen de poro aumenta incrementando la
interconexion de los mismos. Esto permite que el agua penetre mas
profundamente en el material.

Se puede apreciar que a 150°C la absorcion de agua es practicamente la
misma para todas las muestras, alcanzando casi un 35% de la masa del material
en agua. Al igual que el tamano de poro, la absorcidon de agua muestra dos
regimenes, para las muestras tratadas con temperaturas superiores a 110°C la
interconexién entre los poros es mayor lo que permite que se absorba mayor
cantidad de agua.

En las pruebas de biocompatibilidad se demostré que los materiales no
generaron ningun tipo de rechazo, la inflamacion desaparece en un lapso no
mayor de 21 dias y se constato el desarrollo de fibras de colageno dentro y fuera
del material. Esto ayudé a mantenerlos en su posicion y muestra la
biocompatibilidad de los materiales.

69



CAPITULO 4 CONCLUSIONES

Se logré sintetizar satisfactoriamente una hidroxiapatita con una relacién
estequiométrica cercana al valor ideal. Asi mismo se consiguioé soélo la formacion
de una fase cristalina y un tamano de particula ideal para el desarrollo de los
materiales.

Se consiguid producir un material hibrido y poroso con buenas propiedades
tanto mecanicas como de abrasién para ser utilizado como sustituto de tejido
0seo. La porosidad fue controlada con la ayuda de la temperatura de los diferentes
tratamientos térmicos. Asi mismo, con el incremento de temperatura se consiguio
reducir al densidad del material de 1.0 a 0.4 g/mL.

Los resultados de las pruebas mecanicas evidencian que existe un proceso
de incremento en los enlaces quimicos debido a efectos de temperatura. Este
endurecimiento provoca la reduccion de los efectos de la porosidad sobre las
propiedades del material, tales como la resistencia mecanica y la resistencia a la
abrasion.

Dado todo lo anterior es posible crear biomateriales con un alto grado de
porosidad, al mismo tiempo que se tienen buenas propiedades mecanicas.

Con el incremento de temperatura, sobre todo para temperaturas superiores
alos 110 °C, es posible obtener poros de mayor tamano, lo cual viene a favorecer
la vascularizacion por los capilares sanguineos. Este factor permite también que
se obtenga un buen grado de vascularizacion sin perjudicar o reducir las
propiedades mecanicas del material.

Se obtuvo una respuesta satisfactoria por parte de las ratas a la
implantacion de los materiales, logrando la formacion de fibras de colageno dentro
del material.

Las formulaciones conteniendo alumina y siendo tratadas a elevadas
temperaturas (110 °C y 150 °C) son las que por sus caracteristicas son las mas
favorables para servir como implantes de tejido 6seo.

Finalmente, una vision a largo plazo del proyecto puede ser la creacion de
empaques contenedores de circuitos que permitan tener un control en tiempo real
de diferentes parametros; tal podria ser el caso de la glucosa en pacientes con
diabetes y de esta manera evitar complicaciones por la enfermedad.
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