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RESUMEN

RESUMEN

La Hidroxiapatita es un tipo de material a base de fosfatos de calcio con gran interés para las
aplicaciones biomédicas, debido a la similitud quimica que presenta este material a la parte
mineral del hueso humano. Sin embargo, la Hidroxiapatita sintética es esencialmente fragil; la
practica indica que el uso de Hidroxiapatita sin aditivos para la produccion de implantes no es
eficiente, debido a su baja resistencia. En el presente trabajo, se sintetizaron biocompésitos de
Hidroxiapatita-Wollastonita mediante una ruta sol-gel alternativa, utilizando Nitrato de Calcio y
Fosfato de Amonio como precursores de Hidroxiapatita, y se afiadio Wollastonita natural de alta
pureza en proporciones de 20, 50 y 80 por ciento en peso inmersos en medio acuoso. La
formacion de Hidroxiapatita se produce a una temperatura relativamente baja de
aproximadamente 350 °C, mientras que la Wollastonita permanece sin reaccionar.
Posteriormente, estos biocompoésitos se sinterizaron a 1200 °C durante 5 h para producir
materiales densos. Las técnicas de caracterizacion demostraron la presencia de Hidroxiapatita

y Wollastonita como fases Unicas en todos los productos.

Para evaluar las propiedades biolégicas de los biocompésitos in vitro se realizaron las pruebas
de Bioactividad, mediante la interaccion de los materiales con un fluido fisiolégico simulado
(SBF), similar a la carga ionica del plasma sanguineo. El analisis de bioactividad de los
biocompdésitos, mediante su interaccion con un fluido fisiolégico simulado, durante varios
periodos de tiempo, revel6 la formacion de una capa de apatita neoformada sobre sus
superficies, similares a las apatitas biolégicas que componen el tejido éseo. La proporcién de

Wollastonita en los materiales, repercuti6 en su respuesta bioactiva de manera favorable.



ABSTRACT

Hydroxyapatite is a type of calcium phosphate-based material with great interest for biomedical
applications, due to the chemical similarity between this material and the mineral part of human
bone. However, synthetic hydroxyapatite is essentially brittle; the practice indicates that the use
of hydroxyapatite without additives for implant production is not efficient, due to its low strength
parameters. In the present work, biocomposites of hydroxyapatite-wollastonite were synthesized
by an alternative sol-gel route, using calcium nitrate and ammonium phosphate as precursors of
hydroxyapatite, and high purity natural wollastonite added in ratios of 20, 50 and 80 percent by
weight immersed in aqueous medium. Formation of hydroxyapatite occurs at a relatively low
temperature of about 3500C, while the wollastonite remains unreacted. After that, these
biocomposites were sintered at 12000C for 5 h to produce dense materials. The
characterization techniques demonstrated the presence of hydroxyapatite and wollastonite as

unique phases in all products.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccién

El hueso es el Unico tejido del organismo, que al ser daflado es capaz de regenerarse por
medio de la creacién de un tejido exactamente igual al original (1). De esta manera, cuando el
hueso presenta lesiones, ya sea por fracturas u otros defectos, se ponen en marcha de
inmediato los mecanismos osteoformadores, con la finalidad de restaurar el tejido 6seo en el
lugar de la lesion. Generalmente, la dinamica del hueso es suficiente para reconstruir los
defectos comunes, sin embargo, en las pérdidas mayores se hace necesario recurrir al aporte

de sustitutos dseos (biomateriales) para obtener la reparacion.

Los biomateriales son sustancias naturales o sintéticas, que son introducidas en el organismo

de manera temporal o permanente, para reparar lesiones en los tejidos del organismo.

Actualmente, existen numerosos estudios e investigaciones acerca de nuevas propiedades y
posibles aplicaciones de materiales con propiedades biocompatibles, es decir, materiales que

pueden funcionar en sistemas bioldgicos (2).

La Hidroxiapatita (Caio (PO4)10(OH)2), es el componente mineral predominante de los huesos
de los vertebrados, asi como del esmalte dentario (3). Sus aplicaciones clinicas son de gran
relevancia, debido a que es el ceramico de fosfato de calcio quimicamente mas parecido a los
cristales de las apatitas biolégicas. Por tal razén se han desarrollado diversas metodologias
para su preparacion, entre las que destacan métodos de precipitacion, hidrotermales,

reacciones de estado-solido, proceso sol-gel, entre otras (4).

JesUs Peralta Haley
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El proceso sol-gel es uno de los métodos mas importantes para la produccion de biomateriales,
debido a las ventajas que éste presenta, entre ellas el uso de reactivos econémicos y faciles de
adquirir, procedimientos con bajas temperaturas y relativa simplicidad entre cada una de las
etapas de sintesis (5). Entre las principales desventajas de las técnicas sol-gel para la
produccion de Hidroxiapatita, se encuentran el alto costo de algunos reactivos precursores de
calcio y fésforo, asi como las bajas velocidades de hidrdlisis de algunos agentes de fosfatos.
Sin embargo, estas desventajas representan un campo de investigacion, el cual presenta una
alternativa para aprovechar las bondades que esta técnica ofrece en la sintesis de fosfatos de
calcio en general. Sin embargo, con el desarrollo de diferentes rutas sol-gel, haciendo
variaciones en la naturaleza de los reactivos precursores, puede dar lugar el uso temperaturas

mas bajas, asi como de rutas mas sencillas para la sintesis de este biomaterial.

Sin embargo, la Hidroxiapatita sintética presenta propiedades mecanicas pobres, es quebradiza
y relativamente débil comparada con los implantes tradicionales, de tal forma que su uso en
zonas de carga, se ha destinado so6lo a recubrir otros materiales con propiedades mecanicas
resistentes (6). Actualmente se estudian diferentes minerales que proporcionen a la
Hidroxiapatita, una fase de refuerzo que aumenten sus propiedades mecanicas sin afectar sus

propiedades biolégicas (5, 7).

Una solucion para resolver este problema, es combinarla con una fase de refuerzo adecuada,
produciendo un compdsito que ofrezca propiedades mecanicas Optimas, superando con ello
limitaciones mecanicas. El biocompdésito ideal debera ser aquel cuyas propiedades biolégicas y
mecanicas, se conjuguen para ofrecer una adecuada compatibilidad con los tejidos duros del

organismo.

La Wollastonita es un silicato de calcio con formula molecular CaSiOs, la cual ha sido utilizada
como biomaterial en huesos artificiales y raices dentales debido a su buena bioactividad y
biocompatibilidad. También se ha utilizado como fase de refuerzo para fabricar biocompdésitos
con propiedades mecanicas mas eficientes. Gracias a las caracteristicas que presenta la
Wollastonita, tiene grandes aplicaciones como biomaterial individual, en fase de refuerzo o

como recubrimiento de otros mismos (5,7).

JesUs Peralta Haley
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Por otro lado, la Wollastonita natural representa un mineral de gran importancia regional en el
Estado de Sonora, ya que en Hermosillo, la Compafiia Minera NYCO S. A de C. V., realiza
operaciones en el depésito “Pilares”, produciendo Wollastonita de alta pureza, la cual podria
ser utilizada directamente como biomaterial en diversas aplicaciones clinicas. Asimismo, el uso
de materiales naturales en lugar de materiales sintéticos reduce el costo de produccion de los
implantes. Ademads, a diferencia de los materiales sintéticos, la Wollastonita natural tiene una
forma acicular caracteristica con relaciones longitud/didmetro entre 15-20 o mas, lo cual
presumiblemente facilita la produccion de una malla entretejida de fibras de Wollastonita

proporcionando el refuerzo en el biocompasito.

Por otro lado, estudios recientes han demostrado que la Wollastonita, ademas de mejorar las
propiedades mecénicas de los materiales, también influye directamente en la propiedades
bioactivas de los mismos, generando capas de “apatita neoformada” mas gruesas y densas (7),
con lo cual se lograran contactos mas directas entre estos materiales de implante y los tejidos
vivos del organismo, asi como eventualmente uniones mas directas, producto de la

osteoconduccidn, dando lugar a la formacion de tejido éseo, mediante la actividad celular.

Por tal razén, este trabajo de investigacion pretende sintetizar Hidroxiapatita mediante la
técnica sol-gel, utilizando nitrato de calcio (Ca (NOs),) y fosfato de amonio ((NH4)sPO.), y asi
mismo producir compésitos de Hidroxiapatita-Wollastonita, con diferente porcentaje en peso de
Wollastonita natural de alta pureza, utilizada como fase de refuerzo, para incrementar las
propiedades mecanicas y bioactivas de la Hidroxiapatita. Para finalmente, proponer un material
0 serie de biomateriales compuestos alternativos, completamente caracterizados desde el
punto de vista estructural y biolégico, para su utilizacion en la reparacion de los tejidos duros

del organismo.

. _ 1
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.2 Objetivo General

El objetivo general de este trabajo comprende la sintesis, caracterizacion y evaluacion de las
propiedades bioldgicas, de biocompdésitos de Hidroxiapatita-Wollastonita, preparados mediante
la técnica sol-gel.

1.3 Objetivos Especificos

Para lograr tal objetivo se plantean los siguientes objetivos particulares.

1. Producir Hidroxiapatita mediante la técnica sol-gel utilizando como agentes precursores,
Nitrato de Calcio (Ca (NO3),) y Fosfato de Amonio ((NH4)sPO,).

2. Caracterizar estructuralmente el producto de Hidroxiapatita.

3. Producir una serie de biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita, mediante la técnica

sol-gel con diferente porcentaje en peso de Wollastonita natural de alta pureza.
4. Caracterizar los biocompésitos estructuralmente.
5. Evaluar las propiedades biol6gicas de los biocompdsitos in vitro:

e Bioactividad.

. _ 1
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CAPITULO 2

REVISION BIBLIOGRAFICA

Reconstruir partes dafiadas del ser humano ya es una realidad. M&s de cincuenta millones de
personas en todo el mundo tienen implantado algun tipo de protesis y es un hecho bien
conocido en nuestra sociedad la utilidad y necesidad de todo tipo de implantes, siendo raro que

en nuestro entorno no conozcamos algun caso de familiar o amigo que los necesite.

Los materiales que se emplean para la fabricacion de implantes son de naturaleza diversa;
pueden elaborarse con tejidos de los mismos pacientes (autoinjerto), con tejidos de algun
donante humano (homoinjerto) o de otras especies (heteroinjerto), asi como a partir de
materiales hechos por el propio hombre (aloinjertos); a estos Ultimos se les conoce como
biomateriales, y pueden ser de origen sintético o natural (pero modificados por el hombre).
Estos se utilizan en la fabricacion de dispositivos médicos capaces de desempefiar diferentes

funciones en el organismo humano.

Los biomateriales estan destinados a su aplicacion en seres vivos, y para su fabricacién se
requiere la coordinacion de expertos de muy diversos campos. El campo de los biomateriales
ha experimentado un espectacular avance en los Ultimos afios y una motivacion importante,

para ello ha sido el hecho de que la esperanza de vida aumente de forma considerable (23).

Los biomateriales deben cumplir con las condiciones de ser biocompatibles y asegurar una
determinada vida media. A su vez, tienen que aportar las prestaciones especificas que requiera
la aplicacibn a que vayan destinados. Hoy en dia muchos biomateriales son disefiados,
sintetizados y procesados con el Unico fin de tener una aplicacién en el campo médico (24). La
ciencia y la tecnologia de biomateriales constituyen un campo con retos serios que exigen una
intensa actividad de investigacion, desarrollo y aplicacion de numerosas disciplinas e

ingenierias (25).

e —
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CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

El fosfato de calcio mas utilizado en la fabricacion de implantes es la Hidroxiapatita, por ser el
compuesto mas parecido al componente mineral de los huesos, presenta buenas propiedades
como biomaterial, tales como biocompatibilidad, bioactividad, osteoconductividad y union
directa al hueso. Desde los afios 90 hasta hoy en la actualidad, se realizan innumerables
investigaciones para obtener un sistema que combine las ventajas mecanicas de los metales y
la afinidad biolégica de la Hidroxiapatita obtenida por diferentes métodos de sintesis, donde
destaca el método sol-gel (26).

2.1 Biomateriales.

Los biomateriales son materiales farmacoldgicamente inertes compuestos de unidades o
bloques de materiales derivados de sustancias biolégicamente naturales, utilizados para
reemplazamientos directos de tejidos o para ingenieria y modificacion de cualquier tejido,

6rgano o funcién de un cuerpo.

Generalmente se requiere un injerto o0 un sustituto de hueso para ayudar o completar la
reparacion de una deficiencia esquelética debida a trauma, tumores o desarrollo anormal, y asi
restaurar la funcion normal del tejido. Un Biomaterial no es mas que una sustancia 0 una
combinacién de sustancias que puede ser usada por un periodo de tiempo como un todo o
formando parte de un sistema que trata, aumenta o sustituye un tejido, 6rgano o funcién del
cuerpo. Es decir, un material no vivo usado como dispositivo médico dirigido a interactuar con

el sistema biolégico (8).

Algunos biomateriales contienen drogas y son considerados medicamentos, otros pueden
incluir células vivas y construir los llamados biomateriales hibridos (9). También hay
biomateriales que incluyen compuestos capaces de responder a sefiales provenientes del

medio bioldgico, estos reciben el nombre de materiales inteligentes.
Para el desarrollo de nuevos biomateriales deben tenerse en cuenta algunos factores como:

e Ser biocompatible, es decir, debe ser aceptado por el organismo, no provocar

gue éste desarrolle sistemas de rechazo ante la presencia del biomaterial

JesUs Peralta Haley
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CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

e Tener un tiempo de fatiga adecuado. Ser capaz de soportar cargas cuando sea
necesario. Esto permite el mantenimiento de la estructura de tal forma, que el
hueso formado pueda remodelarse adquiriendo cualidades que el hueso original.

e Ser quimicamente estable (no presentar degradacion en el tiempo) e inerte.

e Ser osteoactivo, es decir, debe estimular la formacion de nuevo hueso. La
osteoactividad se manifiesta en el caracter osteoinductor y/o osteoconductor del
implante. Alternativamente un material puede estimular la sustitucion por pasos,
es decir, al mismo tiempo que se reabsorbe se produce un nuevo hueso en su
lugar.

¢ Elimplante no debe causar molestias o dolor, refractura, sangramiento excesivo,
respuesta a cuerpo extrafio, deformidad o transmision de enfermedades. No
debe reabsorberse antes de la formaciébn de hueso nuevo, ya que puede
provocar formacion de cavidades y/o formacion de tensiones.

e No ser téxico, ni carcinégeno.

Por biocompatibilidad se entiende la capacidad del biomaterial o dispositivo médico implantable
para ser tolerado por el organismo o aceptado por el medio biol6gico que lo va a rodear, una
vez implantado. Pero ademas, cualquier disefio debe presentar buenas -caracteristicas
funcionales, pues debe ofrecer la suficiente estabilidad e integridad para mantener unas
condiciones 6ptimas del proceso curativo. La biodegradacion considera la descomposicion del
material, con rotura de los enlaces y su destruccion o modificacion, en un medio tan agresivo

como lo es el organismo humano.
2.1.1 Clasificacion de los Biomateriales.

Existen cuatro grandes grupos de materiales sintéticos usados para implantacion: metalicos,

ceramicos, poliméricos y compuestos de ellos (10).

1. Biomateriales metalicos.

Los metales se utilizan como biomateriales debido a su excelente conductividad eléctrica,

térmica y a sus propiedades mecanicas.
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Algunos metales se utilizan como sustitutos pasivos para el remplazo de tejidos duros como es
el caso de la cadera y las articulaciones presentes en las rodillas, para la consolidacion y
reparacion de alguna fractura, como las placas 6seas y los tornillos de fijacion de la columna
vertebral, asi como implantes dentales, por sus excelentes propiedades mecanicas y

resistencia a la corrosion.

La primera aleacion metalica desarrollada especificamente para uso humano fue el "acero de

vanadio " que se utilizaba para fabricar placas para fracturas Oseas (placas Sherman) y
tornillos. La mayoria de los metales como el hierro (Fe), el cromo (Cr), cobalto (Co), niquel (Ni),
titanio (Ti), tantalio (Ta), niobio (Nb), molibdeno (Mo), y el tungsteno (W), que se utilizan para
hacer aleaciones para la fabricacién de implantes sélo puede ser tolerado por el cuerpo en

cantidades minimas.

Algunos de los elementos metalicos, en formas naturales, son esenciales en las funciones de
los globulos rojos (Fe) o la sintesis de la vitamina B12 (Co), pero no pueden ser tolerados en
grandes cantidades en el cuerpo. La biocompatibilidad del implante metélico es de gran
preocupacion debido a que estos implantes se pueden corroer en un medio ambiente in vivo
(11).

2. Biomateriales ceramicos v cristalinos

Los cerdmicos se utilizan como componentes de implantes de cadera, implantes dentales,
implantes de oido medio, y valvulas del corazén. Sin embargo, estos biomateriales se han
utilizado extensamente menos que cualquiera de los metales o polimeros. Algunos ceramicos

gue han sido utilizados para aplicaciones biomédicas se enlistan en la Tabla 1 (12).

e —
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Tabla 1. Cerdmicos utilizados en aplicaciones biomédicas

Ceramico Formula Quimica Comentario
Alimina Al>,O3 Bioinerte
Zirconia ZrO;

Carbdn Pirolitico

Bioglass Na,OCaOP,03SiO Bioactivo
Hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH)2
(sinterizada a altas
temperaturas)
Hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH)2 Biodegradable
(sinterizada a bajas
temperaturas)
Fosfato tricalcico Caz(P0O.)2

Las propiedades biolégicas de los biomateriales, relacionadas con su interaccion con el medio

fisiolégico que los rodea, se pueden clasificar en:

Bioinertes: se refiere a un material que conserva su estructura en el cuerpo después de la

implantacién y no induce ninguna reaccién inmunoldgica en el huésped.
Bioactivos: se refiere a materiales que forman enlaces con los tejidos vivos.

Biodegradables: se refiere a materiales que se degradan (por descomposicion hidrolitica) en el
cuerpo mientras estan siendo remplazados por regeneracion de tejido natural, los subproductos
guimicos de los materiales de degradacion son absorbidos y se liberan a través de los

procesos metabdlicos del cuerpo (12).
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Las propiedades deseables en un bioceramico son (11):

o No ser téxico.

¢ No ser cancerigeno.

¢ No ser alérgico.

¢ No ser inflamatorio.

e Debe ser biocompatible.

e Debe ser biofuncional durante toda su vida en el huésped.

Estructura y propiedades de los biomateriales ceramicos.

Los ceramicos son materiales compuestos de elementos metalicos y no metalicos unidos por
enlaces i6nicos y / o covalentes. Al igual que los metales, los enlaces interatbmicos en los
ceramicos crean estructuras cristalinas en tercera dimension y de largo alcance. Los electrones
en los enlaces i6nicos y covalentes estan localizados entre los iones constituyentes o atomos.
En consecuencia, los cerdmicos son tipicamente aislantes eléctricos y térmicos. Los fuertes
lazos i6nicos y covalentes también hacen a los ceramicos duros y quebradizos, debido a que
los planos de la red cristalina que forman los a&tomos no pueden deslizarse unas sobre otras.
Por otra parte, los ceramicos son sensibles a la presencia de grietas u otros defectos. La
naturaleza iénica y / o covalente de los ceramicos también influye en su comportamiento

quimico (12).

Degradacion de los biomateriales ceramicos.

A pesar de que no se someten a la corrosion, los cerdmicos son susceptibles a otras formas de
degradacién cuando se exponen al medio ambiente fisioldgico. El mecanismo y la velocidad de
degradacién dependen del tipo particular del cerdmico. Por ejemplo la alimina, que se
considera un ceramico bioinerte, experimenta una disminucién en su resistencia dependiendo
del tiempo que permanece inmersa en una solucion salina in vitro y después de la implantacion,
proceso que puede deberse a una disolucion preferencial de impurezas que resulta en la
propagacion de grietas. Otro ejemplo son los fosfatos de calcio que debido a su similitud con
los componentes minerales de los huesos, son reabsorbidos por los osteoclastos (células que

descomponen los huesos) (12).
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Propiedades mecanicas de los biomateriales ceramicos.

Los principales inconvenientes para utilizar los cerdmicos como implantes son su fragilidad y su
baja propiedad de resistencia a la traccién. En la Tabla 2 se muestran las propiedades
mecanicas de algunos biomateriales. A pesar de que pueden tener una resistencia excepcional
cuando son sometidos a compresion, los ceramicos fallan a magnitudes bajas de tension al ser
sometidos a traccion o flexion. Las propiedades mecénicas de los fosfatos de calcio los hacen
inadecuados como implantes de carga. Clinicamente, la Hidroxiapatita se ha usado como un
relleno de defectos 6seos y como implante en sitios anatomicos libres de carga (por ejemplo, el
hueso del tabique nasal y el oido medio). Ademas, la Hidroxiapatita se ha usado como
revestimiento sobre biomateriales ortopédicos metalicos, asi como implantes dentales para
promover su fijacion en el hueso. En estos casos, el metal subyacente lleva la carga, mientras
gue los lazos que rodean al hueso son fuertemente ligados por la Hidroxiapatita (12).

Tabla 2. Propiedades mecéanicas de biomateriales ceramicos.

Médulo de Resistenciaala Resistenciaala
Young E (GPa) compresion Oycs tracciéon Oy (MPa
(MPa)

Alimina 380 4500 350
Bioglass-ceramicos 22 500 56-83
Fosfatos de Calcio 40-117 510-896 69-193

Carbon Pirolitico 18-28 517 250-560

3. Biomateriales poliméricos

Los polimeros son los materiales mas utilizados en aplicaciones biomédicas. Estos son los
materiales de eleccién para los dispositivos cardiovasculares, asi como para la sustitucion y el
aumento de diversos tejidos blandos. Los polimeros también se utilizan en sistemas de

suministro de farmacos, en el diagndstico del

SIDA, y como un material de andamiaje para aplicaciones de ingenieria de tejidos.
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Algunos ejemplos de aplicaciones actuales incluyen los injertos vasculares, valvulas cardiacas,
corazones artificiales, implantes mamarios, lentes de contacto, lentes intraoculares, los
componentes de oxigenadores extracorporeos, dializadores y las unidades de plasmaféresis,
revestimientos para tabletas y capsulas farmacéuticas, suturas, adhesivos, y los sustitutos de

sangre (12).

4. Biomateriales compuestos

Los materiales compuestos son sélidos que contienen dos o mas materiales constituyentes o

fases distintas, en una escala mayor que la atémica. El término

"compuesto” generalmente se reserva para aquellos materiales en los que las distintas fases se
separan en una escala mayor que la atbmica, y en el que las propiedades tales como el médulo
elastico se modifican significativamente en comparacion con las de un material homogéneo. En
consecuencia, los plasticos reforzados con fibra de vidrio, asi como materiales naturales tales
como los huesos son vistos como materiales compuestos, pero las aleaciones como el latén no

lo son.

Los materiales compuestos ofrecen una variedad de ventajas en comparacion con los
materiales homogéneos. Estos incluyen la habilidad para el cientifico o ingeniero de ejercer un

control considerable sobre las propiedades del material.

Tienen el potencial para ser rigidos, fuertes y ligeros, asi como para ser altamente resistentes y
compatibles. En biomateriales, es importante que cada componente del material compuesto
sea biocompatible. Ademas, la interfaz entre los constituyentes no debe ser degradada por el
entorno del cuerpo. Algunas aplicaciones de los materiales compuestos como biomateriales
son: (1) compuestos para rellenos dentales, (2) metil-metacrilato reforzado con cemento 6seo y
polietileno de ultra alto peso molecular, utilizados en la cabeza femoral, (3) implantes

ortopédicos con las superficies porosas (11).

e Tener un disefio de ingenieria perfecto; esto es, el tamafio y la forma del implante deben
ser los adecuados.
e Ser relativamente barato, reproducible y f4cil de fabricar y procesar para su produccion en

gran escala.
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2.2 Hidroxiapatita.

El termino apatita fue aplicado por primera vez a minerales en 1788 por Werner, actualmente
se refiere a una familia de cristales que corresponden a la formula M10(RO4)6X2, donde M es
habitualmente calcio, R fésforo y X un hidréxido o un compuesto halogenado como fluorina.
Con el desarrollo de la difraccion de rayos X se confirmé, en 1926, que la fase inorganica del
hueso era una apatita (27).

La Hidroxiapatita es una apatita compuesta esencialmente por fosforo y calcio. Su férmula
corresponde a Caio (PO4)s(OH)2, con una relacion de calcio fosforo de 1.67. La Hidroxiapatita
es el principal componente inorganico del hueso de los vertebrados; también la encontramos en
la dentina y el esmalte dental (13).

El fosfato de calcio méas utilizado en la fabricacién de implantes es la Hidroxiapatita, por ser el
compuesto mas parecido al componente mineral de los huesos, presenta buenas propiedades
como biomaterial, tales como biocompatibilidad, bioactividad, osteoconductividad y unién
directa al hueso. La Hidroxiapatita no es conveniente para usar en partes que soporten peso.

Por eso, la Hidroxiapatita es ideal para usar como un recubrimiento de implantes metélicos.

Este fosfato de calcio, que se puede obtener de forma sintética, presenta caracteristicas de
biocompatibilidad, no toxicidad, estabilidad quimica, osteoconduccién y bioactividad; tales
propiedades hacen al material muy practico para usos médicos. La Hidroxiapatita se puede
usar como reemplazo de partes pequefias de hueso, relleno de cavidades en odontologia,
recubrimiento de superficies de metales para implantes, refuerzo en materiales compuestos y
como liberador de medicamentos, entre otros. Para una aplicacion determinada se requieren
diferentes caracteristicas de la Hidroxiapatita, como pueden ser su capacidad de reabsorcion o
bioactividad (14).

La Hidroxiapatita sintética, es un fosfato de calcio con la composicién quimia mas parecida al
componente mineral de los huesos, presenta buenas propiedades como biomaterial,
destacandose la biocompatibilidad con los tejidos vivos. La Hidroxiapatita sintética de origen
ceramico esta constituidas por particulas esféricas de alta densidad y pureza. Se considera una

ceramica ya que se obtiene por los calentamientos de fosfatos calcios amorfos obtenidos. El
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medio utilizado y las temperaturas aplicadas, consideran la estructura cristalina, la porosidad y

la solubilidad del producto resultante.

Figura 1. Estructura de la Hidroxiapatita Cal0-x (HPO.)x(POa)s-x(OH).-x . Departamento de
Quimica, Universidad del Estado de Moscu (15).

Las ceramicas de fosfato de calcio o bioactivas, como la Hidroxiapatita, han demostrado en
estudios realizados a lo largo de las 3 Ultimas décadas, ser biocompatibles, no toxicas y

capaces de unirse al hueso, permitiendo una verdadera osteointegracion.

A pesar de que la Hidroxiapatita sintética presenta buenas propiedades mecanicas estaticas,
una vez impuestas en condiciones fisiolégicas su resistencia a la fatiga es baja. Por tanto la
mayor parte de la Hidroxiapatita sintética no es apta para aplicaciones que precisen carga
mecanica. Se utiliza exitosamente como sustituto de injerto 6éseo para rellenar defectos
metafisiarios y como recubrimientos de sustratos de otros materiales con mejores propiedades
mecanicas. Actualmente se estudian diferentes minerales que proporcionen a la Hidroxiapatita
una fase de refuerzo que aumenten sus propiedades mecénicas sin afectar sus propiedades

bioldgicas. (16
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Tabla 3. Propiedades mecénicas tipicas de la Hidroxiapatita. (18)

Propiedad Caracteristica
Densidad Teorica 3.156 g/ml
Dureza 5 mohs
Esfuerzo de Tension 40 - 100 MPa
Esfuerzo de Flexién 20 - 80 MPa
Esfuerzo de Compresion 100 - 900 MPa
Fractura Aprox. 1 MPam "
Maodulo de Young 70 — 120 GPa

2.3 Wollastonita.

La Wollastonita es silicato de calcio que se encuentra en forma natural con férmula molecular
CaSiOs, tiene una composicion en peso tedrica de 48.3% de 6xido de calcio (CaO) y 51.7% de
diéxido de silicio (SiOy).

Aunque la Wollastonita es en su mayoria pura, también puede contener algo de fierro,
magnesio, manganeso, aluminio, potasio, sodio, o estroncio sustituyendo al calcio en la
estructura del mineral. La Wollastonita pura presenta un blanco brillante (Figura 2),
dependiendo del tipo y la cantidad de impurezas aparece de color gris, café o diferentes

tonalidades de rojo (17).

e —
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Figura 2.- Wollastonita natural.

La Wollastonita presenta las propiedades fisicas siguientes:

Férmula: CaSiO3 - Ca3 [Si309]
Densidad: 2.8 — 3.1 g/mL

Punto de fusion: 1,540°C

Dureza segun la escala de Mohs: 4.5 - 5.0
Sistema cristalino: triclinico

Color: blanco a grisaceo traslucido

Color de raya en placa de porcelana: blanca

pH: 8.0-9.0
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La Wollastonita presenta forma acicular, (forma de agujas), misma que le permite ser utilizada
como un componente de refuerzo para otros materiales. La Figura 3 muestra la morfologia
acicular tipica de la Wollastonita, la cual confiere mayor eficiencia mecanica en los materiales

compuestos donde se encuentra presente.

Figura 3.- Morfologia acicular tipica de la Wollastonita (17).

En la Wollastonita, los iones de calcio se encuentran en un entorno octaédrico rodeados de 6
atomos de oxigeno (Figura 4). En la naturaleza pueden encontrarse otros iones que sustituyen
al calcio como el hierro y el manganeso formando ferrowollastonita y manganowollastonita
respectivamente (18).
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(c)

o )

J)y

Figura 4. Estructura de la Wollastonita, CaSiOs: (a) Cadena de SiOa, (b) Estructura cristalina,

(c) Ejes cristalograficos de una estructura triclinica.

Respecto a su geologia econémica, México es uno de los principales paises productores a
nivel mundial, conjuntamente con EUA, India, Finlandia y China. Practicamente, la totalidad de
la produccion nacional se destina a la exportacion. Los principales yacimientos se encuentran
en el estado de Sonora (Hermosillo, NYCO-Minerals), Zacatecas (Panfilo Natera) e Hidalgo
(Villa Juérez), siendo el deposito de Hermosillo de gran escala y los de Panfilo Natera y Villa

Juérez, de pequefia y mediana produccioén (18).
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La reaccibn metamorfica entre silice y carbonato de calcio para formar Wollastonita ocurre
aproximadamente a 450-600°C y profundidades cercanas a la superficie (17). La reaccion

guimica a través del contacto metamorfico de silica y caliza ocurre segun la reaccién siguiente:

CaCO3 + Si02 CaSiO3 + C0O2 (1)

La Wollastonita es un mineral polimorfo, es decir, posee diferentes estructuras fisicas bajo la
misma composicion quimica CaSiO3. Los dos polimorfismos mas conocidos son: Wollastonita
formada a baja temperatura, (B-Wollastonita) y pseudo Wollastonita formada a alta
temperatura, (a-Wollastonita). Existen dos formas estrechamente relacionadas del polimorfismo
a baja temperatura, las cuales son: Wollastonita en si, que posee una estructura cristalografica
triclinica (Wollastonita-1T) y la que posee una estructura cristalografica monoclinica conocida
como parawollastonita o Wollastonita-2M.

Desde la década de los 90, la Wollastonita ha sido considerada objeto de estudio como
material artificial para implante en huesos y piezas dentales, debido a que este material exhibe
buenas caracteristicas de biocompatibilidad y bioactividad, tanto en estudios “in vitro” como en
estudios “in vivo”. Varios investigadores han reportado una rapida formaciéon de una capa de
apatita sobre la superficie de la Wollastonita, comparada con las capas obtenidas sobre otros
materiales ceramicos como biovidrios y vitrocerdmicos cuando estdn inmersos en fluidos
fisiol6gicos simulados (SBF). Por otro lado, numerosos estudios toxicoldégicos han demostrado
gue la Wollastonita es un material totalmente biocompatible, por lo cual se considera que no

presenta propiedades adversas para la salud (18)

2.4 Fluido fisiolégico simulado (SBF).

Una de las principales caracteristicas de los materiales bioactivos es la habilidad para formar
capas de apatita sobre su superficie cuando se ponen en contacto con fluidos fisiol6gicos in
vivo o con fluidos fisiolégicos simulados (SBF) in vitro. Estas capas estan asociadas con la
bioreactividad, y se ha comprobado que son responsables de los enlaces de ceramicos

bioactivos con el hueso huésped.
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En afios recientes los estudios in vitro de bioactividad de nuevos materiales candidatos para
implantacién se han incrementado considerablemente. En los primeros estudios in vitro de
bioactividad de biovidrios, desarrollados por Hench y colaboradores en una solucion bufer de
tris (hidroximetil) aminometano con HCI a un pH de 7.25 (tris bufer) a 37°C se encontré que
ocurre una liberacién de iones calcio y fésforo hacia la solucion, asi como una modificacion del
pH y crecimiento de una capa de apatita sobre la superficie del biovidrio. En 1990 Kokubo y
colaboradores propusieron una solucion fisiolégica simulada SBF, la cual es una solucién sin
células, con un pH y una concentracion iénica similar al plasma sanguineo humano. La solucion
SBF contiene iones Ca?" y HPO42, lo cual le permite ser usada para estudiar la bioactividad in
vitro una gran variedad de materiales. En este tipo de estudios in vitro, cuando los materiales
bioactivos se ponen en contacto con esta solucion, ocurren tres fenomenos: i) liberacién de
iones, ii) modificacion del pH vy iii) crecimiento de una capa de apatita sobre la superficie del
material (20).

Los investigadores TadashiKokubo y Larry Hench, en trabajos independientes, confirmaron la
formacion de apatita sobre la superficie del biovidrio 45S5 en al ponerse en contacto con la
slocién SBF. El analisis por las técnicas de difraccién de rayos-X de pelicula delgada (TF-XRD),
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR), microscopio electrénico de
barrido y microscopio electrénico de transmision, de la capa de apatita neoformada, mostré que
ésta era similar al componente inorganico de los huesos, tanto en estructura como en
composicion. Con base en estos resultados, posteriormente se establecié que los osteoblastos
presentaban preferencialmente la capacidad de proliferar, para producir colageno y apatita y
consecuentemente formar un fuerte enlace quimico entre el material de implante y el hueso

vivo a través de esta capa de apatita (21).
2.4.1 Disefio de la Solucién de FluidoFisiologico Simulado (SBF).

En 1991 TadashiKokubo, propuso que la bioactividad “in vivo” de un material puede predecirse
mediante el analisis de su habilidad para formar una capa de Hidroxiapatita carbonatada sobre
su superficie, al ponerse en contacto con una solucion SBF. Asimismo, propuso la composicion
y concentraciones de los diferentes iones en esta solucién, la cual se presenta en la Tabla 4,

comparada con la composicion del plasma sanguineo humano.
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Tabla 4. Concentracion del fluido fisiologico simulado (SBF) propuesto por Kokubo, comparada

con el plasma sanguineo humano.

Concentracion de los iones (mM)

Na® KE' Mg Ca* Cl HCO,; HPOS 50
5BF 1420 50 15 25 1478 420 10 0.5
Plazma Sanguines 142.0 50 15 25 103.0 270 1.0 0.3

pH ajustade a 7.4 por adicion de Tns-(Hidroximetl}-aminometano (CH2OH):CINH2) v
HC11Ma 3T°C.

Es preciso mencionar, que la composicién de la solucion SBF mostrada en la Tabla 4, es una
formulacién corregida por el mismo Kokubo, conocida como “corrected SBF (c-SBF)” ya que la
formulacion original (original SBF), no consideraba a los iones SO42* contenidos en el plasma
humano. Sin embargo, esta solucién c-SBF se reporta convencionalmente como solucion SBF

en la mayoria de las investigaciones relacionadas con esta técnica.

Esta formulacién ha sido objeto de varias modificaciones, las cuales tratan de corregir las

diferencias existentes entre esta solucién y el plasma sanguineo.

Como se observa en la Tabla 4, esta solucion corregida comparada con el plasma sanguineo
humano es audn rica en ion CI y deficiente en ion HCO3". En 2003 Oyane y colaboradores,
trataron de corregir estas diferencias formulado una solucion SBF conocida como “revised SBF
(r-SBF)”, en la cual las concentraciones de CI"y HCO3" fueron respectivamente disminuida e
incrementada, hasta alcanzar los niveles del plasma sanguineo humano. Sin embargo, como el
carbonato de calcio tiene fuerte tendencia a precipitar, no solo se produjeron precipitados de
apatita sino también de calcita. En 2004 Takadama y colaboradores, propusieron una nueva
modificacion en la solucion SBF, conocida como “newlyimproved SBF (n-SBF)” en la cual solo
disminuyeron la concentracién del ion CI hasta el nivel del plasma sanguineo, dejando la
concentracion del ion HCO3 igual a la del c-SBF. Esta nueva formulacion fue comparada con

la formulacién convencional propuesta por Kokubo (c-SBF), con respecto a su estabilidad y
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reproducibilidad para producir apatita sobre materiales sintéticos, con lo cual se constat6 que el

comportamiento del c-SBF no difiere del n-SBF en estos dos aspectos (18).

En el 2003 se presentd ante el Comité Técnico ISOTC/150 de la Organizacién Internacional
para la Estandarizacién, la metodologia para la preparacion de esta formulacién convencional
para la solucién c-SBF, como una solucion indicada para la medida “in vitro” de la habilidad de
los materiales de implante para formar una capa de apatita sobre su superficie, como una
prediccion de la bioactividad de estos materiales al momento de ser implantados dentro del
organismo (21).

2.4.2 Analisis de Bioactividad en Materiales de Implante.

El ensayo de bioactividad es uno de los analisis que se realiza a los materiales de implante,
entre ellos los biocerdmicos, el cual consiste en poner a estos materiales en contacto con
fluidos fisiolégicos simulados, emulando las condiciones del cuerpo humano, con el fin de
determinar su comportamiento dentro del organismo y definir la posibilidad de su aplicacion
como materiales de implante con caracter bioactivo. La bioactividad consiste en una
modificacion superficial de los materiales, generada por su reaccion con los fluidos fisiolgicos,
dando lugar la formacién de una capa neoformada de Hidroxiapatita carbonatada (CHA), un
material biol6égicamente activo, el cual es quimica y estructuralmente equivalente a la fase
mineral del hueso, permitiendo la union interfacial del implante con el tejido conectivo, logrando
eventualmente igualar el comportamiento mecanico del implante con el tejido a remplazar. Los

bioceramicos que presentan esta caracteristica se les denomina Bioactivos (18).

El procedimiento para evaluar la habilidad de los materiales de implante para formar
Hidroxiapatita carbonatada sobre sus superficies, al ponerse en contacto con soluciones

fisiolégicas simuladas, se fundamenta en los aspectos siguientes:

Pruebas de Bioactividad Mediante Inmersién de Materiales en Soluciones SBF.

a) Una vez formulada la solucion SBF, se procede a calcular el volumen apropiado de la

misma, de acuerdo a las dimensiones del espécimen a evaluar.
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Materiales densos.

Para estos materiales, se miden las dimensiones del espécimen y se calcula su é&rea
superficial. Seguidamente se calcular el volumen de solucion SBF que serd usado para el

andlisis de acuerdo con la ecuacion siguiente:

Sa

VS:E

Donde Vs es el volumen de la solucion SBF en mly Saes el area del espécimen en mm?,

Materiales porosos.

Para materiales con alta porosidad, el volumen de solucion SBF utilizado para el andlisis, debe

ser mayor al calculado con la ecuacion descrita anteriormente.

b) Una vez calculado el volumen adecuado de la solucion SBF, este se coloca en un recipiente
de plastico. Después de calentar la solucién a 37°C, el espécimen se sumerge completamente

en ella.

c) Después de sumergir el espécimen en la solucién SBF y mantenerlo a 37°C, el analisis de
bioactividad se puede realizar en diferentes intervalos de tiempo dentro de las primeras cuatro
semanas. Lo anterior se debe a que los materiales bioactivos, generalmente producen una
capa de hidroxiapatita carbonatada sobre sus superficies, dentro de las primeras cuatro
semanas de inmersion.

d) Una vez transcurrido el tiempo de andlisis, el espécimen se saca de la solucién SBF y se
lava con agua deionizada. Seguidamente se seca a temperatura ambiente.

e) Finalmente se analiza la nueva capa formada sobre la superficie de los materiales, asi como

también, la carga i6nica y el pH de la solucion SBF remanente (8).

e —
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2.5 Proceso Sol-Gel.

La técnica Sol-Gel es una herramienta experimental utilizada para el desarrollo de nuevos
materiales con aplicaciones tecnoldgicas importantes. Este procedimiento quimico consiste en
transformar una solucion que contiene un ion metélico en una gelatina o un precipitado,
mediante reacciones quimicas en condiciones sencillas de presion y temperatura ambiente.
(18)

Este procedimiento consiste de cuatro etapas:

e Preparacion del sol.
e Gelificacion.
e Envejecimiento.

e Secado y tratamiento térmico.

Esta técnica nos permite formar materiales puros con la ventaja de ser una ruta econémica y

relativamente sencilla de llevar a cabo.

Un sol es una suspension coloidal de particulas sélidas en una fase liquida, donde las
particulas dispersas son lo suficiente pequefias para permanecer suspendidas por el
movimiento Browniano. Un gel es una red de material solido conteniendo un componente

liquido, ambos componentes se encuentran en estado altamente disperso.

Preparacion del Sol.

Un sol es una suspension coloidal de particulas sélidas en un liquido, existen dos vias basicas
para obtener los soles: los sistemas acuosos y los sistemas organicos. En los sistemas
acuosos se utilizan como precursores o6xidos, hidroxidos y sales tanto organicas como
inorganicas, estos compuestos se dispersan o se disuelven en agua. Los sistemas organicos
se obtienen a partir de compuestos metal-organicos (principalmente alcoxidos) disueltos en un
solvente orgénico, que generalmente es un alcohol. Durante esta etapa se desarrollan
reacciones de “hidrélisis” de los alcoxidos metalicos con el agua, formandose hidréxidos

metdlicos. Asimismo, los hidroxidos metéalicos se combinan para producir 6xidos metalicos,
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liberando ademas una molécula de agua o de alcohol, razén por la cual, esta segunda reaccién

recibe el nombre de “condensacion”.
Gelificacion.

Una vez realizadas las reacciones de hidrélisis y condensacion del proceso anterior, prosigue la
formacion de agregados, los cuales se enlazan hasta formar un Gnico agregado gigante
denominado gel. En el momento de formacién del gel hay muchos agregados en el sol que se
unen entre si para formar una red solida, lo cual le da la elasticidad al gel mientras ocurre un

cambio abrupto de la viscosidad.

Envejecimiento.

Luego de la gelificacion el sistema continla reaccionando, dando lugar a reacciones de
“polimerizacién”, donde aumenta la densidad y la resistencia mecanica del sélido. Ocurren

también otras reacciones como sinéresis, maduracion y cambios de fase.

Secado y Tratamiento Térmico.

La fase liquida constituye la mayor parte del volumen del gel himedo. El secado de esta fase
liquida ocurre mediante evaporacion, la cual causa una contraccion acompafiada de

endurecimiento del gel, estos geles secos también reciben el nombre de “xerogeles”.

Durante el tratamiento térmico ocurren una serie de cambios fisicos y quimicos en los
materiales, los cuales pueden llevar a la transformacion de fases existentes y la aparicién de
nuevos compuestos. Estos cambios pueden ser analizados mediante técnicas como el analisis

termogravimétrico y dilatometria entre otras.

e —
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Sintesis y caracterizacién de biocompadsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita

Procedimiento experimental.

Los biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita se prepararan mediante la técnica
sol-gel utilizando nitrato de calcio, fosfato de amonio y Wollastonita natural de alta
pureza (98.25%) como fase de refuerzo. La cantidad de los agentes precursores se
fijara de tal forma que se obtenga la relacion molar Ca/P igual a 1.67, las cantidades de
Wollastonita se fijaran de tal forma que se obtengan porcentajes en peso de 0, 20, 50,

80 y 100% de este material en los biocompdsitos.

La sintesis de los biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita se desarrollara
mediante las siguientes etapas: i) para producir aproximadamente 1.0 gr de
Hidroxiapatita pura, se disolveran 0.1639 moles de nitrato de calcio en 5 ml de agua
deionizada, mediante agitacion ultrasonica, esto durante un lapso de 15 minutos,
después de que se haya mezclado totalmente, se agregaran 0.0979 moles de fosfato
de amonio y nuevamente mediante ultrasénico, por un tiempo de 30 minutos; para
obtener una relacién molar Ca/P igual a 1.67. ii) La mezcla de precursores se colocara
en un equipo con agitacibn magnética, por un lapso de 2 horas a temperatura
ambiente, en este tiempo se iniciara a controlar el pH, el cual debe de estar en los
rangos de 6 a 7 con amoniaco liquido. iii) Los geles se secaran a 120°C por un lapso

de 12 horas. iv) Una vez obtenido el gel seco, la mezcla se sometera a tratamiento

JesUs Peralta Haley
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA, 2016

26



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

térmico hasta 700°C, primeramente a una temperatura de 350°C y después hasta
700°C.

Figura 5. Proceso de agitacién ultrasénica.

Para producir los biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita, primeramente se suspendi6 la
cantidad adecuada de Wollastonita para obtener materiales con porcentajes en peso de 20%
(0.25 g), 50% (1 g) y 80% (4 g) en el volumen apropiado de agua para mantener una relacion
sélido-liquido constante de 1:2.25 (w/v) en todos los experimentos. Posteriormente se continud
con cada una de las etapas descritas anteriormente, hasta obtener la mezcla de geles secos
con la proporcién adecuada de Wollastonita natural.

Los geles secos fueron molidos en un mortero de agata hasta obtener un polvo fino y
posteriormente tratados térmicamente hasta 750°C, en un horno de alta temperatura
Thermolyne 46100 (Thermolyne, Bubuque, IA) en aire. La temperatura se elevd a razén de
10°C/min hasta llegar a la temperatura de 750°C, manteniéndose a esta condicion durante 5 h.
Seguidamente, los materiales se sacaron del horno permitiendo un enfriamiento subito al

medio ambiente.
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Figura 6. Imagen del procedimiento del secado de la mezcla de precursores.

Los biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita fueron caracterizados por las técnicas de
difraccion de rayos-X (XRD, por sus siglas en inglés), espectroscopia infrarroja de
transformadas de Fourier (FT-IR), espectroscopia de dispersion de energia (EDS), microscopia
electronica de barrido (SEM), y microscopia electrénica de transmision (TEM).

El diagrama de flujo del proceso integral de sintesis y caracterizacién de los biocompdsitos de

Hidroxiapatita-Wollastonita aparece en la Figura 7.
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Tabla 4.Composicion Quimica de la Wollastonita NYAD® M200, producida por la minera NYCO

S.Ade C.V.
Composicién Quimica CaSiOo3
Componente Valor Tipico (%)
CaO 46.25
SiO; 52
Fe>0Os 0.25
Al,O3 0.40
MnO 0.025
MgO 0.50
TiO> 0.025
K>0O 0.15
%wt. Pérdidas (1000°C) 0.40
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h 4
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A 4
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h 4
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Figura 7. Diagrama de flujo para la sintesis de biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita.
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3.1.1 Técnicas de Analisis.

Andlisis Térmico (ATG/ATD).

Para detectar las transformaciones que ocurren en los materiales con la modificacion de su
temperatura se utilizé el ATG, en combinacion con elATD. Ambos analisis se desarrollaron en
un equipo analizador simultdneo DSC-TGA (TA Instruments SDT 2990, New Castle, DE),
mostrado en la Figura 6. El intervalo de calentamiento fue de temperatura ambiente hasta
1000°C, a una velocidad de 10°C/min con un flujo de aire de 23 cm®min. Se utilizaron 3 mg de
muestra colocados sobre 10 mg de alimina.

Figura 8. Analizador Simultaneo DSC-TGA.
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Espectroscopia Infrarroja de Transformadas de Fourier (FT-IR).

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron con un espectrometro FT-IR Perkin-Elmer Modelo
Spectrum GX (Perkin-Elmer, Shelton CT). Las muestras fueron mezcladas con KBr y
prensadas para formar pastillas las cuales fueron analizadas en modo de transmision, en el
intervalo de 4000-400 cm™.

Espectroscopia de Dispersion de Energia (EDS)

Los espectros de dispersion de energia se obtuvieron con un microscopio electrénico de
barrido JEOL-5300, (Tokyo, Japan) equipado con un detector de rayos-X caracteristicos para el

andlisis cualitativo y semicuantitativo de la composicion quimica de las muestras.

Difraccidn Rayos-X (DRX).

Los patrones de difraccion de rayos-X se obtuvieron con un difractometro de polvos Phillips
X'PERT (Phillips Electronics, N.V. Eindhoven, Netherlands), con radiacion CuKA (40 mA, 45
KV) y velocidad de barrido de 1.2°/ min. En ambos casos, variando el angulo 26 desde 10°
hasta 80°.

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM).

Las imagenes de alta resolucién y los patrones de difraccion de electrones de area selecta
(SAED), se obtuvieron con un microscopio electrénico de transmision JEOL, JEM-2010F
(Tokyo, Japan). Las muestras fueron preparadas por dispersién de los polvos en agua
deionizada formando suspensiones muy diluidas. Se coloca una gota de esta suspension en

una rejilla de cobre recubierta con carbén.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

Para el andlisis de la morfologia externa de los materiales se utiliz6 un microscopio electrénico
de barrido JEOL-5300 (Tokyo, Japan), todas las micrografias presentadas se obtuvieron sin

ningun tipo de recubrimiento de los materiales.

Espectroscopia Fotoelectronica de rayos-X
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La composicién de las capas de apatita neoformada antes y después de la inmersién en la
soluciéon SBF se evalluo utilizando un espectroscopio fotoelectrénico de rayos-X CAMECA-
MAC-3 (Riber LDM-32, France).

Para evaluar las propiedades biolégicas de los biocompdsitos in vitro se realizaron las pruebas
de Bioactividad, mediante la interaccion de los materiales con un fluido fisiol6gico simulado
(SBF), similar a la carga i6nica del plasma sanguineo; y Citotoxidad, mediante la interaccion de
los materiales con patrones de células de referencia (fibroblastos), 3T3 Cell Line, analizando su
morfologia, sobrevivencia y proliferacion; asi mismo, se analizara la habilidad para la adhesion
de células osteoblasticas a los materiales de estudio, analizando de igual forma su

sobrevivencia en estas condiciones.

3.2 Sinterizacion de los biocompdésitos de Hidroxiapatita-Wollastonita.

Para las pruebas de sinterizacién, los biocompésitos se molieron mezclados con etanol durante
30 min en un molino de bolas de carburo de tungsteno FritschPulverisette 6 planetary mono
mill (Idar-Oberstein, Germany), a una velocidad de 200 rpm. Los materiales molidos se secaron
a 120°C para eliminar el etanol y obtener un polvo fino. Se produjeron tabletas cilindricas
mediante presion uniaxial de 0.5 g de polvo colocados en un troguel de 10 cm de diametro,

comprimidos en una prensa CarverpressHydraulicUnit

3912 (Carver Inc., Wabash, IN) a una presion de 220 MPa durante 5 min. Los experimentos de
sinterizacion se desarrollaron en un horno de alta temperatura Thermolyne 46100 (Thermolyne,
Bubuque, IA) a 1200°C. El proceso térmico se desarrollé a una velocidad de 2°C/min desde la
temperatura ambiente hasta la temperatura de sinterizacién, manteniéndose a esta temperatura
durante 5 h, seguido por un enfriamiento a una velocidad de 2°C/min. Los biocompésitos de
Hidroxiapatita-Wollastonita sinterizados contienen 0, 20, 50, 80 y 100% en peso de
Wollastonita, identificadas como 100H, 80H-20W, 50H-50W, 20H-80W y 100W

respectivamente.

Técnicas de Caracterizacién de los Biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita Sinterizados
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Los materiales sinterizados fueron caracterizados usando un difractometro de rayos X, X'PERT
XRD (Phillips Electronics, N.V. Eindhoven, Netherlands) en el rango de 26 de 20°-50°. La
microestructura de los biocompdsitos sinterizados se analizé usando un microscopio
electrénico de barrido JEOL 5300 SEM (Tokyo, Japan). La composicién elemental de las
superficies de los biocompaésitos se analiz6 mediante espectroscopia de dispersion de energia

(EDS), y espectroscopia fotoelectronica de rayos-X (XPS).

3.3 Evaluacién de las propiedades bioactivas de los biocompdédsitos de
Hidroxiapatita-Wollastonita.

Preparacion del Fluido Fisiolégico Simulado (SBF)

La solucién SBF se formulé a partir de los reactivos y las cantidades siguientes:

1. Cloruro de sodio, (NaCl, 99%, Jalmek, NL, México), 7.996 g/I.

2. Bicarbonato de sodio, (NaHCOs3, 99.7%, Jalmek, NL, México), 0.350 g/I.

3. Cloruro de potasio, (KCI, 99%, Jalmek, NL, México), 0.224 g/I.

4. Fosfato de potasio dibasico (K;HPO4.3H20, 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 0.228
g/l.

5. Cloruro de magnesio hexahidratado, (MgCl..6H.0, 99.3%, Jalmek, NL, México), 0.305
a/l.

6. Cloruro de calcio, (CaClz, 97.7%, Jalmek, NL, México), 0.278 g/l.
Sulfato de sodio, (Na2S04, 99%, Jalmek, NL, México), 0.071 g/l.

8. Tris-(Hidroximetil)-aminometano, ((CH>-OH)3CNH,, 99.8%, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ),
6.057 g/l.

9. Acido clorhidrico, (HCI, Fermont, NL, México), 1M.

En la preparaciéon de la soluciébn SBF debe evitarse el uso de recipientes de vidrio, ya que
sobre su superficie puede inducirse la nucleacion de apatita. En su lugar se deben utilizar

recipientes de plastico con superficies suaves.

La solucién SBF se prepar6 en un recipiente de plastico, disolviendo las cantidades apropiadas

de cada uno de los reactivos en agua deionizada, afiadiéndolos uno por uno, en el orden
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indicado anteriormente, hasta que cada reactivo se disolvié completamente. Se consumieron

aproximadamente 40 mL de HCI 1M, para ajustar el pH a a 7.4 en 1 L de solucién.

Dado que la solucién SBF es una soluciéon supersaturada, cualquier método de preparacion
inapropiado puede generar una precipitacion en la solucion. Por tal razén, en todo momento
durante la preparacién se debe distinguir una solucién transparente, libre de cualquier indicio
de precipitacion. Si aparece cualquier tipo de precipitado, la preparacion debe detenerse,

eliminar la solucién y empezar de nuevo.

Para preparar 1 L de solucion, primeramente los reactivos se disolvieron en 700 mL de agua
deionizada, la cual se ajusta previamente a 37°C en una placa calefactora provista de agitacion
magnética. Aproximadamente el 90% del acido clorhidrico se afiade antes de agregar el cloruro
de calcio.

Después de agregar el sulfato de sodio, el volumen de la solucion se ajusté a 900 mL con agua
deionizada, manteniendo la temperatura a 37°C.

Se Introdujo el electrodo de pH en la solucion, justo antes de agregar el tris-(hidroximetil)

aminometano, el pH de la solucién se encontréo = 2.0 £ 1.0.

Se afiadié el tris-(hidroximetil)-aminometano poco a poco, esperando a que se disolviera
completamente y observando el aumento gradual de pH en la solucidn, hasta que ésta alcanzé
un valor de pH = 7.3. Este reactivo no debe agregarse de forma rapida, ya que un incremento

radical del pH puede ocasionar una precipitacion de fosfato de calcio en la solucion.

Seguidamente se ajusto la temperatura a 37°C y se agregd mas tris-(hidroximetil)-aminometano

hasta alcanzar un valor de pH = 7.45 en la solucion.

Posteriormente se afiadid en gotas la cantidad de HCI 1M necesaria para ajustar el pH = 7.42,
agregando de nuevo la cantidad necesaria de tris-(hidroximetil)-aminometano para volver a
alcanzar un pH = 7.45, para bajarlo de nuevo hasta pH = 7.42 con HCI 1M, repitiendo esta
operacion hasta que todo el tris-(hidroximetil)-aminometano se agregé a la mezcla, ajustando
finalmente el pH = 7.42 con HCI 1M.
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|
Finalmente, se retird de la solucién el electrodo de pH, se lavé con agua deionizada y ésta se
agrego a la soluciéon. La solucion se retiré del recipiente plastico y se coloc6 en un recipiente
volumétrico, la superficie del recipiente plastico se lavé en repetidas ocasiones con agua
deionizada, esta agua de lavado se afadié a la solucién aforando aproximadamente hasta la

marca de 1 L.

Considerando que la disminucién de la temperatura puede afectar el volumen de la solucion, el
recipiente se tapd, la mezcla se colocé en un bafio a 20°C. Una vez que se alcanzd esta

temperatura, el recipiente se aforé exactamente a 1 L con agua deionizada.

El fluido se preservé en un recipiente de plastico herméticamente sellado a una temperatura de
5-10°C durante 30 dias.

Evaluacion de las Propiedades Bioactivas de los Materiales

La bioactividad de los biocompésitos de Hidroxiapatita-Wollastonita se evalué analizando la
nueva capa de apatita formada sobre la superficie de los materiales después de sumergirse en
40 mL de la solucién SBF durante 1, 2 y 3 semanas a 37°C, (Figura 9).

Después de cada periodo de evaluacion, las muestras se sacaron de la solucion, se lavaron

con agua deionizada y se secaron a temperatura ambiente.

Técnicas de Caracterizacion

El efecto de la interaccion de los materiales con el sistema fisiolégico simulado, se analiz6
evaluando las caracteristicas de las capas formadas sobre de los materiales. La evaluacion de
la morfologia y composicion de las capas se evalué mediante SEM/EDS, utilizando un
microscopio electrénico de barrido JEOL 5300 SEM (Tokyo, Japan).Para la determinacién de
los cambios en la concentracion de los iones Ca, P y Si, asi como los cambios de pH de la
solucion SBF durante el periodo de inmersion de las muestras, se utilizaron los equipos de

absorcién atébmica y colorimetria.
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—————|
€<—1—— SBF
Recipiente
Biocompasito 37°C
Estufa

Figura 9. Diagrama esquematico de un material inmerso en solucién SBF.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Articulo Publicado.

Nota. A continuacion se muestra el articulo en espafiol, el cual fue aceptado para la evaluacion

escrita.
Abstrac.

La Hidroxiapatita es un tipo de material a base de fosfatos de calcio con gran interés para las
aplicaciones biomédicas, debido a la similitud quimica que presenta este material a la parte
mineral del hueso humano. Sin embargo, la Hidroxiapatita sintética es esencialmente fragil; la
practica indica que el uso de Hidroxiapatita sin aditivos para la produccion de implantes no es
eficiente, debido a su baja resistencia. En el presente trabajo, se sintetizaron biocompésitos de
Hidroxiapatita-Wollastonita mediante una ruta sol-gel alternativa, utilizando nitrato de calcio y
fosfato de amonio como precursores de Hidroxiapatita, y se afiadié6 Wollastonita natural de alta
pureza en proporciones de 20, 50 y 80 por ciento en peso inmersos en medio acuoso. La
formacion de Hidroxiapatita se produce a una temperatura relativamente baja de
aproximadamente 350 °C, mientras que la Wollastonita permanece sin reaccionar.
Posteriormente, estos biocompoésitos se sinterizaron a 1200 °C durante 5 h para producir
materiales densos. Las técnicas de caracterizacion demostraron la presencia de Hidroxiapatita

y Wollastonita como fases Unicas en todos los productos.

Palabras clave: Hidroxiapatita; Wollastonita; Bioceramica; Biocompdsitos; Sol gel
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1. Introduccidn.

La Hidroxiapatita es el componente mineral predominante de los huesos de los vertebrados y
del tejido dental: los dientes y el esmalte. Sus aplicaciones clinicas son de gran importancia, ya
gue es el fosfato de calcio de cerdmica quimicamente mas similar a los cristales de la apatita
biolégica. Por esta razén, se han desarrollado muchas rutas de procesamiento para sintetizar la
Hidroxiapatita y sinterizar los polvos para formar una biocerdmica densa. Los métodos mas
comunes que se han reportado son: precipitacion, reaccion en estado solido, método sol-gel,
ruta hidrotérmal, técnicas de emulsién y microemulsion, reacciones mecano-quimicas y una
combinacién de reacciones mecano-quimicas, hidrotérmal y las reacciones asistidas por

ultrasonido (1 — 4).

El proceso sol-gel es uno de los métodos mas importantes para la produccion de biomateriales,
sus ventajas incluyen el uso de reactivos econémicos y facilmente de encontrar, es un método
eficaz para la preparacion de los polvos altamente puros debido a la posibilidad de mantener un
estricto control de los pardmetros durante el proceso.

Este método ofrece una mezcla molecular de calcio y fésforo, mejorando la homogeneidad
guimica. Ademas, la alta reactividad de los polvos sol-gel permite una reducciéon de la
temperatura durante su procesamiento y de cualquier fendbmeno de degradacion durante la

sinterizacion (5).

Sin embargo, las propiedades mecanicas de la Hidroxiapatita no son lo suficientemente buenas
para ser utilizadas como implantes en situaciones de carga, como dientes artificiales o huesos.
Una solucién para resolver este problema es combinarlo con una fase de refuerzo adecuada,
produciendo un biocompdésito que proporciona propiedades mecanicas Optimas, superando las
limitaciones mecanicas. El biocompdésito ideal debe ser el que combine las propiedades

biol6gicas y mecanicas, para proporcionar un soporte adecuado para los tejidos duros (6, 7).

La Wollastonita, es un silicato de calcio que ha sido ampliamente utilizado como relleno en la
fabricacion de compuestos con propiedades mecanicas a mejorar. Ademas, también se ha
utilizado como material médico para huesos artificiales y raices dentales debido a su buena
bioactividad y biocompatibilidad que presenta. El hueso natural es un compuesto bioceramico

compuesto de pequefias particulas de cristales de Hidroxiapatita reforzadas por fibras de
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coladgeno organico. Debido a sus excelentes propiedades mecanicas, los investigadores
buscaron formas de duplicar sus propiedades mecénicas (8, 9). Kokubo y sus colaboradores
trataron de preparar un compuesto similar por medio del proceso de cristalizacion,
desarrollando una ceramica de vidrio clinicamente importante (vitroceramica A-W) (8, 10). La
vitrocerdmica A-W es un conjunto de pequefas particulas de apatita, reforzada por Wollastonita
en una matriz vitrea. La resistencia a la flexion, la tenacidad a la fractura y el médulo de Young
de la vitroceramica A-W son las mas altas entre el vidrio bioactivo y la vitroceramica (11). En
muchos estudios se han utilizado la Wollastonita en formas naturales o sintéticas para producir
diferentes compuestos en los que mejordé algunas propiedades mecéanicas, asi como la
bioactividad y la porosidad de los compuestos (12 — 14). La aplicacién de materiales naturales
en lugar de materiales sintéticos reduce el costo de la produccion de los implantes. Ademas, a
diferencia de los materiales sintetizados, la Wollastonita natural tiene presenta una forma de
aguja, con una relacién entre la longitud de la aguja y su diametro igual a 15 - 20 o mas. Esto
presumiblemente facilitar4 la produccién de una malla de refuerzo entrelazada de agujas de

Wollastonita en el compuesto (6).

El objetivo del presente trabajo fue sintetizar y caracterizar los polvos de los biocompdsitos de
Hidroxiapatita-Wollastonita mediante una ruta sol-gel, utilizando nitrato de calcio y fosfato de
amonio como precursores de Hidroxiapatita, y Wollastonita natural de alta pureza como
elemento de refuerzo. Estos polvos se sinterizaron para producir materiales densos para la
evaluacién de sus caracteristicas estructurales, mientras que sus propiedades bioactivas y

mecanicas seran evaluadas en un estudio paralelo.
2. Procedimiento Experimental
2.1. Sintesis Sol-Gel de los polvos de los Biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita.

Los biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita se prepararon mediante la técnica sol-gel a
partir de Nitrato de Calcio (Ca(NOs)24H,0O, Sigma-Aldrich USA) y Fosfato Amdnico
((NH4)2HPO4, Sigma, Japan) y Wollastonita Natural de alta pureza, NYAD M200 (CaSiOs, de la
Minera NYCO ubicada en Hermosillo, Sonora, México) con 98,25% de pureza. La Tabla 4
muestra el andlisis quimico de la Wollastonita natural utilizada para este estudio (15). Las

cantidades de los reactivos precursores se fijaron para mantener la relacion molar Ca/P a 1.67
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de Hidroxiapatita estequiométrica y se agregaron las cantidades de Wollastonita adecuadas

para obtener 20, 50 y 80% en peso.

Composicién Quimica CaSiO3
Componente Valor Tipico (%)

CaO 46.25
SiO2 52
Fe20s 0.25
Al,O3 0.40
MnO 0.025
MgO 0.50
TiO> 0.025
K20 0.15

%wt. Pérdidas (1000°C) 0.40

Tabla 4.Composicion Quimica de la Wollastonita NYAD® M200, producida por la minera NYCO
S.Ade C.V. (15).

En primer lugar, para producir aproximadamente 1 g de polvo de Hidroxiapatita pura, se
disolvieron 0.1639 moles de Nitrato de Calcio en 10 ml de agua deionizada mediante agitacion
ultrasénica durante 15 minutos, después se disolvieron 0.0979 moles de Fosfato de Amonio
mediante agitacién ultrasénica durante 30 minutos. La mezcla de precursores se agité a
temperatura ambiente mediante agitacion magnética, durante la agitacibn magnética se
controlé el pH de la mezcla entre 6 y 7 con Amoniaco liquido durante aproximadamente 2 h,

hasta que se observo la gelificacion. El gel se sec6 a una temperatura de 120°C durante 12 h.

Para producir los biocompdésitos de Hidroxiapatita-Wollastonita, se suspendié en agitacion
ultrasénica una cantidad adecuada de Wollastonita para obtener 20% en peso (0.25 g), 50% en

peso (1 g)y 80% en peso (4 g) en un volumen adecuado de agua deionizada para mantener la
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relacion sélido:liquido a 1:2 (w/v) para todos los experimentos. Seguido de esto, se sigui6 el
mismo procedimiento, descrito anteriormente, hasta que se obtuvieron los geles secos
mezclados con Wollastonita natural. Finalmente, los geles secos se molieron hasta obtener un
polvo fino y se trataron térmicamente en un horno hasta 750 °C en aire durante 3 h. El
calentamiento se realizé a una velocidad de 10 °C/min. El diagrama de flujo de la figura 7

describe el procedimiento experimental completo.

0.1639 moles Agregar el volumen
de (Ca(NOy),) adecuado de H,0

Agregar la cantidad adecuada de
Wollastonita

Agitar en Ultrasénico por 5
minutos

Agitar en Ultrasénico por 15
minutos

h 4

0.00976 moles de ((NH,);PO,)

y

Agitar en Ultrasénico por 30
minutos

A 4

Agitacion magnética constante
por 2 horas

Mantener pH con NHg iy entre 6y
7 durante la agitacion magnética

A4
Secara 120 °C por 12 horas

A 4

Tratamiento Térmico a 750 °C
por 3 horas

Figura 7. Diagrama de flujo esquematico del procedimiento sol-gel para la sintesis de

biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita
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2.2. Sinterizacion de los Biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita.

Para la sinterizacion, los polvos se molieron utilizando un molino de bolas en un recipiente de
carburo de tungsteno de 50 ml con un molino planetario Fritsch Pulverisette 6 (Idar-Oberstein,
Alemania). Se realizaron comprimidos cilindricos mediante prensado uniaxial de polvos (0.5 g)
en un troquel de 10 mm de didmetro en una prensa hidraulica 3912 de Carver Press (Carver,
Wabash, IN). La sinterizacién se llevo a cabo en un horno de alta temperatura Lindberg / Blue
M (ThermoScientific, Asheville, NC) a 1200 °C. Los polvos se molieron con isopropanol durante
30 minutos a una velocidad de rotacion de 200 rpm. El polvo molido se sec6 a 120°C para
eliminar el isopropanol y producir un polvo fino. Se realizaron comprimidos cilindricos a una
presion de 220 MPa durante un tiempo de 5 min y después se sinterizaron a 1200 °C. El
procedimiento de sinterizacion se realiz6 a una velocidad de calentamiento de 2 °C/min desde
la temperatura ambiente hasta la temperatura de sinterizacion, con un tiempo de permanencia
de 5 horas a la temperatura maxima seguido de un enfriamiento a 2 °C/min. Los comprimidos
producidos contienen 0, 20, 50, 80 y 100% en peso de Wollastonita, codificados como 100H,
80H - 20W, 50H - 50W, 20H - 80W y 100W, respectivamente.

2.3. Técnicas de Caracterizacion.

Se utilizé el analisis térmico para detectar los cambios que se producen durante el proceso de
tratamiento térmico. Los andlisis termogravimétricos (TGA) y térmicos diferenciales (DTA) se
llevaron a cabo utilizando un equipo TA Instruments 2960 simultdneo DSC-TGA (New Castle,
DE). El calentamiento fue hasta 1000°C, el cual se realizé en un crisol de alimina, con flujo de
aire (23 cm®min) a una velocidad de 10 °C/min. El peso de las muestras fue de 3 mg del
xerogel seco. El andlisis de XRD se realizd6 por medio de un difractdmetro Phillips X'PERT XRD
(Phillips Electronics, Eindhoven, Paises Bajos). CuKa (40 mA, 40 kV). El rango de 20 fue de
10" a 80° a una velocidad de barrido de 1.27min. La identificacion de las fases cristalinas se
realiz6 comparandola con los archivos JCPDS 09-0432 y 84-0654 para Hidroxiapatita y
Wollastonita, respectivamente. Para el analisis de absorcion de FT-IR, las muestras se
realizaron en pastillas de KBr y se analizaron en el modo de transmisién utilizando un
espectrometro PerkinElmer Spectrum GX System FT-IR (Boston, MA) en el intervalo de 4000-
400 cm™,
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Los estudios morfoldgicos de las muestras se realizaron usando un microscopio electrénico de
barrido JEOL SEM 5300 (JEOL, Tokio, Japon). Los estudios de las muestras en el microscopio
electrénico de transmision se realizaron en un equipo JEOL JEM-2010F. Las muestras se
prepararon dispersando los polvos en agua destilada para formar suspensiones muy diluidas.
Se tomé una gota de suspension sobre una malla de carbono soportada sobre una microred de

cobre convencional.

3. Resultados y discusién
3.1. Sintesis de los Polvos de los Biocompdésitos de Hidroxiapatita-Wollastonita.

La figura 10 muestra el andlisis termogravimétrico (TGA) combinado con analisis térmico
diferencial (DTA) para el gel seco de Nitrato de Calcio y Fosfato de Amonio desde la
temperatura ambiente hasta 1000 °C. Las lineas del gel seco muestran una transicion térmica
en la regidn de temperatura de 180 °C a 350 °C, lo que corresponde a una pérdida de peso de
aproximadamente 40% con un pico exotérmico aproximadamente 280 °C. Esta pérdida de
peso podria estar asociada a la formacion de Hidroxiapatita en sus primeras etapas de
cristalizacion. Se observa un proceso térmico adicional entre los 500°C y 700°C,
correspondiente a una pérdida de peso insignificante, y representada por un pico exotérmico
aproximadamente a los 650°C, la cual podria ser debido a la formacion de Hidroxiapatita en

etapas mas avanzadas de cristalizacion.
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Figura 10. Analisis termogravimétrico y térmico diferencial para gel seco obtenido a partir de
Nitrato de Calcio y Fosfato de Amonio inmersos en agua desde la temperatura ambiente hasta

1000 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C / min.

La Figura 11 demostré que la Wollastonita no presenta ninguna transicién térmica en todo el
intervalo de temperaturas. Este hecho indica que la Hidroxiapatita sintetizada y la Wollastonita

natural afiadidas para producir los biocompdsitos, mantienen su integridad quimica, incluso
bajo condiciones térmicas severas.
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Figura 11. Analisis termogravimétrico y térmico diferencial la Wollastonita natural desde la

temperatura ambiente hasta 1000 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C / min.

La Figura 12 muestra los patrones de DRX para el gel seco de Nitrato de Calcio y Fosfato de

Amonio en agua después del tratamiento térmico a 350 °C y 750 °C. Esta figura muestra que el

gel tratado a 350°C se transforma en Hidroxiapatita en una etapa de cristalizacion temprana;

cuando el gel se traté a 750 °C, se convierte en Hidroxiapatita perfectamente cristalizada. En

ambos casos el analisis revela la presencia de Hidroxiapatita como fase individual en los

materiales. Por lo anterior, la Hidroxiapatita en los biocompdésitos de este estudio, se sintetizd

hasta 750 °C para obtener este material bioceramico completamente cristalizado.
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Figura 12. Patrones de difraccion de rayos-X del gel seco obtenido a partir de Nitrato de Calcio
y Fosfato de Amonio inmersos en agua tratado térmicamente hasta 350°C y 750°C. (*)
Hidroxiapatita.
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La Figura 13 muestra los espectros de FT-IR para los materiales base. La Figura 5 (a) muestra
las caracteristicas espectrales de la Wollastonita natural y la Figura 5 (b) muestra las
caracteristicas espectrales del gel seco de Nitrato de Calcio y Fosfato de Amonio en agua
tratado térmicamente hasta 750 °C, en el intervalo de 4000 cm™ a 400 cm™. La banda alrededor
de 1000 cm™ de la Figura 5 (a) se atribuye principalmente a la absorcién de silicato IR de
Wollastonita. Los picos observados alrededor de 3571 cm™ y 632 cm™ de la Figura 5 (b) surgen
de los modos de estiramiento y liberacion, respectivamente, de los iones OH-. Los picos a 1048
cm™ y 1090 cm™ se han asociado con el modo de estiramiento de los enlaces P-O, y la banda
de 962 cm™* proviene del modo de vibraciones de estiramiento P-0 simétrico del grupo de PO4*.
Las bandas de 603 cm® y 571 cm™ fueron causadas por la vibracion v4 triplicada. La clara
presencia de los picos a 603 cm? y 571 cm?, a lo largo del 632 cm™ confirma la presencia de

Hidroxiapatita como fase estequiométrica (6,7,16-18).
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Figura 13. Espectros FT-IR: (a) Wollastonita natural, (b) para del gel seco a partir de nitrato de

calcio y fosfato de amonio inmersos en agua tratado térmicamente hasta 750°C.
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La Figura 14 resume los patrones de difraccion de rayos X para Wollastonita natural (100 W) y
los geles secos con diferentes porcentajes en peso de Wollastonita (20H - 80W) 80% en peso,
(50H - 50W) 50% en peso (80 H - 20 W) 20% en peso (100H) 0% en peso, después del
tratamiento térmico hasta 750°C. Esta imagen indica que la Hidroxiapatita y la Wollastonita
aparecen como fases Unicas en los biocompdsitos. En todos los casos se observa que se
obtuvo Hidroxiapatita cristalizada. Este hecho demuestra que la Wollastonita permanece sin
reaccionar, a lo largo de toda la sintesis in-situ de Hidroxiapatita.

(*) Hydroxy apatite  (+) Wollastonite

- X .
1 + *leay - 1 + 3 100w

" * A / 50H -50W

Relative Intensity (a.u)

A 1 : Z h v 1§ v | b 1 v 1 8 v
10 20 30 40 50 60 70 80
2-Theta (8)

Figura 14. Patrones de difraccion de rayos-X de los biomateriales 100%H, 80%H-20%W,
50%H-50%W, 20%H-80%W y 100%W, tratados térmicamente hasta 750°C.

La Figura 15 muestra las micrografias electrénicas de transmision de Wollastonita natural y
geles secos con diferentes porcentajes en peso de Wollastonita tratados térmicamente hasta
750 °C. En esta figura se muestra la forma tipica y la morfologia acicular de las fibras de
Wollastonita, mientras que los granos de Hidroxiapatita muestran su forma tipica y su
morfologia de crecimiento hexagonal (6). Casi todos estos granos tienen un tamafio entre 50

nm y 100 nm. En todos los biocompésitos, los granos de Hidroxiapatita aparecen colocados
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entre las fibras de Wollastonita, con la misma forma y tamafio que los observados en los
materiales de base. Las particulas de Hidroxiapatita sintetizada se aglomeran
homogéneamente sobre la superficie de las fibras de Wollastonita, lo que asegura una
interaccion eficiente de ambas fases en todos los biocompdsitos. Ademas, las diferentes
cantidades de Wollastonita implicadas en la formacién de los biocompdésitos no afectan las
etapas de sintesis y las caracteristicas finales, tales como la estructura y morfologia de la
Hidroxiapatita producida. Estas caracteristicas morfolégicas de estos biocompdsitos pueden
evitar la interaccion fibra-fibra directa debido a que las superficies de las fibras de Wollastonita
estan completamente cubiertas por la Hidroxiapatita. Cualquier otro tratamiento como el
prensado y el sinterizado producirdn materiales con mayor parte de interacciones de fibra-
Hidroxiapatita, ya que cuando las fibras interactian consigo mismos, en otros estudios (12-14)
han informado que estas interacciones afectan algunas de las propiedades fisicas y mecanicas
de los materiales.
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Figura 15. Imagenes en el Microscopio Electrénico de Transmision de los polvos:
Hidroxiapatita (100 H) y Wollastonita (100 W), y los biocompdésitos de Hidroxiapatita
Wollastonita (80H - 20W, 50H - 50W, 20H - 80W).
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3.2. Sinterizacion de Biocompadsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita.

Las figuras 16 y 17 muestran las micrografias electrénicas de barrido de los comprimidos
cilindricos de Wollastonita natural (100 W), e Hidroxiapatita sintetizada (100 H), y de los
biocompésitos de Hidroxiapatita-Wollastonita con diferentes porcentajes en peso de
Wollastonita (20 H - 80 W) 80 % en peso, (50H - 50W) 50% en peso, (80H - 20W) 20% en
peso, sinterizado a 1200°C durante 5 h. Después de que los polvos fueron sinterizados, las
superficies de todos los materiales muestran una apariencia microcristalina compacta con
limites claros de cristal y algunos microporos. Este hecho demuestra que los biocompdsitos
sinterizados de Hidroxiapatita-Wollastonita no eran completamente densos en las condiciones
de procesamiento de este estudio. Aunque se podria pensar que esta porosidad podria tener
un efecto negativo en las propiedades mecénicas, la porosidad en realidad aumenta las
propiedades bioactivas, porque los poros aumentan la penetracién de soluciones fisioldgicas en
las muestras y permiten el crecimiento cristalino de la apatita 6sea hacia la superficie, lo que
resulta en propiedades bioactivas mas eficientes (7, 19). Por lo tanto, la relacion apropiada
entre la porosidad y el comportamiento mecanico en estos materiales tiene importantes
implicaciones en la regeneracion 6sea. En consecuencia, en un estudio complementario se
analizara el efecto de la porosidad y se evaluara su relacion con la microestructura y las

propiedades mecanicas de los materiales.
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Figura 16. Micrografias electrénicas de barrido de los materiales base: Hidroxiapatita (100 H) y

Wollastonita natural (100 W) sinterizado a 1200°C durante 5 h, a diferentes magnitudes.
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(20480W); 7

Figura 17. Micrografias electronicas de barrido de los biocompdsitos sintéticos de
Hidroxiapatita-Wollastonita (80H-20W), (50H-50W), (20H-80W) sinterizados a 1200 ° C durante

5 h, a diferentes magnitudes.
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4. Conclusiones

Los biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita se sintetizaron usando una ruta sol-gel
alternativa utilizando Nitrato de Calcio y Fosfato de Amonio como precursores de
Hidroxiapatita, y Wollastonita natural de alta pureza como fase de refuerzo inmersos en medio
acuoso. La formacién de Hidroxiapatita en los biocompdsitos se produce a una temperatura
relativamente baja de aproximadamente 350°C en las primeras etapas de cristalizacién. Un
tratamiento térmico adicional hasta aproximadamente 750°C produce Hidroxiapatita
completamente cristalizada, mientras que la Wollastonita permanece sin reaccionar. Las
particulas de Hidroxiapatita aparecen aglomeradas sobre la superficie de las fibras de
Wollastonita. Los polvos de los biocompdésitos de Hidroxiapatita-Wollastonita sinterizados a
1200 °C durante 5 h, no experimentan descomposicion significativa con este tratamiento
térmico. La Hidroxiapatita y la Wollastonita permanecen como fases simples en todos los
biocompositos sinterizados exhibiendo cierto grado de porosidad. Aunque esta porosidad
podria tener un efecto negativo en las propiedades mecéanicas, es importante asegurar la
integracion eficiente de estos materiales con tejidos éseos, que podrian ser modulados para

variar las cantidades de materiales de base en los biocompasitos.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Por medio de esta técnica se sintetizo Hidroxiapatita, mediante un método sencillo y
practico, el cual requiere de aproximadamente de 3 horas para producir el xerogel activo
gue dara lugar a este compuesto.

Las técnicas de caracterizacion demostraron que la Hidroxiapatita se produce
aproximadamente a 350°C en fase pura y en sus primeras etapas de cristalizacion.

Un tratamiento térmico adicional a 750°C dio lugar a la produccién de Hidroxiapatita
perfectamente cristalizada, manteniéndose como fase Unica en el producto final.

Esta serie de etapas pueden desarrollarse en un lapso de tiempo de aproximadamente
20 horas.

La fase de Wollastonita permanece sin reaccionar a lo largo de todo el proceso de

sintesis y sinterizacion.

Los biocompdsitos de Hidroxiapatita-Wollastonita, comprimidos en forma de tabletas, se
sinterizaron a 1200°C durante 5 h. Los analisis de DRX demostraron que estos
materiales no experimentan transformaciones significativas durante este tratamiento, no
encontrandose la presencia de nuevas fases, producto de la descomposicién de los

materiales base.

El andlisis de bioactividad de los biocompdsitos, mediante su interaccion con un fluido
fisiolégico simulado, durante varios periodos de tiempo, revel6 la formacion de una capa
de apatita neoformada sobre sus superficies, similares a las apatitas biologicas que

componen el tejido 6seo.
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¢ Mediante las técnicas SEM, XRD, Absorcion Atdmica y Colorimetria se demostré que la
formacion de esta capa de apatita, se lleva a cabo mediante un mecanismo de

disolucion-precipitacion.

e La proporcion de Wollastonita en los materiales, repercutié en su respuesta bioactiva de

manera favorable.
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ABSTRACT

Hydromyapatite 15 a fype of calcium phosphate-basad matenal with great interest for biomedical applications, due to the
chamical similarity between thiz material and the mumeral part of human bone. Howevar, synthetic hydroxyapatite is
essantizlly brttle; the practice mdicates that the usa of hydroxyapatite without additives for implant production i= not
efficient, due to its low strength parameters. In the present work, biccomposites of hydroxyapatite-wollastonite were
synthesized by an alternative sol-gel route, uzing caleium nifrate and ammenium phosphate as precursors of hydroxya-
patite, and high punty natural wellastenite was added in ratios of 20, 50 and 80 percent by weight immersad in aqueous
medium. Fermation of hydroxyapatite ccours at a relatively low temperature of about 350°C, while the wollastonite re-
mains unreactad. After that, these biocomposites ware sintered at 1200°C for 5 h to produce danse materials. The char-
acterization technigues demonsfrated the presence of hvdroxyapatite and wollastonite 2s unique phases in all products.

Keywords: Hydrexyapatite; Wollastonite; Bioceramics; Biccompoesites; Sol-Gel

1. Introduction

Hydroxyapatite (Ca,y(PO)(OH)), is the predominant
muneral component of vertebrate bones and dental tissue:
teeth and enamel Its clinical applications are of zreat
importance, becauss it is the caleium phosphate ceramic
chamically mere similar to the biclogical apatite crystals.
For this reason, many processing routes have been de-
valoped for synthesizing fine hydroxyapatite and sinter-
ing the reactive powders fo form a denss biocaramic. The
most common approaches raported include pracipitation,
solid state reaction, sol-gal methods, hydrothermal route,
emulsion and microemulsion techniques, mechanochami-
cal reactions, and 2 combmation of mechanochemical
hydrotharmal, and ultrasomically assiztad reactions [1-4].
The sol-gel process is ona of the most mmportant mathods
faor the production of biomaterials, its advantages meluda
tha use of inexpenszive and readily available reagents, and

“Camesponding auther

Copyright & 2013 3ciRes.

1t 1z an effactive mathod for the preparation of highly
purz powdar due to the possibility of 2 strict contral of
the process parameters. Thiz methed offers 2 molecular
mixing of caleium and phosphorus, capable of improving
chemical homogeneity. Moreover, the high reactivity of
the sol-zel powders allows a reduction of the processing
temperature and of any desradation phenomena during
simtering [3].

Howaver, the machamical proparties of hydroxyapatite
are not zood encugh to be used as an implant in load
bearmg situations, like artificial feeth or bones. One ap-
proach to solve this problem is fo combme it with a suit-
able remforcement phase, producing 2 biocomposite which
provides optimum mechanical properties, by overcoming
meachanical limitations. The 1deal biccomposite sheuld be
the one that who combines their biological and mechani-
cal properties, to provide adequate support for the hard
tissues [6,7].

Wollastonite (CaBi10,), is a calciom silicats which has
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been widely used as a filler to fabricate composzites with
mnproved mechamcal proparfies. Moreover, 1t has also
been uzed az a medical material for artificial bones and
dental roots because of its good bicactvity and biocom-
patibility. Matural bone 1= 2 bioceramic composite mada
up of small hvdroxvapatite erystal particlss remforced b
organic collagen fibers. Because of itz outstanding me-
chamieal properties, researchers sought ways of duplicat-
g itz mechanical properties [8,9]. Kokubo and col-
leagues attempted to prepare a similar composite by tha
crystallization process, developing a clinically important
glass ceramic (A-W glass-ceramic) [8,10]. A-W glass-
ceramic 15 an assembly of small apatite particlaz, affec-
trvaly remforced by wollastonite in a glassy matrx. Tha
bending strength, fracture toughness, and Young's mo-
dulus of A-W glazs-ceramic are the highest among bio-
actrve glase and glass-ceramics [11]. Many stodies have
mvolved the wollastonite phase in natural or synthetic
forms to produce different composites i which its pras-
ence Improved some mechanical properties as well as the
bicactivity and porosity of the composites [12-14]. Tha
application of extra-pure natural materials mstead of
svnthetic materials raduces the cost of mplant produc-
tion. Also, as distinet from synthesized materials, natural
wollastonite has a neadle-zhaped habat, with a ratic be-
tween the needla length and ther diameater equal to 15 -
20 or more. This will presumably facilitate the produc-
tion of an interwoven reinforcing mesh of wellastonite
needles m the composite [6].

The aim of the presant work was to synthesiza and
characterize hydroxvapatite-wollastonite  biccomposita
powders by a sol-gel routs, wsing caletum mitrate and
ammoniom phosphate as precursors of hydroxyapatite,
and high-purtty natural wollastonite az a reinforcement
element. These powders were processed by smtering to
produce dense materials for the evaluation of their strue-
tural charactenistics, whereas their bicactive and me-
chanical properties will be evaluated in 2 parallel stody.

2. Experimental Procedure

1.1. S0l-Gel Synthesis of
Hydroxyapatite-Wollastonite
Biocomposite Powders

The biocompozites of hydroxyapatite-wollastonite wers
prepared by sol-gel processmg from calcium mitrats
(CalM0)-4H20, Sigma-Aldrich USA) and ammeoniom
phosphate ((NH,),HPO,, Sizma, Japan) and hizh-purity
natural wollastomrte, NYAD R200 (CaS510;, from NYCO's
Pilarez deposit in Hermoszillo, Scnora, Maxice), with
98.25% purtty. Table 1 shows the chemical analysiz of
the natural wollastonite used in this study [13]. The
amounts of the precurzors reagents were chosen m order

Copyrisht & 2013 SciFes.

Table 1. Chemical composition of wollastonite NY ADE M200,
produoced by Minera NYCO 5.4 de C.V. [15].

Chemical compesition CaSi0;
Component Trpical value (#i)
Cad 46.23
B0 32.00
Fe0; 015
ALO; 0.40
MnO 0.023
MeD 0.30
Tilk 0.023
E:0 0.15
wilt Josz (1000°C) 0.40

to mamtain the Ca'P melar ratio at 1.67 of stoichiomeatric
hydroxyapatite, and the amounts of wollastonite were
chosen in order to obtain 20, 30, and 30 wi%.

First, to produce about 1.0 g of pure hydroxyapatite
powder, 0.1639 mol of calcium nitrate was dissolved m
10 mL of deionized water by ultrazonic stirring during 135
mirtes, and then 0.097% mol of ammonium phosphate
was dizsolved by ultrasonic shrrme durmz 30 mmutes.

The mixture of precursors was stirred at room tem-
perature by magnetic stumng, while the pH of the mx-
ture was controllad betwesn 6 and 7 with hquid ammenia
for approxmmately 1 b, unhl the zelation was observed.
The gel was then driad at 120°C for 12 b

To produce the hydroxiapatite-wollastonite biocompo-
sites, a suitable amount of wollastonite to obtain 20 wi%s
(025 ), 30 wt¥ (1.0 g), and B0 wit¥s (4.0 ) was sus-
pendad, by ultrazonic stiming, m a proper volume of de-
1womzed water to keep the solid: lgmd ratio at 1:2 (w')
for all expermments. Then the same procedure, az de-
seribed previously, was followed until the dried zels
mixed with natural wollastonite were obtained.

Fmally, the dried gals were ground to 2 fine powder
and heat treated in 2 furnace at 730°C m air for 3 b; the
heating was done at a rate of 10°C/min. The flow chart n
Figure 1 cutlines the complate experimentzl procedurs.

2.2, Sintering of Hydroxvapatite-Wollastonite
Biocomposites

For sintering experiments, the powders were ground us-
mg tungsten carbede millng balls m a 50 ml thungsten
carbide container with a Fritsch Pulverizette & planstary
mono mill (Jdar-Oberstem, Germany). Cylindrical tablets
were produced by uniaxial pressing of powders (0.3 g)
mto 2 10 mm dizmster die in a Carver press Hydraulic
Uit 3912 {Carver, Wabash, IN). Sintermg tests were
carried out in a2 Lindberg/Blue M high temperaturs fur-
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0.1535 mod of 0.0973 mol of
CafNOy)s-dHO [NH] PO,
L

Suitalle mmount of Cadily wspanded is B0

Uttrasonic stiring for 15 minutes
Uttrasonic stTing for 30 miFwtes

!

pH control between S and 7 by adding
NH, ., and magnetic strring for 2 hours

1

DOry gl &t 120°C for 12 hours

l

Heat-treatrnent at TS0°C in &ir for 3 hours

l

‘Chamcterization of final products

Figure 1. Schematic flow chart for the sol-gel procedure for
synthesizing hydroxyapatite-wollastonite biocomposites.

nace (ThermoScientific, Asheville, NC) at 1200°C. The
powders were ground in isopropanol for 30 mm at a rota-
tion speed of 200 rpm. The milled powdsr was dried at
120°C to remove the 1sopropancl and produce a fine
powdar. Cylindrical tablets were produced by pressing
the powders under a pressure of 220 MPa for 2 5 mun
dweall time and then sinfered at 1200°C. The smtering
procedure was performed at 2 heating rate of 2°C/mm
from room temperature fo the sintering temperature, with
a dwell time of 3 h at the maximum temperature fol-
lowad by cooling at 2°C/mun. The tablets produced con-
tain 0, 20, 50, 30, and 100 wi: of wellastonits, coded as
100 H, 80 H - 20 W, S0 H - 50 W, 20 H - 80 W and 100
W, respactively.

1.3, Characterization Techniques

Thermal analysiz was used to detect changes ocouming
during the heat-freatment process. Thermogravimetric
(TGA) and diffrential thermal analyses (DTA) were
carried out using 3 TA Instruments SDT 2960 Simulta-
nacus DEC-TGA (Mew Castle, DE). Heating to 1000°C
was performed in an alomina crucible, with air flow (23
em’/min) at a rate of 10°C/min. The samples’ weight was
3 mg of dried xerogel. XRID) analysiz was carmied out by
means of a Phillips X'PERT XED diffractometer (Phal-
lips Electronics, Emndhoven, The Metherlands) CuKo

Copyright & 2013 SciFes.
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radiation was used (40 ma, 40 kV). The 2F range was
from 10° to B0° at a scanming speed of 1.2°/min. Identifi-
cation of the cryvstallme phases was parformed by com-
parison with JCPDE files 09-0432 and 34-0634 for hy-
droxvapatite and wollastonite, respectrvely. For FI-IR
abzorption analysiz, the zamples in KBr pellsts wers
analyzed in the tramsmiszion mode using a PerkinElmer
Spectrum G System FT-IR spectrometer (Boston, MMA)
over the range 4000 - 400 em™.

Morphelogical studies of the samples were performed
using a JEOL SEM 3300 scarming electron microscops
(JEOL, Tekyo, Japan). TEM studies of the samples wera
dene on a JEQL JEM-2010F mstrument. Sample speci-
mens were prepared by dispersing the powdars in dis-
tilled water to form very dilote suspensions. A drop of
suspension was transferred onto a carbon mesh supported
on a conventional copper microgrnd.

3. Results and Discussion

3.1. Synthesis of Hydroxyapatite-Wollastonite
Biocomposite Powders

Figure 1 shows the thermogravimetric analyziz (TGA)
combined with differential thermal analysiz (DTA) for
the dried gel of calcium nitrate and ammoniom phos-
phate m water from room temperature to 1000°C. The
dried gel trace dizplays a thermal transition in the tem-
perature region 180°C - 350°C, which comresponds fo a
weight loss of about 40 percent by weight with an exo-
tharmic pezk at about 280°C. This weight loss could be
associated to the formation of hydroxyapatite in the sarky
stages of crystallization. A further thermal process between
300°C and TOO'C, correspendmg to 2 negligible weight
lozs, and represented by an exothermic pezk at about

1 Rl oM 3 M0 N0 HO TR 330 30 e
T T T T T T T e
me
|\ Tea Tros Em[ Lis
o |I '. . g
| |
| [l
1 LS
z I".I | :
E. wd II ENDEIl ue g
0 AN N
A | ,-"'-J HH""\—---L:- £
ool - -
DTA Traoe - S
4L T T T -ZD

T T T T
1 T Oa 30F M0 N0 HO TOF 330 30 e

Temparature {“C)
Figure 1. Thermogravimetric and differential thermal anal-
vies trace for dried gel of calciom mitrate and ammonium

phosphate in water from room temperature to 1HM°C at a
heating rate of 10" C/min_
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650°C, could be due to formation of hydroxvapatite in
advanced erystallization stagss. Figure 3 demonsirated
that wollastomite does not exhibit anyv thermal transrhon
n the whele temperature ranze. This fact indicates that
synthesized kydrosyapatite and natural wellastonita added
to produce the biocomposites, both maimtain their chemi-
cal intezrity, even under severe thermal condifions.
Figure 4 shows tha 3RD patterns for dried gel of cal-
cium nitrate and ammonium phosphate m water upon
heat traatment at 350°C and 730°C. This fizure mdicates
that zel treated at 330°C 1z transformed to hydroxyapatite
in an early crystallization stage; when zel was treated at
T30°C it 1z converted to perfecily crystallized hydroxya-
patita. In both cases the analysis reveals the presence of
hydroxyapatite as individual phasa in the materials.
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T T o
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F w OTA Traoes §
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Temparabure [*C)

Figure 3. Thermogravimetric and differential thermal ansl-
yses trace for natural wollastonite from room temperatare
to 1204°C at a heating rate of 10"C/min.

]
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Fizure 4. X-ray diffraction patterns for dried gel of calcium

For the above, hydroxyapatite in the biocomposites of
thiz study, was synthesized at 730°C to obtain thiz bicce-
ramic matenial completely crystallized.

Figure 5 shows the FT-IE spactra for the base materi-
als. Figure 5(a) shows the spectral characteristics of
natural wollastonite and Figure 5(b) shows the spectral
characteristics of dried zel of calcium nifrate and amme-
nium phosphate in water upon heat traatment at 750°C, m
the range of 4000 em™ to 400 em™. The broad band
around 1000 em™ in Figure 5(a) iz mainly attributed to
the silicats IR absorption of wollastonite. The peaks ob-
served around 3371 em™" and 632 em™ in Figure S(b)
arize from the stretchinz and libratiomal modes, respec-
tively, of OH ions. The pezks at 1048 cm™ and 1090
cm™ have been associated with the stretching vy mode of
the P-O bonds, and the 962 em™ band zrizes from v,
symmetric P-O stretching vibrations mode of the POS
eroup. Bands at 603 cm™ and 571 cm™ were caused by
the triply dezenerate v, bending vibration of the POY
group. The clear prezence of tovo peaks at 603 cm™ and
571 em™, alons the well-resolved peak at ~632 em™
confirms the presence of hydroxyapatite as stoichiomat-
ric phasa [6,7,16-18].

Figure 6 resumes the X-ray diffrachion pattems for
natoral wollastonite (100 W), and dned gels with diffe-
rent percentages by weight of wellastonite (20 H - 30 W)
B0 wite, (50 H - 50 W) 50 wi%, (B0 H - 20 W) 20 wit%s
{100 H) 0 wt%, upon heat freatment at 730°C. This figure
indicates that hydroxyapatite and wollastonite appear as
unique phasss m the biocomposites. In all cases well-
crystallized, hydroxyapatite was obtained. Thiz fact de-
monstrates  that the wollastontte remams unreacted,
throughout the whole mn situ synthesis of bydroxyapatite.

Figure 7 shows the transmizsion electron micrographs
of natural wollastonite and dried gels with differant per-

18]
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A103 3500 L Te] e i = o1 £
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Figure 5. FT-IE specira: (a) Nafural wollastonite, (b)) Dried

ANEXOS

nitrate and ammoninm phosphate in water npon heat treat-

gel of calcium nitrate and ammonium phosphate in water
ment at 350"C and 750°C. (") Hydroxvapatite.

upon heat treatment at 750°C.
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Figure 6. X-ray diffraction patterns for natural wollastonite
{100 W), and gels of calciom nitrate, ammonium phosphate
in water with different wit% of wollastonite npon heat treat-
ment at TH0°C: (20 H - 30 W) B0 wild, (50 H - 50 W) 50
wila, (30 H - 20 W) 20 wils {100 H) 0 wild. ﬂ Hydroxya-
patite; (+) Wollastomite.

Figure 7. Transmission electron microscopic images of base
materials powders: hydroxyapatite (100 H) and wollastonite
(100 W), and hydroxyapatite-wollastonite biccomposites
powders (30 H - 20 W_ 50 H - 50 W, 20 H - 50 W)

centages by weight of wollastonits upon heat treatment at
T30°C. This figure shows the tvpical lath shape and acic-
ular {needle like) morphelosy of wollastonite fibers,
whila hydroxyapatite grains exhibit their typical shape
and 1its hexaronal growth morphology [6]. Almost all of
thaze grams are between 30 nm and 100 nm 1n siza. In all
biocomposites the grammz of hyvdroxyapatite appear in-
serted among the wollastonite fibers, with the same shape
and size than the observed m the baze materials. The par-
ticles of synthesizad hydroxyapatite agglomerate homo-
geneously on the surface of the wollastonite fibers, which
aszsures an efficient mteraction of both phases in the bio-
composites. Additionally, the different amounts of wel-
lastonite imvolred m the formation of the brocomposites

Copyrizht © 2013 SciRes.

do not affect the stages of synthesiz and the final charac-
teristics, such as the structure and morphology of by-
droxyvapatite produced. These morphological characteris-
tics of thess biocomposites can avoid direct fiber-to-fiber
mtaraction becausze the surfaces of wollastonite fibers are
coverad thoroughly by hodroxvapatite. Any further treat-
ment such as preszing and sintering will preduce materi-
als with mostly fiber-hydroxyapatite mteractions, be-
causs when the fibers mteracted with themsalves, other
studiaz [12-14] have reported that thess mteractions af-
fact some of the phvsical and mechanical propertiss of
tha materials.

3.2. Sintering of Hydroxyapatite-Wollastonite
Biocomposites

Figures 8 and 9 show the scanning electron micrographs
for eylindrical tablets of natural wollastonste (100 W),
and svnthesized bvdroxyapatite (100 H), and biocompo-
sites of hdroxvapatite-wollastonite with different per-
cenfages by weight of wollastonste (20 H - 80 W) 30
wta, (30 H - 50 W) 30 wi¥e, (80 H - 20 W) 20 wis,
simterad at 1200°C for 5 h. When the powders ware sin-
terad, the surfaces i all materials show a compact micro-
crystalline appearance with clear erystal boundaries and
some micropores. 1his fact demonstrates that the sinfered
hvdroxyapatite-wollastonite Mocompozites ware not com-
plately danze in the processing conditions of this study.
Although it could be thought that thiz porosity could

Fizure 8. Scanning electron micrographs of sintered base
materials: hydroxyapatite (100 H) and natoral wollastonite
(100 W) sintered at 1200°C for 5 h, at different magnifica-
tioms.
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Figure 9. Scanning electron micrographs of simtered hy-
droxyapatite-wollas towite biccomposites (80 H - 20 W, 50 H
- 50 W, 20 H - 30 W) sintered at 1200"C for & b, at different
magnifications.

have 2 negative effact on the mechanical properties, the
porosity actually enhances the bioactive propertiez, be-
canze the pores merease the penetration of phyziological
solutions in the specimens and permat the crystal growth
of the bone-like apatite towards the surface, resulting m
more efficient Wioactive properties [7,19]. Therefora, the
appropriate relationship betwesn porosity and mechani-
cal behavier in thess materials has important implications
m bone reganeration. Conzequently, in a complementary
study the poresity effect will be analyzed, and its rela-
tionship with the microstructure and mechanical proper-
ties of the materials will be evaluated.

4. Conclusion

Hydroxvapatite-wollastonite biocomposites were svmthe-
sized using an alfernative sol-gel route using caleium
nitrate and ammomiom phosphate as hydroxyapatite pre-
cursors, and high purtty natural wollastonite as rem-
forcement phaze in aguecus medium. Formation of hy-
droxyapatite in the biocomposites cccurs at the relatively
lowr temperature of about 330°C, in the sarly stages of
crystallization. A further thermal freatment of about
T30°C produces completely crystallized hydroxyapatite,
while wollastonite remains unreacted. The particles of
hydroxyapatite appear agglomerated on the surface of
wollastonite fibers. The hydroxyapatite-wollastonite bio-
composite powders sintered at 1200°C for 5 h, experi-
ence no significant decompeosition upon this heat treat-
ment. The hydroxyvapatite and weollastonite remain as
single phaszes in the sinfered hiocomposites, exhibiting a
cerfain grads of poresity. Although this porosity could
have a negative effect on the mechanical properties, it 1=

Copyright © 2013 SciRes.

mmportant for ensuring the efficient integration of these
materials with bonv fizsues, which could be modulated to
vary the amounts of baze materials i the biocomposites.
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