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Resumen

En este trabajo se evalué la interaccién entre
la hidroxiapatita (HAP), el biovidrio y el acido
polilactico (PLA), los cuales fueron sintetizados
por métodos de precipitacion acuosa (HAP),
sol-gel (Biovidrio) y Policondensacion (PLA);
estos precursores fueron evaluados por FTIR,
DRX, DSC, mezclandose posteriormente (PLA-
biovidrio y PLA-hidroxiapatita) para su analisis de
biomineralizacion a nivel de laboratorio, con el fin
de determinar cual de estas mezclas de materiales
presentd una mejor respuesta a la oseointegracion
en presencia de fluidos del cuerpo humano. Las
mezclas con diferentes porcentajes de polimero
y ceramico fueron sumergidas en SBF (solucion
corporal simulada) por periodos de siete, catorce y
veintiun dfas. Las pruebas de biomineralizacién han
sido realizadas en fluido corporal simulado (SBF) y
evaluadas por medio de la técnica de espectroscopia
de impedancia electroquimica (EIE). Se establecio
una comparacion entre las resistencias a la
polarizacién de las distintas muestras obtenidas a
diferentes dias de inmersion en SBE, donde se logro
la mejor condicién favorable a los catorce dias de
inmersion en SBF para las dos mezclas estudiadas,
siendo la mezcla PLA/HAP la de mayor resistencia
a la polarizacion, y por tanto la de mejor efecto de
Biomineralizacion. La morfologia de las mezclas se
evalu6 a partir de andlisis de SEM-EDS.

Palabras clave
Hidroxiapatita, biovidrio, Acido Poli I.-lictico
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Abstract

The interaction between hydroxyapatite (HAP),
the bioglass and polylactic acid (PLA), which were
synthesized by aqueous precipitation methods
(PAH), sol-gel (bioglass) and polycondensation
(PLA) was evaluated; These precursors were
evaluated by FTIR, DRX, DSC, and then were
mixed (PLA —Bioglass and PLA-hydroxyapatite),
for the
determine which one of this mixtures of materials

biomineralization effect analysis, to
present a better response to the osteointegration in
presence of Human Body Fluids. The mixtures with
different percentages of polymeric and ceramics
were submerged in SBF (Simulated Body Fluid) by
periods of seven, fourteen and twenty-one days.
The tests of biomineralization were carried out in
solution SBF by using electrochemical Impedance
spectroscopy technique (EIS). A comparison
between the polarization resistances of the different
samples, obtained in different days of immersion
in SBF was obtained; the best condition favorable
was for fourteen days of immersion in SBF for
the two mixtures studied; where the PLA/HAP
sample showed the highest polarization resistance
and hence, better effect to the biomineralization.
The morphology of the mixtures was evaluated by
using the analysis by SEM-EDS.

Key Words

Hydroxyapatite (HAP), Bioglass, Poly L- lactic
Acid (PLA), Biomineralization.
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Introduccion

El gran numero de aplicaciones que poseen
han manifestado de
manera significativa por el desarrollo de nuevas
propiedades, por las cuales se ha dado facilidad
en el disefio, manufactura, e investigacion, de

los biomateriales, se

acuerdo a los requerimientos de la medicina en sus
diferentes areas; es indispensable hacer énfasis en
una condicién que esta intimamente relacionada
con la buena implementacién de cualquier
biomaterial, la biocompatibilidad, la cual es una
condicion que se define como de aceptabilidad
biolbgica, ya que esta corresponde a la interaccion
de los biomateriales con los tejidos del cuerpo
humano.

Las primeras interacciones entre la superficie del
biomaterial y el entorno biolégico, ocurren apenas
algunos segundos después de su implantacion en
el cuerpo y se hacen, con las proteinas presentes
en el medio fisiologico. Es solo después de
esta primera etapa cuando los neutréfilos y los
macroéfagos (las células que intervienen en primera
instancia en todos los procesos de inflamacion)
llegan a la superficie del material. Estas células
procesos
biologicos de biomineralizaciéon. Este proceso
constituye la respuesta biologica que, en funcion

desencadenan entonces, complejos

de las células reclutadas posteriormente, llegara a
la aceptacion del biomaterial en el tejido, o a su
rechazo.

Por una parte, la naturaleza de la monocapa de
proteinas adsorbida en la superficie del material
constituye el factor clave de esta respuesta celular.
Las células dependen de proteinas especificas
para adherirse y comunicarse. En particular, los
osteoblastos necesitan interacciones especificas
con la superficie del biomaterial para poder
fenotipo  diferenciado.  Estas
interacciones dependen de la cantidad, naturaleza
y conformacion de las proteinas adsorbidas en la
superficie del material.

CXpI’CSZII’ un

Por otra parte, las caracteristicas superficiales
del material, como la composicién quimica o
la energia superficial, determinan la naturaleza
de la adsorciéon proteinica y particularmente,
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la orientaciéon y conformaciéon de las proteinas
adsorbidas. Ademais, las caracteristicas fisico-
quimicas, como las cargas supetficiales y/o la
energia superficial del material, asi como su
topografia, pueden influenciar indirectamente (a
través de la capa proteinica) y/o directamente en
el comportamiento celular [1]. La adsorcién es
un medio para neutralizar o satisfacer las fuerzas
de atraccién que existen en una superficie o una
interfase, las cuales se deben a la discontinuidad
en la naturaleza de la estructura superficial.
En consecuencia la adsorcién produce una
disminucién de la energfa libre interfacial [2].

La capacidad de adsorcion esta definida con base
en las isotermas de adsorciéon en disolucion.
La isoterma de adsorcién es la relacion de
dependencia, a una temperatura constante,
de la cantidad de adsorbato adsorbido por
peso unitario de adsorbente, con respecto a la
concentracion del adsorbato en equilibrio. Una
de las hipotesis mas utiles en adsorcion, es la de
Langmuir, el cual postuld, que en la adsorcion,
donde predominan las fuerzas de tipo quimico,
se forman capas monomoleculares del adsorbato
sobre el sustrato adsorbente y se fundamenta
sobre ciertas suposiciones [2]: que la superficie sea
homogénea, que ambos, el soluto y el solvente,
ocupen la misma area por molécula adsorbida o
por sitio interfacial, que no existan interacciones
laterales, es decir que la energia de desorcion sea
constante y que la adsorcién maxima corresponda
a una monocapa monomolecular.

El modelo de Langmuir se ha adoptado con
frecuencia para explicar el proceso de adsorcion
de una proteina en un sitio especifico sobre
un adsorbente de afinidad. En este modelo, el
adsorbente de afinidad es visualizado como un
material que tiene un nimero de sitios no activos
idénticos sobre su superficie el cual puede aceptar
solamente una simple molécula de soluto [3].

Esta investigaciéon tuvo por objeto evaluar la
biomineralizacion del PLA-Biovidrio y el PLA-
HAP mediante SEM-EDS y Espectroscopia de
Impedancia Electroquimica. Para este estudio se
obtuvieron tres precursores de biomateriales, uno
polimérico (acido polilactico PLLA) y dos ceramicos



biovidrio e hidroxiapatita HAP; el material
polimérico se obtuvo por medio del método de
policondensacién con condiciones de presion,
temperatura y porcentaje de catalizador adecuadas
para lograr un material con caracteristicas
favorables para el proceso requerido; la obtencion
de biovidrio fue realizada por el método sol-gel, el
cual permite la elaboracién de vidrios bioactivos
con propiedades texturales (superficie especifica
y porosidad) muy superiores a los obtenidos
por el método de fusién, empleando como
precursores, el sistema bifasico CaSiO,, debido a
su alta bioactividad. La hidroxiapatita se obtuvo
por medio del método de precipitacion acuosa,
teniendo en cuenta ciertas condiciones de pH, el
orden en que se agregaron los reactivos y el tiempo
de reposo para la formaciéon de hidroxiapatita
pura y cristalina (4).

Las mezclas de estos materiales se realizaron con
la ayuda de un disolvente y con la temperatura
adecuada, para
homogeneidad. Luego se realizé una comparacion
de la biomineralizacién entre las mezclas (PLA/
Biovidrio y PLA/HAP) a nivel de laboratorio,
en la cual se evalué el crecimiento de la apatita,

obtener condiciones de

realizando un seguimiento a los tiempos de
biomineralizacion (0, 7, 14 y 21 dias), con el fin de
determinar, la mejor respuesta a la oseointegracion
en presencia de fluidos del cuerpo humano.

Materiales y métodos

Se sintetizaron materiales de hidroxiapatita,
biovidrio y acido Polilactico, los cuales fueron
caracterizados por DRX, FT-IR y DSC, siendo
estos lo precursores utilizados en las mezclas
de PLA/HAP y PLA/Biovidrio con diferentes
porcentajes de polimero-ceramico (5). La sintesis
de la hidroxiapatita se realizé por medio del
método de precipitaciéon acuosa, debido a que, en
la sintesis por el método sol-gel, no se presentaron
resultados satisfactorios de cristalinidad por DRX.
Las soluciones iniciales se prepararon con nitrato
de Calcio tetrahidratado Ca(NO,).4H O y Fosfato
de amonio H (PO,)NH, en concentraciones 1M
y 0.48M respectivamente, adicionados en relacion
molar de 1,67 (6). Las soluciones se basificaron

con hidréxido de amonio y agitacién continua
durante 3 horas para obtener un pH de 9,8 a 10,
permaneciendo la solucién en envejecimiento
por 24 horas a 25°C; y a secado por 24 horas a
60°C. Luego se realizé una calcinaciéon por una
hora a 1050°C (6). La técnica de DRX permitio
la evaluacion de la estructura quimica y cristalina
de los fosfatos de calcio, logrando identificar los
patrones de difraccién de las diferentes fases que
se formaron durante la sintesis, determinando la
pureza de la fase HAP (7).

La sintesis del biovidrio se obtuvo por el método
sol-gel; segtin otros autores, el biovidrio sintetizado
por este método, presenta caracteristicas bioactivas
(8). Se utilizaron, silicato de calcio y agua como
precursores. La soluciéon de sol-gel, se envejecid
por 3 dias a 25°C, sometiendo a secado por 6 dias
a 70°C y 150°C en presencia de aire. Luego se
realizé un proceso de molienda y secado a 70°C.
La identificacién del producto se hizo por FT-IR.

El acido polilactico se sintetizé por policonden-
sacion del acido lactico con catalizador Zn*? con
las siguientes etapas: deshidratacion, temperatura
de 100°C por 2 y 3 horas y presion atmosférica;
esterificacion a 180°C de 6 a 7 horas y presion
de 100 mmHg; oligomeracién, a 180°C, por 20
a 30 horas con una presion de 25 mmHg; por
ultimo se realizé la policondensacion a 180°C por
un periodo de 5 horas y 10 mmHg de presion,
variando condiciones en la etapa de oligomeracion
y % de catalizador; obteniendo el acido polilactico
como producto final en cuatro tipos de polimeros.
La figura 1 muestra la elaboraciéon de la mezcla
de PLA/HAP, a la cual se adicion6 HAP al acido
polilactico mientras fue realizado un calentamiento
a 150°C, la cual es una temperatura menor a la
temperatura de fusién del acido polilactico. Con
porcentajes de mezcla de 5y 10% de hidroxiapatita
en acido polilactico y de biovidrio de 10 y 30%, se
obtuvieron mezclas homogéneas, la cuales fueron
vertidas en una coquilla para obtener las muestras
de ensayo.

Para la etapa de biomineralizacién, se prepard
una soluciéon simulada del fluido corporal (SBF),
variando la concentracién de calcio (3,08mmol/L
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Figura 1. Proceso de obtencién de la mezcla PLA/
HAP y PLA/Biovidtio

y 4,63mmol/L) y las temperaturas (24 y 45°C), por
un periodo de 8 horas en un bafio termostatado.

Resultados

En la figura 2 se muestra el difractograma de
rayos X obtenido de la hidroxiapatita sintetizada
en laboratorio.

En la figura 2 se confirma la obtenciéon de
hidroxiapatita sintética y whitlockita, siendo esta
ultima un precursor en la formacién de HAP.

En la figura 3 se muestra el espectro de infrarrojo
FT-IR del Biovidrio obtenido en el laboratorio
por el método sol-gel y la respectiva comparacion
con un espectro obtenido en otro trabajo

Este espectro, similar al obtenido por otros
investigadores (9), presenta unos picos primarios

vibracionales en el rango de 1040-1100 cm’,
un segundo grupo de picos vibracionales en el
rango de 814-793 cm™ y el tercero en el rango
de 441-478 cm’'. Las vibraciones de frecuencia
mas altas corresponden a las de estiramiento de
enlace asimétrico Si-O-Si. Los picos de absorcion
observados alrededor de 950 cm™, son atribuidos
a los enlaces Si-O-Ca. Las bandas de carbonato
entre 1350 y 1480 cm™, atribuidas al grupo iénico
—CO,?, son una consecuencia de la presencia de
calcio. Los picos, alrededor de 2350 cm, son
atribuidos a la absorcion de CO, atmosférico.
Un pico ancho cercano a 3400 y 1670 cm™; son
atribuidos al estrechamiento de O-H de agua
adsorbida molecular.

En la figura 4 se muestra el espectro de FT-IR y el
espectro DSC del acido polilactico obtenido

Este polimero presenté una temperatura Tg
de 55°C, con picos de fusiéon exotérmicos y
relativamente anchos lo cual indica una mayor
heterogeneidad y presencia de diferentes regiones
y grados de cristalinidad.

Este espectro muestra la absorcién caracteristica
del PLA; el pico que se presenta en 1751 cm
indica la presencia del grupo C=0. Otro pico en
3000 cm™, es debido al grupo C-H y entre 1000
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Figura 2. DRX de la hidroxiapatita obtenida por el método de precipitacioén acuosa
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y 1200 cm™ se encuentra otro pico sobresaliente
que indica la presencia de un enlace C-C en el
polimero.

En la figura 5 se muestran los espectros de
impedancia obtenidos al variar la temperatura y

la concentracion de calcio en el medio simulado
SBE.

Para el analisis del diagrama de bode, se dividieron
los espectros en dos regiones de frecuencias:
altas [10°- 10°], y bajas [10°-10%], en donde se
identificaron dos constantes de tiempo. La
constante de tiempo a bajas frecuencias [10"-
10°] Hz muestra las diferencias en los procesos
de adsorcion en las cuales, los angulos de fase
variaron entre 40° y 50°, lo cual es tipico de
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comportamientos resistivos en un proceso
de adsorcién en disolucién, a excepcion de la
mezcla PLA/HAP, la cual se presenté a una
concentracion de 4.63mmol/L de iones de Ca*?
y 45°C, con un angulo de fase de 95°, mostrando
un comportamiento mas capacitivo en la interfase
electrodo-electrolito SBE. A frecuencias altas [10°-
10°] Hz, las constantes de tiempo corresponde
a procesos de trasferencia de carga, y los
angulos de fase a estas frecuencias mostraron
un comportamiento Un modelo
de circuito equivalente con dos constantes de
tiempo en paralelo se muestra en la figura 6, cuyos

elementos resistivos y capacitivos constituyen el

capacitivo.

comportamiento electroquimico de las mezclas,
identificando cada constante de tiempo.
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Figura 5. Espectros de bode a T: 45°C y T: 24°C, variando la concentracion de Ca™
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Figura 6. Circuito equivalente para el proceso de
adsorcion

Este circuito equivalente describe dos sistemas
RC en paralelo, en los cuales se hace énfasis
principalmente a un elemento de fase constante
y una resistencia de transferencia que describe la
adsorcion de la monocapa de apatita en disolucion.
Utilizando los valores de los elementos resistivos
del analisis electroquimico por ajuste al modelo de
circuitos equivalentes planteado, se obtuvieron los
datos termodinamicos que describen el proceso
de adsorcién; para estudiar la influencia en la
variacion de la temperatura y la relaciéon Ca/P

de las mezclas se prepararon soluciones SBF con
diferentes relaciones de Ca/P (10)

Los valores de Ret , y C de las mezclas se ajustaron
a la isoterma de Langmuir, la cual es valida para la
adsorcion de capa simple.

-1 1
F - Badsrmax+ Fmax ( )

Conociendo la proporcionalidad que existe entre
Iy 1/ Ret _se grafic6 la concentracion de iones
de Ca* (C) Vs Ret , *C, donde los valores de I"

pueden ser calculados a través de la pendiente, y el

valor de Bads es mostrado en el intercepto con el
eje de las ordenadas. De las graficas, C vs Ret | *C,
para las mezclas a varias temperaturas, resultaron
los siguientes valores termodinamicos, mostrados
en la tabla 1.

Se obtuvieron valores de AG y AH negativos,
indicando un proceso de adsorciéon espontanea
sobre la superficie de los compuestos y una
reaccion exotérmica con respecto al fenémeno
de adsorcién, el aumento de la temperatura
desfavorece la adsorcién para la mezcla PLA/
Biovidrio y en el caso de PLA/HAP ocurre
lo contrario, atribuyéndose a los cambios
estructurales de la molécula de HAP. En general,
la capacidad de adsorciéon es superior el PLA con

adicién de hidroxiapatita.

La Espectroscopia de Absorciéon Atémica se uso
para definir la concentracién de calcio adsorbido
por las probetas con porcentajes de PLA/HAP
(95/5) y PLA/Biovidrio (90/10). La tabla 2
muestra que la mezcla de PLA/Biovidrio posee
mayor adsorciéon con respecto a la de PLA/
HAP, esto indica que al sumergir la probeta en
SBF variando la concentracion de iones Ca*™?, la
probeta de PLA/Biovidtio con porcentaje 90/10,
contiene en su superficie mayor concentracion de
iones que su estado inicial.

Estos resultados corroboran los obtenidos de
capacidad de adsorcion ylos cambios en la entalpia
de formacion obtenidos a partir del analisis de
EIE, en los cuales la modificacién con HAP en el
PLA, presenté mejores resultados de adsorcion.

Para evaluar la biomineralizacion, o la capacidad
de las mezclas de PLA-HAP y PLA-Biovidrio, de
formar una capa de apatita sobre su superficie o

Tabla 1. Parametros termodinamicos calculados de los diagramas de EIE

AH(K]/
Mezcla T °C r Bads(L/mol) AG(KJ/mol) AS(KJ/mol°k) 1°K)
mo
PLA / 24 0,00174 155,6 -25,01 0.0386 -13,54
Biovidrio 45 0.0029 172.32 -24.20 ’ -11.92
24 0.00019 372.07 -24.55 -51.02
PLA/HAP -0.0781

45 0.000037 365.39 -26.19 -47.19
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Tabla 2.

Concentracion absorbida de calcio, volumen 40ml T:

37 °C.

Concentracién d Antes de la Inmersion en SBF Inmersion en SBF
oneentracion €¢ Inmersién en SBF de HAP/PLA de Biovidrio/PLA
Ca™en SBF
(ppm.) (ppm.) (ppm.)
3,08mmol/L 2,829 2,238 2,631
% error 2,7 1,96 1,28
4,63mmol/L 2,9629 2,200 2,945
% error 0,53 0,6 1,49

incrementar la cantidad de los ya presentes, sobre la
morfologia y algunas propiedades electroquimicas,
se realizaron analisis por SEM y EIE a las muestras
de trabajo, las cuales permanecieron en SBF por
0,7, 14 y 21 dfas de inmersion, a 37 °C.

El efecto en el tiempo de biomineralizacion
se evalud, relacionando este parametro, con
los valores de resistencia a la polarizaciéon Rp,
obtenidos de los ensayos de EIE a 0,7, 14 y 21 dias
de permanencia en SBE en la figura 7 se muestran
los resultados obtenidos en estos ensayos.

Se observa que la Rp es baja a los 7 dias de
inmersion en las mezclas de PLA/HAP y PLA/
Biovidrio, pero ligeramente mas alta en el mezcla
PLA/HAP, lo cual indica que hay un predominio
de disolucién de iones de calcio de la mezcla,
sobre la adsorcion de iones del medio SBE, por el
contrario a los 14 difas se observa un maximo en el
valor de la Rp para las dos mezclas, predominando
la adsorciéon de los iones de calcio y fosforo
presentes en el fluido simulado para formar una
capa de apatita, sobre la disolucién del material de

la mezcla. A los 21 dias decrece la resistencia a la
polarizacién, al degradarse la capa formada debido
a las propiedades de disolucion del PLA (11).

La  biomineralizacion  dependiente de la
variacion en la resistencia a la polarizacion,
son manifestaciones que se generan por la
formacién de un producto, que por su naturaleza
morfolégica, estructural o quimica, permite o
restringe la conduccion electronica, disminuyendo
o aumentando la resistencia a la transferencia de
carga. Con respecto a los grupos silanol (PLA/
Biovidrio), los cuales son i6nicos y de alta energia,
disminuyenla resistenciaala transferencia de carga,
razén por la cual, se transforma en un compuesto
activo, indicando una sefal de bioactividad. Por
el contrario cuando se presentan valores de
resistencia mas altos, se presenta menos actividad
y menos capacidad i6nica, indicando, en este caso,
que es un compuesto estequiométricamente mas
estable. En el caso de PLA/HAP, lo grupos que
podrian apreciarse, son fosfatos de calcio i6nicos,
los cuales atraen cationes de calcio para dar lugar a
la apatita, o a algun fosfato estequiométrico.
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Figura 7. Comparacion del efecto de la biomineralizacién de a) PLA/ Biovidrio y b) PLA/HAP.
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Figura 8. Micrografias de SEM y analisis por EDS, de muestras sumergidas en SBE:
(a) PLA/Biovidrio 7 dias, (b) PLA/Biovidrio 14 dias y (c) PLA/HAP 7 dias.

En la figura 8, se muestra la morfologia de algunas
muestras sumergidas en SBE.

Enla figura 8(a) se observa la formacién de fosfato
de calcio por la técnica de EDS y se aprecia una
superficie poco porosa, e irregular, careciendo
de sitios activos, a diferencia de los catorce dias
de inmersion, figura 8(b), en la cual la superficie
de la mezcla PLA/Biovidrio, cambié de manera
significativa, a mas porosa e irregular en presencia
de fosfato de calcio. Respecto a la figura 8(c), de
la muestra de PLA/HAP, los resultados obtenidos
por SEM y EDS, evidencian el crecimiento de
fosfato de calcio, a pesar del poco tiempo de
inmersion en SBE

Conclusiones

Se presenté un maximo de resistencia a la
polarizaciéon en los ensayos de inmersiéon en SBF
para la mezcla PLA/HAP, atribuyéndose a la
formacion de una monocapa de fosfato de calcio,

con mayor estabilidad, comparada con la mezcla
PLA/Biovidrio. Por esta razén se considera
que la mezcla de PLA/HAP presenté un mayor
efecto de biomineralizacion, lo cual también fue
corroborado con el analisis por SEM-EDS.

La utilizacion del método Sol-Gel para la sintesis
del Biovidrio, Precipitacién Acuosa enla obtencion
de la HAP y Policondensacién para la elaboracion
del PLA, mostraron resultados satisfactorio
con respecto a los materiales esperados para la
fabricacion de las mezclas PLA/HAP y PLA/

Biovidrio.

Los resultados termodinamicos obtenidos a
partir del analisis de las constantes de tiempo de
los diagramas de impedancia en los ensayos con
SBF a diferentes temperaturas y concentracion de
calcio, fueron corroborados satisfactoriamente
con las pruebas de absorcion atémica de iones
calcio en solucién, comparadas al inicio y al final

de los ensayos electroquimicos.
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