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Capitulo 5: Desarrollo y caracteriza-
cion de espumas solidas compuestas:
empleo de polimeros naturales como
agentes espumantes de la fase
liquida.

5.1 Introduccion

En los capitulos anteriores se ha verificado la eficiencia del método de espumado de la fase
liquida, de un cemento 6seo en base a fosfato tricdlcico alfa (a-TCP), para obtener espumas
inyectables y autofraguables de hidroxiapatita (HA). También se caracterizaron los cementos
compuestos con gelatina, alginato de sodio o extracto de soja, bajo el enfoque de usar estos
biopolimeros como agentes espumantes multifuncionales. La razén de haber caracterizado
previamente estos cementos compuestos, es que son el material que conformara la fase
continua de las espumas sélidas obtenidas.

El concepto de espumante multifuncional surge de la posibilidad de incorporar en un solo
aditivo la capacidad de generar con la fase liquida espumas estables, y también la capacidad de
mejorar la inyectabilidad, la cohesidn, la flexibilidad y/o el reconocimiento biolégico del
cemento base.

La propuesta de los biopolimeros antes mencionados como espumantes multifuncionales se
basa en las siguientes caracteristicas.

1. Laalta solubilidad de los biopolimeros en agua.

La capacidad de las proteinas y los carbohidratos para formar y estabilizar sistemas
coloidales.

3. La biocompatibilidad y la biodegradabilidad, que les permite a estos biopolimeros ser
aprovechados como andamios para el relleno de cavidades, o sistemas de liberacién
de farmacos, genes y/o células (ver capitulo 2 seccién 2.4).

4. Del capitulo 4 se sabe que la incorporacidn de estos biopolimeros en la fase liquida no
impide la reaccion de hidrélisis del a-TCP.

5. Del capitulo 4 se sabe también que la gelatina y el extracto de soja mejoran la
inyectabilidad de la pasta cementante.

6. La capacidad de la gelatina y el alginato para gelificar, con lo que se espera
incrementar la cohesién de las pastas espumadas.

7. En el caso particular de la gelatina, el posible incremento de la adhesién celular por la
presencia de la secuencia peptidica RGD [1]. En el caso del extracto de soja la posible
estimulacion de células mesenquimales para diferenciarse hacia osteoblastos, debido
a la liberacién de las isoflavonas [2,3]. Y en el caso del alginato de sodio sulfatado un
posible efecto angeogénico [4].
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Como se hace referencia en los capitulos 1y 4, la gelatina y el alginato de sodio ya se emplean
como aditivos en los cemento de fosfato de calcio (CPC), pero en ningun caso, incluido el
extracto de soja, éstos polimeros se han utilizado como agentes espumantes de pastas
cerdmicas o cementos. La experiencia que se posee sobre el espumado de pastas ceramicas es
la obtencidn de piezas en verde empleando surfactantes sintéticos, en la mayoria de los casos
téxicos, que posteriormente son sinterizadas para obtener ceramicas porosas utilizadas como
intercambiadores de calor, catalizadores, filtros para metales liquidos, entre otras [5].

En este capitulo se determina que biopolimeros, en que concentraciones y para cuales
proporciones liquido/polvo (L/P) de mezclado, originan espumas sélidas de HA, y se comparan
con espumas de HA obtenidas con surfactantes sintéticos como el Tween 80

5.2 Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:

1. Obtener espumas de HA empleando como agentes espumantes:
e lagelatina,
e el alginato de sodio,
e el extracto de soja, y/o
e sus combinaciones.
Caracterizar las espumas de HA obtenidas en términos de cohesién y porosidad.
Seleccionar una formulacion autofraguable in situ y una formulacidn prefraguada por
cada agente espumante, en base a la cohesién en medio liquido y a la maxima
macroporosidad de la espuma de HA.
Determinar las caracteristicas macroestructurales de las espumas seleccionados.
5. Estudiar la cinética de la reaccién de endurecimiento de las espumas autofraguables
seleccionadas bajo condiciones fisiolégicas simuladas.

5.3 Materiales y métodos

El desarrollo, seleccién y caracterizacidon de las formulaciones de espumas de HA se llevd a
cabo en las siguientes etapas: i) una etapa de caracterizacion de las disoluciones
biopoliméricas empleadas como fase liquida del cemento, ii) una etapa de obtencién y
seleccion de espumas sdélidas compuestas y iii) una Ultima etapa de caracterizacidon en
términos de porosidad, cinética de reaccion y propiedades mecdanicas. A continuacién se
describe a detalle cada estudio realizado, y los materiales empleados.

5.3.1 Agentes espumantes de origen natural y polvo de cemento

5.3.1.1 Biopolimeros empleados

Durante este trabajo se emplearon tres diferentes biopolimeros como agentes espumantes de
la fase liquida del cemento: gelatina bovina, alginato de sodio y extracto de soja. A su vez, se
probaron dos variedades de gelatina y tres variedades de alginato de sodio. En la tabla 5.1 se
hace un compendio de los biopolimeros empleados y de sus caracteristicas.
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Tabla 5.1: Diferentes biopolimeros empleados en la obtencién de cementos macroporosos.

Biopolimero Variedad Anotaciones Proveedor
Gelatina Tipo A Bloom =250 PIE=6-9.5 Rousselot AB - A
~bovina  TipoB  Bloom =250 PIE=4.5-5.6 RousselotLB-B
Sin Ultra alto peso PM = 239500 Universidad de Ghent -
sulfatar  molecular DS=0.0% Bélgica
Alginato de PM = 25000 Universidad de Ghent -

Bajo peso molecular

sodio sulfatado DS=27.7% Bélgica
Alto peso molecular PM = 162500 Universidad de Ghent -
DS=6.6% Bélgica
Extracto Universidad de Brighton
de soja - Reino Unido

PIE: punto isoeléctrico; PM: peso molecular [Dalton]; DS: grado de sulfatacién en %.

5.3.1.2 Preparacion de la fase liquida del cemento

De acuerdo a los resultados del capitulo 4, todas las disoluciones poliméricas fueron
preparadas con 2.5 % en peso/volumen (w/v) de Na,HPO, (Merck, ref. 06586.0500) empleado
como acelerante de la reaccion de fraguado. La preparacion y almacenamiento de las
disoluciones se realizd de acuerdo a las condiciones descritas también en el capitulo 4 de esta
memoria.

Disoluciones mixtas con acelerante, Tween 80 y biopolimero se prepararon disolviendo en este
orden los componentes en agua destilada (millipore).

En el caso de disoluciones con mas de un componente (con excepcién del Tween 80), éstas
fueron preparadas a partir de disoluciones independientes de cada polimero, y mezcladas
justo antes de su aplicacién. Las concentraciones de las soluciones de partida fueron
calculadas para que al ser mezcladas en una proporcién 1:1, la combinacidon produjera la
concentracién final deseada de cada componente. La tabla 5.2 muestra algunos ejemplos
practicos.

Tabla 5.2: Ejemplos de las concentraciones de las disoluciones A y B de partida, que al
mezclarse en una proporcion 1:1 originan la disolucion final AB deseada.

Disolucioén final deseada Disolucién A Disoluciéon B

2.5Na,HPO,+5% A+5%B 2.5 Na,HPO, +10% A 2.5 Na,HPO, +10% B
2.5Na;HPO, +5% A+20% B 2.5 Na;HPO, +10% A 2.5 Na,HPO, +40 % B
2.5Na,HPO,+10% A+5%B 2.5 Na,HPO, + 20 % A 2.5 Na,HPO, +10% B
2.5 Na,HPO, +10% A+ 20 % B 2.5 Na;HPO, +20% A 2.5 Na,HPO, +40 % B

5.3.1.3 Fase soélida del cemento

El polvo del cemento consistio en la mezcla de 98 % de a-TCP y 2 % en peso de HA precipitada
(pHA; Alco, ref. 1.02143.1000). El tamafio medio de particula del a-TCP fue de 7.34 um con
una superficie especifica de 1.99 m?/g. La preparacion y las caracteristicas detalladas del polvo
corresponden a las descritas en el apartado 3.3.1 de esta memoria.
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5.3.2 Estudio de espumabilidad y estabilidad de las espumas

preparadas con las disoluciones biopoliméricas

Con el objetivo de determinar que disoluciones biopoliméricas eran aptas para obtener
espumas de HA, se determind la espumabilidad y la estabilidad de las espumas liquidas
preparadas con diferentes contenidos de biopolimero en disolucién, afnadiendo en todos los
casos 2.5 % w/v de acelerante de la reaccion de fraguado del cemento.

Por otro lado, de acuerdo con los resultados obtenidos en el capitulo 3 de esta tesis, se tomé
el Tween 80 como agente espumante modelo en la obtenciéon de cementos macroporosos, por
lo que en el caso de disoluciones biopoliméricas con baja o nula espumabilidad se incorporé
0.5 % w/v de Tween 80 (Sigma, ref. P4780) en el liquido con la intencidon de mejorar las
propiedades espumantes de la disolucién. La tabla 5.3 muestra las diferentes disoluciones
estudiadas.

Tabla 5.3: Disefio experimental sequido durante la caracterizacion de la espumabilidad y la
estabilidad de las disoluciones de biopolimero.

% de polimero en el

Biopolimero f . % de Tween 80 Nomenclatura
liquido
2 0 2An
. . 4 0 4An
Alginato sin sulfatar 5 0.5 2 AR-T
4 0.5 4An-T
""""""""""""""""""""""""""""""""""" > o 2Aas
Alginato sulfatado de bajo peso 6 0 6As
molecular 2 0.5 2As-T
6 0.5 6As-T
S o 0 o 10Gb
Gelatina de bovino tipo B 15 0 15Gb

Los porcentajes manejados son en peso volumen (w/v).

5.3.2.1 Determinacion de la espumabilidad y de la estabilidad de las disoluciones
La espumabilidad de las disoluciones se definié como el incremento porcentual en volumen del
liquido producido por el proceso de espumado. La ecuaciéon 5.1 describe el calculo realizado:

VE-V;

WE = * 100 EQs.1

l
Donde: %E es el porcentaje de espumabilidad, V; es el volumen maximo de espuma
alcanzado y V; es el volumen de liquido con el cual se formo la espuma.

Para este estudio en particular, el espumado de las disoluciones se realizd inyectando aire, a
una velocidad constante, por la parte inferior de una columna vertical de vidrio graduada, la
cual contenia en su interior el liquido a espumar (ver figura 5.1a). El volumen inicial de liquido
fue de 2 ml. El espumado se realizd a temperatura ambiente hasta que la altura de la espuma
en la columna alcanzé el maximo posible.
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Por otro lado, la estabilidad de la espuma se consideréd como el tiempo de vida media de Ila
espuma formada. El tiempo de vida media se definié como el tiempo necesario para obtener la
mitad del volumen maximo de espuma alcanzado.

a) b) (

e o -3 -] o
o o
_\VI 858 0.0 h

b o o o

0 0% 0 0°
2ml o o g0 0

bo o o o

— >
TFiujo de aire TFlujo deaire 3Iem
Espumado por inyeccion de aire Espumado por agitacion mecanica

Figura 5.1: Esquema de los dos métodos de espumado empleados en este capitulo. a)
Espumado por inyeccion de aire en una columna para determinar la espumabilidad de la fase
liquida y la estabilidad de la espuma, y b) espumado por agitacion mecdnica usado para
obtener las espumas de HA. Los dos esquemas estdn hechos a escalas diferentes.

5.3.3 Desarrollo y caracterizacion de espumas compuestas auto-

fraguables y prefraguadas
La segunda etapa del desarrollo de espumas sélidas compuestas fue la obtencién de cementos
macroporosos, aplicando el método del espumado de la fase liquida.

5.3.3.1 Método de espumado

El método de espumado empleado es el mismo que se describe en el capitulo 3 de esta tesis.
Consistié en espumar 2 ml de disolucidn de fase liquida por agitacién mecdnica durante un
minuto dentro de recipientes de polipropileno de 3 cm de didmetro por 7 cm de alto (Eurotubo
— Deltalab). El agitador empleado para formar la espuma se describe a detalle en el capitulo 3
de esta memoria, y fue operado a una velocidad en aire de 12000 rpm (1.5v), ver figura 5.1b.

En el caso especial de las disoluciones de gelatina, éstas fueron precalentadas a 55 °C y
mantenidas a esta temperatura durante el espumado para obtener la disoluciéon en estado
liguido lo suficientemente manipulable. El resto de las disoluciones se espumaron a
temperatura ambiente.

Posteriormente al espumado, el polvo del cemento fue agregado en un solo paso sobre la
espuma dentro del mismo recipiente. La mezcla de ambos componentes constd de dos etapas.
En la primera, la mezcla con espatula se realizé lentamente provocando que la espuma mojara
al polvo. En la segunda etapa, la mezcla se realizé con mas fuerza y velocidad con movimientos
circulares para conseguir homogenizar la pasta. Sin embargo, se tuvo precaucién de no
exceder la fuerza para no romper las burbujas de la espuma.
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A excepcion de los cementos con gelatina que se mezclaron a 55 °C, la mezcla del polvo con la
espuma liquida se realizé a temperatura ambiente. En todos los casos el tiempo total maximo
de mezcla fue de 1.5 minutos.

Una vez homogenizada la pasta de cemento se molded mediante espatula o por inyeccién
dentro de moldes de teflén para obtener cilindros de 6 mm de didmetro por 12 mm de alto.
Los moldes empleados fueron previamente impregnados con un aceite desmoldeante
(Desmold 420 Solyplast) para facilitar la extraccidon y obtener mayor macroporosidad abierta
en la superficie de las muestras.

Para llevar a cabo la reaccidn de fraguado, los cementos macroporosos fueron colocados a 37
°C durante 7 dias, envueltos en papel aluminio para evitar la pérdida de agua de las muestras.

Se adoptaron dos estrategias distintas en el disefio de espumas de HA. Por un lado, se
desarrollaron formulaciones de cementos inyectables y autofraguables in situ, y por otro lado,
cementos aptos para la fabricacion de andamios macroporosos prefraguados en el laboratorio.
La figura 5.2 muestra un esquema de ambas estrategias y lista las caracteristicas principales
requeridas en ambos tipos de material.

Dos tipos de
espumas
Espgmas Espumas
congoho_lables prefraguadas
in situ
Caracteristicas: Caracteristicas:
* Inyectables + Alta macroporosidad interconectada
+ Con cohesién en medio liquido * Procesamiento flexible in vitro
» Capaces de fraguar en condiciones fisiolégicas + Capacidad de disefio en diversas geometrias
Seleccion de 3 formulaciones Seleccion de 3 formulaciones
+ +
Referencia Referencia

Figura 5.2: Esquema que representa las dos aplicaciones de los cementos macroporosos
compuestos a desarrollar, y que enlista las caracteristicas que deben poseer. Fueron
seleccionadas tres formulaciones de cemento compuesto mds una referencia para cada
aplicacion.

5.3.3.2 Formulaciones de cemento estudiadas

En el caso de los cementos espumados con gelatina se estudié el efecto de la concentracion (5,
10y 15 %) y el tipo de gelatina (gelatina bovina tipo A o B) para varias proporciones L/P (0.47,
0.55, 0.65, 0.75, y 0.80 ml/g).

Para el alginato de sodio se estudié el efecto del tipo de alginato (sin sulfatar de ultra alto peso
molecular, sulfatado de alto peso molecular y sulfatado de bajo peso molecular), la
concentracion (1, 2, 4 y 6 %), la incorporacion de 0.5 % de Tween 80 para incrementar la
espumabilidad de la fase liquida y la proporcién L/P (0.55, 0.60, 0.65, 0.75 y 0.80 ml/g).
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Con extracto de soja se estudio el efecto del contenido de soja (5 y 20 %), la incorporacién de
0.5 % de Tween 80 para incrementar la espumabilidad de la fase liquida y la proporcion L/P
(0.40, 0.55y 0.65 ml/g).

Finalmente, en el caso de los cementos compuestos con alginato de sodio o extracto de soja,
se probd el empleo de la gelatina bovina (tipo A y B) como promotor de la cohesion del
cemento compuesto espumado.

Las tablas 5.4, 5.5, 5.6, 5.7 y 5.8 muestran las diferentes formulaciones de cemento compuesto
estudiadas para cada biopolimero. Las concentraciones mostradas hacen referencia al
contenido de biopolimero en la fase liquida expresado en w/v para la gelatina, el alginato, y el
Tween 80, y en w/w para el extracto de soja.

Tabla 5.4: Formulaciones de cemento estudiadas en base a gelatina bovina tipo A.

Biobolimero Contenido en el Proporcién L/P
P liquido [%w/V] [ml/g]
10 0.80
ina ti 15 0.47
Gelatina tipo A
15 0.65
15 0.80

Tabla 5.5: Formulaciones de cemento estudiadas en base a gelatina bovina tipo B.

Biopolimero C?nt.enido en el Proporcién L/P

liquido [%w/V] [ml/g]

0.55

0.65

0.75

10 0.55

10 0.65

Gelatina Tipo B 10 0.75
10 0.80

15 0.55

15 0.65

15 0.75

15 0.80
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Tabla 5.6: Formulaciones de cemento estudiadas en base a alginato de sodio sin sulfatar.

Biopolimero Contenido en el Polimero secundario Proporcién L/P

principal liquido [% w/v] [ml/g]
2 - 0.80

4 - 0.80

1 0.5 % de Tween 80 0.55

1 0.5 % de Tween 80 0.65

2 0.5 % de Tween 80 0.55

2 0.5 % de Tween 80 0.65

2 0.5 % de Tween 80 0.80

Alginato de 4 0.5 % de Tween 80 0.55
sodio 4 0.5 % de Tween 80 0.65

4 0.5 % de Tween 80 0.80

2 10 % de Gel tipo A 0.55

2 10 % de Gel tipo A 0.65

2 5 % de Gel tipo B 0.65

2 10 % de Gel tipo B 0.55

2 10 % de Gel tipo B 0.65

2 15 % de Gel tipo B 0.65

Tabla 5.7: Formulaciones de cemento estudiadas en base a alginato de sodio sulfatado.

. , Contenido Proporcién
Biopolimero .. , .
rincioal en el liquido  Polimero secundario L/P
prinet [%w/v] [ml/g]
2* - 0.80
6* - 0.80
2% 0.5 % de Tween 80 0.80
6* 0.5 % de Tween 80 0.80
2% 5 % de Gel tipo B 0.55
2* 10 % de Gel tipo B 0.55
Alginato de 2% 5 % de Gel tipo B 0.65
sodio 2% 10 % de Gel tipo B 0.65
sulfatado 2% 5 % de Gel tipo B 0.75
2* 10 % de Gel tipo B 0.75
1** 0.5 % de Tween 80 0.55
1** 0.5 % de Tween 80 0.60
2%* 0.5 % de Tween 80 0.55
2%* 0.5 % de Tween 80 0.60
4%* 0.5 % de Tween 80 0.55

*bajo peso molecular; **alto peso molecular.
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Tabla 5.8: Formulaciones de cemento estudiadas en base a extracto de soja.

Biopolimero Contenido en el liquido Biopolimero Proporcion L/P
principal [%w/w] secundario [ml/g]
20 - 0.40
20 0.5 % de Tween 80 0.40
5 5 % Gel tipo A 0.65
20 5 % Gel tipo A 0.65
Extracto de 5 5 % Gel tipo B 0.65
soja 20 5 % Gel tipo B 0.65
5 % Gel tipo B 0.55
10 % Gel tipo B 0.55
20 5 % Gel tipo B 0.55
20 10 % Gel tipo B 0.55

5.3.3.3 Nomenclatura de las espumas de HA compuestas con biopolimeros

La nomenclatura empleada en este capitulo varia ligeramente a la utilizada en el capitulo 4,
donde se desarrollaron los compuestos biopolimero/CPC. En primer lugar, a pesar de que no
se indica, todas las disoluciones de biopolimero, y por ello todas las espumas de HA, contienen
2.5 % w/v de acelerante de la reaccion de fraguado (ver seccién 5.3.1.2). En segundo lugar, la
nomenclatura general de las espumas de HA se resume en la siguiente ecuacion:

#1 Componente 1 — #2 Componente 2 — Condicion — L/P EQ5.2

El primer nimero (#1) corresponde al contenido en la fase liquida del biopolimero principal
utilizado (Componente 1), el cual puede corresponder a gelatina tipo A (Ga), gelatina tipo B
(Gb), alginato de sodio (An), alginato de sodio sulfatado (As) o extracto de soja (S).

El segundo nimero (#2) corresponde al contenido opcional en la fase liquida de un segundo
polimero (componente 2). En este caso las posibles opciones son Tween 80 (T), Ga 6 Gb.

Las concentraciones de los componentes estan expresadas en % w/v, a excepcidn del extracto
de soja que esta expresado en % w/w.

En algunos casos en particular se hara mencién a la condicién de procesado del cemento
(Condicién), empleando la siguiente nomenclatura NE: no espumado, E: espumado y E-Iny:
espumado e inyectado.

Finalmente se puede o no mencionar la proporcidén L/P, expresada en ml/g, usada en la
preparacion del cemento.

Un ejemplo de esta nomenclatura es 2As-0.5T-E-0.80, la cual significa cemento con 2 % w/v de
alginato de sodio sulfatado mas 0.5 % w/v de Tween 80, espumado y mezclado bajo una
proporcién L/P de 0.80 ml/g.
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5.3.3.4 Ensayo de cohesion para los cementos macroporosos compuestos

La cohesidn en medio liquido de la pasta cementante es la propiedad decisiva en la seleccion
del tipo de aplicacién del cemento espumado. Si la pasta de cemento no tiene cohesion
entonces no puede fraguar in situ y por tanto solo se puede usar para fabricar espumas sélidas
prefraguadas. Por esta razén, en esta etapa se probaron dos métodos para determinar la
cohesion del cemento en agua. Ademas, se propuso una escala de cohesidon, asignando un
valor discreto denominado indice de cohesién.

Los métodos empleados para determinar la cohesién fueron:

1) Lainyeccion directa de la pasta espumada en agua a 37 °C.

2) La inyeccidn de la pasta espumada dentro de un orificio creado en una esponja de
poliuretano, la cual en el momento de la inyeccidén estaba completamente mojada y
sumergida en agua a 37 °C.

La intencién de usar la esponja de poliuretano fue la de simular la estructura trabecular del
hueso, para probar si el cemento es capaz de adherirse a las paredes porosas de la esponja.

Bajo ambas metodologias la pasta de cemento se inyectd justo después de la preparacién. Los
cementos fueron preparados bajo el protocolo descrito en la seccién 5.3.3.1.

En cuanto al indice de cohesidn, éste asigna valores enteros entre 1 y 4 unidades a las pastas
de cemento de acuerdo al comportamiento en contacto con el liquido. La tabla 5.9 resume las
asignaciones propuestas.

Tabla 5.9: indices de cohesion asignados a las pastas de cemento compuesto espumadas e
inyectadas, en funcion del comportamiento al contacto con agua a 37 <C.

indice de Condicién de prueba
cohesién Inyeccién directa en liquido Inyeccién dentro de la espuma polimérica
1 Se desintegra inmediatamente. Sale de la cavidad inmediatamente.
’ Se desintegra en un periodo de 24  Mas de un 30 % de la pasta sale de la cavidad
horas. en un periodo de 24 horas.
3 Se sueltan algunas particulas dela  Se sueltan algunas particulas de la superficie,

superficie, pero el cemento fragua. pero el cemento fragua dentro de la cavidad.
Cohesidon completa y fraguado dentro de la

4 Cohesion completa. cavidad.

Adicionalmente, con el objetivo de simular las condiciones ambientales de una sala de
operaciones, la preparacion de los cementos se llevé a cabo a una temperatura ambiente de
20 °C. En el caso de las formulaciones de cemento con gelatina, la fase liquida fue
precalentada y mantenida a 55 °C dentro de un recipiente térmico para realizar el espumado y
el mezclado con el polvo de cemento.

Finalmente, las espumas que presentaron cohesion (indice de cohesién de 3 o 4) fueron
fraguadas durante 7 dias por inmersos en solucién de Ringer (0.9 % NaCl), para observar
mediante microscopia estereoscépica (Olympus SZ51) la existencia de macroporosidad en la
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estructura consolidada. En las muestras que combinaron cohesién y macroporosidad se
determind la porosidad total, a través de inmersién en mercurio (ver capitulo 3 seccion
3.3.5.5).

5.3.3.5 Caracterizacion de las espumas sdlidas obtenidas

Las espumas solidas obtenidas después de 7 dias de fraguado envueltas en papel de aluminio
fueron analizadas en términos de porosidad, densidad esquelética y macroestructura, de
acuerdo a la tabla 5.10. Este estudio se realizé para correlacionar los resultados de
espumabilidad y estabilidad con la macroporosidad incorporada por el proceso de espumado.

Tabla 5.10: Técnicas de caracterizacion de los cementos compuestos macroporosos.

Propiedad de interés Técnica de analisis empleada Numero de muestras

Porosidad total Inmersion en mercurio n=3

Macroporosidad total Inmersién en mercurio n=3

Densidad esquelética Picnometria de helio n=5
(Micromeritics, AccuPyc 1330)

Macroestructura Microscopia electrénica de barrido n=1

(Jeol JSM 6400)

También se estudié el cambio en la porosidad que produjo inyectar la pasta espumada a través
de una jeringa comercial con capacidad para 5 ml, y apertura de la boquilla de 2 mm de
diametro, sin dejar transcurrir tiempo entre el mezclado y la inyecciéon de la pasta.

Las muestras empleadas para la inmersiéon en mercurio fueron cilindros de 6 mm de didmetro
por 12 mm de altura. Muestras no espumadas, obtenidas con las mismas soluciones
biopoliméricas y proporciones L/P, fueron preparadas como controles para verificar la eficacia
del espumado. Las mismas probetas se usaron para determinar la densidad esquelética de los
materiales (ver capitulo 3 seccidon 3.3.5.6). Las muestras para microscopia electrénica de
barrido (MEB) se prepararon y se observaron de acuerdo al capitulo 3, seccion 3.3.5.4.

5.3.3.6 Criterios de seleccion

Como formulaciones inyectables y autofraguables in situ se seleccionaron todas aquellas que
combinaron cohesién y macroporosidad después de ser inyectadas y fraguadas. Sin embargo,
para continuar la caracterizacion in vitro e in vivo, se selecciond una sola formulacion de
cemento compuesto por cada biopolimero principal; la seleccidn se realizé teniendo en cuenta
el balance de las siguientes propiedades:

1. Cohesién adecuada.
2. Maxima porosidad total obtenida.
3. Maximo contenido del biopolimero principal.

En cuanto a las formulaciones prefraguadas, éstas se seleccionaron entre aquellos cementos
compuestos preparados con las proporciones L/P mas altas, moldeados por espatula y
fraguados envueltos en papel de aluminio, puesto que fueron los que mayor macroporosidad
interconectada presentaron. Finalmente y de forma similar a las formulaciones autofraguables,
un solo compuesto por cada biopolimero fue seleccionado en base a:

1. Madéxima porosidad obtenida.
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5.3.3.7 Caracterizacion de la porosidad abierta

Una vez seleccionada una formulacién de cemento por cada biopolimero y aplicacion, éstas se
caracterizaron en términos de porosidad abierta, o lo que es igual, porosidad interconectada.
La técnica que permitié medir la cantidad de porosidad abierta fue la porosimetria de intrusion
de mercurio (MIP). Mediante esta técnica se cuantificéd la densidad aparente, la porosidad
abierta total, la microporosidad abierta (poros con conexiones de tamafios entre 6 nmy 5 um)
y la macroporosidad abierta (poros con conexiones de tamafios entre 5 y 360 um) de las
formulaciones seleccionadas. La distribucidn de la porosidad (calculada de acuerdo al capitulo
2 seccion 2.6.1) se representd graficamente en funcidon del tamafio de entrada de poro en
escala logaritmica. Las muestras empleadas fueron dos cilindros de cemento espumados bajo
las condiciones descritas en la seccidn 5.3.3.1, fracturados a mano por la mitad de la seccién
transversal.

Los cementos autofraguables fueron moldeados por inyeccion y fraguados por inmersion en
solucién de Ringer, mientras que los cementos prefraguados fueron moldeados con espatula y
fraguados envueltos en papel de aluminio para evitar la pérdida de agua. En ambos casos
durante 7 dias a 37 °C.

La macroestructura de las espumas compuestas seleccionadas también se caracterizé
mediante MEB (ver tabla 5.10). Finalmente, a las espumas consideradas como inyectables y
autofraguables, se les determinéd el diametro de los macroporos mediante andlisis de imagen
(software empleado: Adobe Phothoshop CS4).

5.3.4 Estudio cinético de la reaccion de endurecimiento

5.3.4.1 Disefio experimental

El estudio cinético consistié en seguir la evolucién de las propiedades listadas en la tabla 5.11,
para los siguientes puntos de tiempo durante el endurecimiento de las espumas
autofraguables seleccionadas: 0, 2, 8, 24, 168, 288, 480 y 648 horas.

El medio de fraguado que simuld las condiciones fisioldgicas fue la disolucion de Ringer, la cual
consiste en 0.9 % en peso de NaCl en agua.

Tabla 5.11: Propiedades analizadas durante el estudio cinético.

Propiedad Técnica de caracterizacion

% de reaccion Difraccidn de rayos X

Superficie especifica Adsorcion de nitrégeno a 77 °K
Microestructura Microscopia electrénica de barrido
Comportamiento mecanico Resistencia a la compresion

Liberacién de los polimeros al medio de fraguado  Espectroscopia de infrarrojos

Por otro lado, debido a los problemas que puede comportar el empleo de la gelatina de origen
bovino, se probd de forma opcional el empleo de gelatina de porcino tipo B (Rousselot, ref. LP
— B. Bloom = 250), para la fabricacion de las espumas que contienen gelatina en la formulacion.

Por ultimo, se analizé también el fraguado de las espumas en medio de cultivo celular MEM sin
la adicién de suero fetal. En este caso particular, se calculé el porcentaje en el avance de la



Desarrollo y caracterizacion de espumas sélidas compuestas: empleo de
polimeros naturales como agentes espumantes de la fase liquida

reaccion de fraguado a un Unico tiempo. El tiempo estudiado se selecciond en base a los
resultados del estudio cinético en solucién de Ringer y correspondid a 24 horas de reaccién.

5.3.4.2 Preparacion de las muestras

La fabricacion de los cementos compuestos macroporosos se realizd bajo las condiciones
descritas anteriormente (ver seccién 5.3.3.1). La pasta cementante obtenida fue moldeada
mediante inyeccion dentro de moldes de teflon. Inmediatamente los cementos fueron
sumergidos en disolucidn de Ringer y colocados en una estufa a 37 °C, hasta cumplirse el
tiempo de ensayo.

En este estudio en particular el cemento de referencia (no espumado) fue fabricado bajo una
proporcién L/P = 0.35 ml/g, 2.5 % w/v de acelerante y moldeado con espatula (RefA-0.35).

5.3.4.3 Métodos de caracterizacion
Porcentaje de reaccidn: El avance de la reaccién de fraguado a los diferentes tiempos de

ensayo se determindé mediante difraccién de rayos X (DRX), de acuerdo al capitulo 3 sesidn
3.3.5.8. Los ensayos de difraccion se realizaron sobre las muestras ensayadas a compresion
previamente pulverizadas a mano en un mortero de agata.

A diferencia del capitulo 3, el porcentaje de avance de la reaccién se determiné midiendo el
area bajo la curva de los picos principales de difraccién del a-TCP.

Superficie especifica. La superficie especifica a los diferentes tiempos de ensayo se determind

de acuerdo al capitulo 3 seccidon 3.3.5.9. Los ensayos se realizaron sobre las muestras
ensayadas a compresion.

Microestructura. La superficie de fractura de las muestras ensayadas a compresion fue

analizada por microscopia electrénica de barrido (MEB; Jeol JSM 6400) de acuerdo al capitulo
3, seccion 3.3.5.4.

Resistencia a la compresion: La resistencia a la compresion y el modulo eldstico a compresién

fueron determinados de acuerdo al capitulo 3 seccién 3.3.5.7.

Las muestras probadas fueron cilindros de 6 mm de didmetro por 12 mm de altura, fraguados
durante los tiempos seleccionados. Las muestras fueron ensayadas bajo una condicidn de
humedad total. Un minimo de 10 probetas fueron empleadas en cada caso.

Espectroscopia de infrarrojos: La liberacidon de los biopolimeros desde el cemento hacia el

medio de fraguado se estudio a través de espectroscopia de infrarrojos (IR; espectrofotometro
por transformada de Fourier Bomem MB-120). El estudio consistio en detectar los cambios en
las bandas del espectro, entre 4000 y 400 cm™, en funcién del tiempo de reaccién con respecto
a los espectros obtenidos para los componentes en estado puro (alginato de sodio, gelatina y
extracto de soja). Las muestras ensayadas fueron fragmentos de las probetas ensayadas a
compresion previamente trituradas a mano en un mortero de agata. Las muestras de los
biopolimeros puros fueron el polvo triturado completamente seco. Para obtener los espectros
se agrego bromuro de potasio (KBr) a cada muestra en una proporcidn aproximada de 200:2
(KBr:muestra).
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5.3.5 Analisis estadistico de los resultados

Las pruebas de igualdad de medias se realizaron aplicando la prueba estadistica t de Student.
El criterio de rechazo o aceptacién de la hipdtesis nula se fijé en un porcentaje de confiabilidad
del 0.05 %.

5.4 Resultados y discusion

5.4.1 Espumabilidad y estabilidad de las disoluciones de biopolimeros
Con el método de espumado por insuflado de aire dentro de una columna, las disoluciones
poliméricas formaron espumas con burbujas poliédricas con didmetros mayores a 1 cm, con
paredes liquidas delgadas faciles de romper al contacto. No obstante, debido al mayor tamano
de las burbujas, la sensibilidad de esta técnica es elevada, pudiendo detectar cambios
pequefios de espumabilidad para diferentes biopolimeros y concentraciones.

En la figura 5.3 se muestra la espumabilidad y la estabilidad de las espumas de biopolimero,
determinadas con el método de insuflado de aire.

a) Espumabilidad b) Estabilidad de la espuma
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Figura 5.3: Espumabilidad y estabilidad de las espumas obtenidas con los biopolimeros a través
del método de insuflado de aire dentro de una columna de vidrio.

Espumabilidad: Como primer punto se puede ver que la espumabilidad de las disoluciones de
alginato de sodio fue relativamente baja y disminuyé con el incremento de la concentracion.
Esto se debe a que la disolucion mas concentrada se hace mas viscosa, lo que dificulta Ia
incorporacién de aire en el liquido. Por otro lado, con la adicidon de 0.5 % de Tween 80 la
espumabilidad de la disolucion al 2 % de alginato se incrementé al doble, mientras que la
disolucién del 4 % continud sin espumarse.

Por su parte, las disoluciones de alginato de sodio sulfatado de bajo peso molecular tienen una
viscosidad similar a la del agua. Pero como se muestra en la figura 5.3 la espumabilidad fue
muy baja, por lo que el alginato sulfatado de bajo peso molecular no actia como espumante.
La incorporacién de 0.5 % de Tween 80 en la disolucién de alginato sulfatado incremento
considerablemente la espumabilidad, de forma comparable a como lo hace con el agua pura.
En la figura 5.3 se observa también que el incremento de la concentracidon de alginato
sulfatado disminuyé la espumabilidad de la disolucién que contiene Tween 80.
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Por otro lado, la espumabilidad de las disoluciones de gelatina fue mayor que la espumabilidad
de las disoluciones de alginato de sodio sin sulfatar y alginato de sodio sulfatado de bajo peso
molecular ambos sin Tween 80, pero no fue tan alta como la de las disoluciones de alginato
sulfatado mas Tween 80. Asimismo, la espumabilidad de la disolucién de gelatina al 10 % fue
ligeramente mayor que la del 15 %. Nuevamente, la diferencia se puede atribuir a la viscosidad
de la disolucién que se incrementa con el aumento del contenido de gelatina.

Estabilidad: En cuanto a la estabilidad de las espumas, a pesar de que las disoluciones de
alginato de sodio son poco espumables, éstas fueron las que presentaron con gran diferencia
la mayor estabilidad con y sin la incorporacion de Tween 80 en la disolucién. La excepcién a
esta regla se encontrd en la disolucién al 2 % de alginato sin Tween 80, que es la de menor
viscosidad de las disoluciones de alginato de sodio sin sulfatar estudiadas.

Resulta extrafio hablar de estabilidad de las espumas si las disoluciones de partida
practicamente no son espumables. Tal es el caso de las disoluciones de alginato de sodio al 4 %
con y sin la incorporacién de Tween 80. No obstante, en estos casos alguna burbuja formada
dentro del liquido, ya sea por el espumado o durante la preparacion de la disolucién, es capaz
de permanecer durante horas sin romperse, aunque el incremento de volumen que origina no
sea significativo.

Las disoluciones de alginato de sodio sulfatado de bajo peso molecular sin Tween 80 fueron
ligeramente mds espumables que las disoluciones de alginato de sodio sin sulfatar mas
concentradas. Sin embargo, y a pesar de incorporar mas burbujas, al dejar de espumar las
pocas burbujas formadas colapsaron inmediatamente. Por lo que el alginato sulfatado de bajo
peso molecular no es un estabilizador de las espumas, probablemente por la baja viscosidad
de sus disoluciones. No obstante, la adicion de Tween 80 incrementd la estabilidad de las
espumas obtenidas, sin presentar diferencias considerables con respecto a la concentracién de
alginato sulfatado.

De acuerdo a estos resultados, el alginato de sodio no es un espumante natural a pesar de
poseer grupos laterales negativos en la estructura. Una posible explicacion es que la
distribucion de los grupos es homogénea en la molécula y por tanto no cuenta con zonas de
carga negativa y zonas de carga neutra o positiva alejadas, por lo cual no actia como
tensoactivo. Sin embargo, dependiendo del peso molecular, el alginato de sodio puede llegar a
ser un gran estabilizador de las espumas, debido a la alta viscosidad de la disolucién, pero se
debe moderar el empleo porque en exceso impide la espumabilidad de las disoluciones.
Ademas, las pocas burbujas atrapadas en las disoluciones mas viscosas pueden llegar a
permanecer por largos periodos de tiempo. Finalmente, se puede decir que en este sistema, el
efecto mayoritario del Tween 80 es el de formar la espuma, en tanto que el efecto mayoritario
del alginato de sodio es el de estabilizarla.

Las espumas de gelatina fueron tan estables como las espumas de alginato sulfatado mas
Tween 80. La estabilidad no se modificé con el cambio en la concentracién de gelatina en el
intervalo estudiado. Sin embargo, la estabilidad no llegd a ser tan alta como la estabilidad
mostrada por las disoluciones de alginato de sodio sin sulfatar de ultra alto peso molecular.
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Es sabido que la gelatina es un espumante natural empleado en gran variedad de procesos,
principalmente para la obtencidon de productos alimentarios, como natas o helados [6]. La
gelatina tipo B, que tiene una carga neta negativa, es un buen espumante y estabilizador de
espumas bajo las condiciones probadas, y no necesita de la incorporaciéon de agentes
surfactantes como el Tween 80 para mejorar la obtencién de espumas liquidas.

En base a estos resultados se puede proponer cualitativamente que la espumabilidad es
inversamente proporcional, mientras que la estabilidad es directamente proporcional a la
viscosidad de la disoluciéon. Sin embargo, la constante de proporcionalidad no fue
determinada, ya que se requiere de los valores cuantitativos de viscosidad, los cuales no
fueron medidos en este trabajo. Ademads, cabe mencionar que la viscosidad depende de la
concentracién de la disolucién y del peso molecular del soluto, que en este caso corresponde
al biopolimero empleado.

Se puede decir, de forma cualitativa, que algunos factores que incrementan la espumabilidad
de la fase liquida de los cementos son:

e La baja viscosidad de la fase liquida a espumar.
e Enalgunos casos especificos el uso adicional de un surfactante.

También se puede decir que los factores que incrementan la estabilidad de la espuma liquida
son:

e laalta viscosidad de la fase liquida espumada.
e Enalgunos casos especificos el uso adicional de un surfactante.

Finalmente, la seleccion del agente espumante, para obtener los mejores resultados en la
fabricacion de CPC macroporosos, debe hacerse balanceando las caracteristicas de la
disolucién, de tal forma que posea la mayor espumabilidad posible a la par de una buena
estabilidad. En base a los resultados obtenidos se propone la siguiente jerarquizacion, de
mejor a peor disolucion de agente espumante:

2As-T > 6As-T > 2An-T > 10Gb > 15Gb > 2An > 2As > 6As > 4An-T > 4An

5.4.2 Cohesion en medio liquido de las pastas de cemento compuesto

La cohesidon es una propiedad indispensable de las pastas empleadas como relleno éseo,
debido a que de ella depende que el material permanezca en el sitio de la lesidn, sin
desintegrarse hasta que termine de fraguar. Si la pasta se desintegrara, no llega a formar un
cuerpo solido, y por tanto no cumpliria con la funcién de relleno, ademas de que las particulas
liberadas de cemento podrian causar dafios en el tejido circundante.

Por lo anterior, a continuacién se describen algunos aspectos generales de la prueba y del
indice de cohesion propuestos.

Al inyectar el cemento dentro de la cavidad de la esponja se observd que la pasta era capaz de
desplazar el agua del interior del orificio y que no se disolvia en el medio; por lo que se espera
gue la presidn sanguinea no sea un inconveniente en el relleno de defectos éseos in vivo.
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Es importante sefialar que la inyeccidon del cemento dentro de la esponja se realizd con el
orificio en posicion vertical (ver figura 5.4 superior), no obstante, en esa posicion la fuerza de
gravedad estabiliza la pasta dentro del orificio, por lo que inmediatamente después de
terminar la inyeccidn, el orificio se colocd en posicion horizontal, posicion en la que se
determind el indice de cohesién del cemento.

Para los cementos con indice de cohesion 4 (ejemplos mostrados en la figura 5.4 inferior —
izquierda) no se observaron desprendimientos de material durante un periodo minimo de 24
horas en contacto con agua a 37 °C. En los cementos inyectados dentro de la esponja se pudo
apreciar una pequefia protuberancia sobre la superficie, originada por el fin del cordén de la
pasta inyectada.

Inyecciéninmediata después
dela preparacién

Cohesidn dentro de esponja y Falta de cohesion dentro de esponja y
directamente en el liquido directamente en el liquido

Figura 5.4: Imdgenes de las pruebas de cohesion llevadas a cabo y ejemplos de pastas
cementantes con y sin cohesion. Arriba: imagen de la inyeccion dentro de la cavidad de la
esponja. Abajo-izquierda: Imdgenes de pastas con un indice 4 de cohesidn, dentro de la espuma
y directamente en medio liquido. Abajo-derecha: Imdgenes de pastas con un indice 1 de
cohesion, dentro de la espuma y directamente en medio liquido.

En la mayoria de los casos el indice de cohesidn asignado fue el mismo tanto en esponja como
directamente en el liquido. Sin embargo, para algunas formulaciones la cohesiéon fue mayor
dentro de la esponja, lo cual indica que las paredes del orificio ayudan a mantener la
integridad de la pasta durante el fraguado. Este resultado es importante puesto que la esponja
simula mejor la condicidn esperada in vivo.

Por otro lado, la desintegracién de los cementos sin cohesién fue también bastante clara,
tanto directamente en el liquido como en la esponja (ver figura 5.4 inferior — derecha). Las
pastas sin cohesidn se desintegraron produciendo granulos de material en la posicion inicial
y/o la vecindad del sitio de inyeccion.

Ademas, en algunos casos en los cementos con cohesidn se observé un halo de turbidez
alrededor de la pasta inyectada directamente en el liquido. El halo podria deberse a la
disolucidén parcial de la pasta, pero en ninguin caso se observé la desintegracién del material.
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Finalmente, en todos los casos de formulaciones que presentaron cohesion dentro del orificio
de la esponja, los cementos se fijaron con considerable firmeza. Probablemente la ligera
dilucién de la pasta (halo visto en las muestras inyectadas directamente en agua) le permita
penetrar en los poros ubicados en la superficie del orificio, y al endurecer genere la unién
mecanica con la esponja, que in vivo podria ser la estructura trabecular ésea.

5.4.2.1 Cohesion de las diversas formulaciones de cementos compuestos

En las tablas 5.12, 5.13, 5.14, 5.15 y 5.16 se resumen los resultados de cohesién y la presencia
o no de macroporos en los cementos compuestos con gelatina tipo A, gelatina tipo B, alginato
de sodio, alginato de sodio sulfatado y extracto de soja, respectivamente.

Cabe mencionar que en algunos casos para mejorar la cohesion de las espumas se hicieron
mezclas de polimeros. En particular a las espumas obtenidas con alginato de sodio, sulfatado y
sin sulfatar, o extracto de soja se les incorpord un 5 o un 10 % w/v de gelatina tipo A o B.

Gelatina tipo A: Practicamente en ningun caso los cementos espumados con gelatina tipo A
tuvieron cohesién, a excepcidn de la espuma obtenida con 15 % de gelatina tipo A con L/P =
0.80 ml/g (15Ga-0.80) que mostrd un indice de cohesién de tan solo 3 unidades.

Tabla 5.12: Resultado de los ensayos de cohesion realizados con las pastas de cementos
compuestos espumados con gelatina bovina tipo A, y presencia de macroporosidad en los
compuestos con cohesion. Porosidad observada mediante microscopia dptica.

Lo indice de
. .. Indice de ..
Biopolimero Contenido  Proporcion cohesion cohesién Macroporosidad
P [%w/v]  L/P[ml/g] dentro de P
en agua .
la esponja
10 0.80 2 2 n.a.
15 0.47 2 2 n.a.
Gelatina A
15 0.65 2 1 n.a.
15 0.80 3 3 -

n.a.: no aplica la determinacion pues la pasta no presenté cohesion.

Gelatina tipo B: Por otro lado, practicamente todas las formulaciones espumadas con gelatina
tipo B tuvieron cohesion, valorada con un indice de 4, para un amplio intervalo de
concentraciones y proporciones L/P.

La cohesién de las espumas compuestas con 5 % de gelatina B disminuyd con el incremento de
la proporcion L/P, mientras que para 10 y 15 % de gelatina la cohesidn fue relativamente
constante, entre L/P 0.55 y 0.75 ml/g. Este resultado sugiere que el mayor contenido de
gelatina tipo B incrementa la cohesidon de las pastas fabricadas con mayores proporciones L/P.
Sin embargo, la cohesion de las espumas fabricados con L/P = 0.80 ml/g disminuyd obteniendo
un indice de cohesion 3, siendo esta proporcidén L/P la mas alta que se puede emplear para
asegurar la cohesién de las pastas compuestas con 10 6 15 % de gelatina tipo B.
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Tabla 5.13: Resultado de los ensayos de cohesion realizados con las pastas de cementos
compuestos espumados con gelatina bovina tipo B, y presencia de macroporosidad en los
compuestos con cohesion. Porosidad observada mediante microscopia dptica.

) .. Indice de I'ndice.c’le
Biopolimero Contenido  Proporcion cohesion cohesion Macroporosidad
[%w/v] L/P [ml/g] en agua dentro d.e
la esponja
0.55 4 4 NO
0.65 3 3 -
0.75 1 1 n.a.
10 0.55 4 4 NO
10 0.65 4 4 S
Gelatina B 10 0.75 4 4 S|
10 0.80 3 3 S|
15 0.55 3 3 -
15 0.65 4 4 S
15 0.75 4 4 SI
15 0.80 3 3 S

n.a.: no aplica la determinacidon pues la pasta no presentd cohesién; Sl: si macroporos; NO: no
macroporos.

Los resultados sugieren que la gelatina B actia como un gel promotor de la cohesion,
permitiendo obtener formulaciones de espumas inyectables aptas para relleno éseo. No
obstante, no todas las pastas con cohesidn dieron origen a macroporos en la estructura, por tal
motivo solo aquellas con proporcion L/P mayor o igual a 0.65 ml/g fueron seleccionados para
su futura caracterizacion.

Un factor que debe tomarse en cuanta al espumar cementos con gelatina, es mantener la
temperatura de la fase liquida y de la pasta a 55 °C, por lo menos hasta obtener una pasta
homogénea para inyectar. Si la temperatura baja, entonces la fase liquida gelifica impidiendo
el espumado y el mezclado con el polvo. Por otro lado, la pasta con gelatina también es
susceptible de gelificar por lo que debe inyectarse mientras esté caliente, si se enfria entonces
el cemento endurece y queda atrapado al interior de la jeringa. No obstante, no se comprobd
si el gelificado de la pasta es reversible térmicamente, como se revierte el gelificado de las
diluciones de gelatina.

Alginato de sodio sin sulfatar: Para los cementos compuestos con alginato de sodio mas

gelatina se observd algo similar a los compuestos con gelatina sola. Los compuestos con
alginato mas gelatina tipo A no tuvieron cohesidn, mientras que los compuestos con alginato
mas gelatina B si la tuvieron. Sin embargo, el indice de cohesidn no llegd a ser de 4 a pesar de
emplear proporciones L/P muy por debajo de 0.80 ml/g.

En cuanto a la presencia de macroporosidad sélo el compuesto 2An-10Gb con L/P = 0.55 ml/g
presenté gran cantidad de macroporos. Desafortunadamente, al incrementar el contenido de
gelatina al 15 % para brindar mayor cohesién, la viscosidad de la fase liquida fue tan alta que
no pudo ser espumada.
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Tabla 5.14: Resultado de los ensayos de cohesion realizados con las pastas de cementos
compuestos espumados en base a alginato de sodio, y presencia de macroporosidad en los
compuestos con cohesion. Porosidad observada mediante microscopia dptica.

. - indice de
. , . , Proporcion Indice de .,
Biopolimero Contenido Polimero L. cohesion .
. . L/P cohesion Macroporosidad
principal [% w/v] secundario dentro de
[ml/g] en agua .
la esponja
1 0.5 % Tween 80 0.55 1 3 n.a.
1 0.5 % Tween 80 0.65 1 2 n.a.
2 0.5 % Tween 80 0.55 4 4 Sl
2 0.5 % Tween 80 0.65 1 3 n.a.
2 0.5 % Tween 80 0.80 1 1 Sl
) 4 0.5 % Tween 80 0.55 4 4 NO
Alginato de 4 0.5%Tween80  0.65 4 4 NO
sodio
2 10 % Gel A 0.55 2 2 n.a.
2 10 % Gel A 0.65 1 1 n.a.
2 5% Gel B 0.65 2 3 n.a.
2 10 % Gel B 0.55 3 3 Sl
2 10 % Gel B 0.65 3 3 -
2 15 % Gel B 0.65 3 3 NO

n.a.: no aplica la determinacidon pues la pasta no presenté cohesidon; Sl: si macroporos; NO: no
macroporos.

Por otro lado, para los cementos compuestos con alginato de sodio mas 0.5 % de Tween 80, la
espuma con la mayor macroporosidad obtenida con una proporcion L/P = 0.80 ml/g no tuvo
cohesién. Sin embargo, el incremento del contenido de alginato incrementd ligeramente la
cohesién de pastas preparadas con L/P entre 0.55 y 0.65 ml/g. Cabe mencionar que estas
espumas mostraron mejor cohesidn dentro de la esponja que directamente en agua.

El incremento de la proporcidn L/P produjo la disminucidon de la cohesion de los cementos con
1y 2 % de alginato mas Tween 80, mientras que con 4 % no se encontraron cambios en el
intervalo estudiado.

Desafortunadamente, sélo una formulacidn con alginato de sodio mas Tween 80 tuvo buena
cohesién y presentd simultdneamente macroporosidad en la estructura, la cual corresponde a
2 % de alginato de sodio mas 0.5 % de Tween 80, con L/P = 0.55 ml/g (2An-0.5T-0.55).

Alginato de sodio sulfatado: A diferencia de los cementos compuestos con alginato de sido sin

sulfatar, los compuestos con alginato sulfatado de bajo peso molecular mas gelatina tipo B no
tuvieron cohesioén. Esto puede ser atribuido al punto isoeléctrico de la gelatina tipo B (ubicado
entre 4.5 y 5.6), que bajo las condiciones de trabajo (pH mayor a 7) origina una carga neta
negativa de la gelatina en disolucion. Considerando que el alginato sulfatado también es
altamente negativo (mas que el alginato sin sulfatar), se puede genera una repulsién isostatica
entre ambos polimeros que provoca la desintegracién de la pasta cementante. Lo cual también
explicaria que el indice de cohesidn de los cementos compuestos con gelatina B y alginato de
sodio sin sulfatar no llegara a ser de 4 (ver tabla 5.14).
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Por otro lado, las espumas compuestas con alginato sulfatado de bajo peso molecular mas 0.5
% de Tween 80, con L/P = 0.80 ml/g, que mostraron la mayor macroporosidad, tampoco
tuvieron cohesién. No obstante, los compuestos con alginato sulfatado de alto peso molecular
mas 0.5 % de Tween 80 tuvieron mayor cohesion. Probablemente las causas de la mejor
cohesién son la mayor viscosidad, la presencia de mayor carga negativa aportada por los
grupos sulfato, y el mayor entrecruzamiento del hidrogel que se forma con las cadenas
poliméricas mads largas y los iones calcio del cemento.

Finalmente y a diferencia de los compuestos con alginato de sodio sin sulfatar, varios
compuestos con alginato de sodio sulfatado de alto peso molecular con 0.5 % de Tween 80
mostraron macroporosidad aceptable como se indica en la tabla 5.15.

Tabla 5.15: Resultado de los ensayos de cohesion realizados con las pastas de cementos
compuestos espumados en base a alginato de sodio sulfatado, y presencia de macroporosidad
en los compuestos con cohesion. Porosidad observada mediante microscopia dptica.

o . ’ Proporcién indice I'ndice.c’ie
Biopolimero Contenido Polimero de cohesién .
principal [%ow/v] secundario L/P cohesion  dentro de Macroporosidad
[mi/e] en agua la esponja
2* 0.5 % Tween 80 0.80 1 1 Sl
2% 5% Gel B 0.55 1 1 n.a.
2* 10 % Gel B 0.55 2 3 n.a.
2* 5% Gel B 0.65 1 1 n.a.
2* 10 % Gel B 0.65 1 2 n.a.
Alginato de 2+ 5% Gel B 0.75 1 1 n.a.
sodio
sulfatado 2* 10 % Gel B 0.75 1 1 n.a.
1%* 0.5 % Tween 80 0.55 4 4 S|
1** 0.5 % Tween 80 0.60 3 3 Sl
2%* 0.5 % Tween 80 0.55 4 4 Sl
2%% 0.5 % Tween 80 0.60 3 3 S|

4** 0.5 % Tween 80 0.55 4 4 NO

*bajo peso molecular; **alto peso molecular; n.a.: no aplica la determinacion pues la pasta no presentd
cohesion; Sl: si macroporos; NO: no macroporos.

Extracto _de soja: Por su parte los cementos macroporosos compuestos Unicamente con

extracto de soja no tuvieron cohesion en agua, a pesar de la baja proporcién L/P con la que se
prepararon (L/P = 0.40 ml/g). Para superar el inconveniente y en vista de la buena cohesion
qgue indujo la gelatina sobre los compuestos con alginato, se probaron compuestos soja mas
gelatina para mejorar esta propiedad.

Como resultado se encontrd que la incorporacién de gelatina tipo A en los compuestos con
soja tampoco favorecio la cohesion. Sin embargo, la adicidn de gelatina tipo B si la incrementé.

Para los compuestos con soja mas gelatina B se siguié el comportamiento tipico del cemento,
es decir, para mayor proporcién L/P menor cohesidn. Por su parte mayor cantidad de extracto
de soja o gelatina incrementaron la cohesién del material.
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Finalmente, en los compuestos con buena cohesién sdlo fue observada macroporosidad en
aquellas formulaciones con 5 0 10 % de gelatina con 20 % en peso de soja y L/P = 0.55 ml/g.

Tabla 5.16: Resultado de los ensayos de cohesion realizados con las pastas de cementos
compuestos espumados en base a extracto de soja, y presencia de macroporosidad en los
compuestos con cohesion. Porosidad observada mediante microscopia dptica.

. co indice de
. , . , Proporcion Indice de ..
Biopolimero Contenido Polimero ., cohesion .
. . L/P cohesion Macroporosidad
principal [%w/w] secundario dentro de
[ml/g] en agua .
la esponja
20 — 0.40 2 2 Sl
5 5% Gel A 0.65 1 1 n.a.
20 5% Gel A 0.65 1 1 n.a.
5 5% Gel B 0.65 2 2 n.a.
Extracto 20 5 % Gel B 0.65 2 2 n.a.
de soja
5% Gel B 0.55 3 3 -
5 10 % Gel B 0.55 4 4 NO
20 5% Gel B 0.55 4 4 S
20 10 % Gel B 0.55 4 4 S

n.a.: no aplica la determinacidon pues la pasta no presentéd cohesidon; Sl: si macroporos; NO: no
macroporos.

5.4.2.2 Biopolimeros como promotores de la cohesion

El indice de cohesidn de los cementos compuestos dependid principalmente de la proporcion
L/P y del biopolimero empleado como agente espumante. La proporcion L/P es una de las
variables de proceso mas importantes en el control de las propiedades finales de los cementos.
En el capitulo 3 se comprobé que el incremento de la proporcion L/P facilita la incorporacion
de macroporos, desafortunadamente, el aumento de la L/P estd limitado por la cohesion de la
pasta cementante y por la resistencia mecanica de la estructura fraguada, las cuales son
menores cuanto mayor es la proporcion L/P.

Una de las funciones esperadas de los biopolimeros usados como agentes espumantes fue
incrementar la cohesidon de las pastas de cemento espumadas. La hipdtesis se basa en la
capacidad de la gelatina y del alginato de sodio para gelificar, esperando que la formacién del
gel retenga las particulas de reactivo durante el fraguado, incrementando la cohesion.

Bajo esta hipotesis, la formacién y la estabilidad del gel son los factores primordiales para
incrementar la cohesion. El mecanismo de formacion del gel de gelatina y de alginato es muy
diferente. La gelatina gelifica por el acomplejamiento de las cadenas proteicas entre si mismas
al reducirse la temperatura de la disolucién por debajo de 37 °C [6,7], mientras que la
formacion del gel de alginato requiere la presencia de cationes bivalentes como el calcio para
formar uniones entre las diferentes cadenas del carbohidrato [8].

El gel del alginato de sodio formado con los iones calcio del cemento no resulté ser lo
suficientemente rigido como para permitir obtener pastas de cemento con cohesién con
proporciones L/P superiores a 0.60 ml/g. Probablemente la insuficiente rigidez del gel se deba
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a la baja concentracion de alginato en disolucion y/o al empleo del acelerante de la reaccion
de fraguado del cemento, el cual puede bloquear los sitios de la cadena polimérica que se
enlazan para formar el gel [8]. Pese a ello, no son factibles concentraciones mayores de
alginato debido a que reducen la espumabilidad de la disolucién, y el empleo del acelerante es
necesario para obtener formulaciones de cemento con tiempos de fraguado adecuados para
uso clinico (ver capitulo 4). Para obtener mayor cohesidn se propuso emplear el alginato
sulfatado de alto peso molecular, puesto que a mayor peso molecular la viscosidad es mayor y
la desintegracion de la pasta es mas dificil. Ademas, las cadenas poliméricas de mayor longitud
favorecen la rigidez del gel [8], manteniendo mas unidas a las particulas que conforman la
pasta y por tanto mejorando la cohesion.

Como se explico, el gelificado de los biopolimeros es un factor importante en la cohesién, sin
embargo, también se encontré una influencia de la carga eléctrica del biopolimero. De forma
cualitativa se observd que biopolimeros con carga neta negativa, como la gelatina tipo B o el
alginato de sodio, brindan mayor cohesidon a la pasta de o-TCP. También se observd
cualitativamente que mezclas de biopolimeros con cargas negativas, como la gelatina tipo B
mas el alginato de sodio, disminuyen la cohesion. Es dificil encontrar la razén exacta de este
comportamiento, pero una posible explicacion es la repulsién de ambos polimeros dentro de la
pasta por poseer ambos cargas negativas.

Por ultimo, se observd que mezclas de biopolimeros con carga negativa mds biopolimeros
eléctricamente neutros, por ejemplo la gelatina tipo B mas el extracto de soja, si favorecen la
cohesion, probablemente porque el polimero cargado negativamente no se repele con el
polimero neutro.

Las interacciones eléctricas a nivel molecular entre los biopolimeros y el a-TCP son dificiles de
interpretar empleando Unicamente los resultados aqui presentados, por lo que se sugiere un
estudio mas detallado para comprender el mecanismo electrostatico de cohesién. Debido a la
compleja estructura molecular de los biopolimeros, especialmente la gelatina, tal vez sea
necesario emplear simulaciones moleculares informaticas.

Por otro lado, dentro del intervalo de concentraciones estudiado, la gelatina bovina tipo B fue
el biopolimero que brindd la mayor cohesién, permitiendo obtener pastas espumadas aptas
para relleno dseo hasta con proporciones L/P de 0.75 ml/g. Por el contrario, la gelatina bovina
tipo A no incrementé la cohesidn.

Puesto a que ambas gelatinas empleadas tienen la misma capacidad para gelificar (Bloom de
250), es probable que la diferencia entre ambas gelatinas esté relacionada con el punto
isoeléctrico (PIE) de estas proteinas. Como ya se menciond, la gelatina tipo B bajo las
condiciones de trabajo (pH de la disolucidn de acelerante mayor a 7) tiene una carga eléctrica
neta negativa (PIE entre 4.5 y 5.6). En cambio la gelatina tipo A (con PIE entre 6 y 9.5) tiende a
ser eléctricamente neutra en disolucién con el acelerante. Lo cual reafirma la hipétesis de que
la mayor cohesidn se debe en parte a interacciones electrostaticas entre el polimero con carga
negativa y el a-TCP, las cuales desaparecen cuando el biopolimero es eléctricamente neutro,
tal es el caso de la gelatina tipo A o el extracto de soja. Bajo esta hipdtesis es probable que
polimeros con carga neta positiva no brinden cohesién al cemento en base a a-TCP.
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Finalmente, el extracto de soja es un biopolimero altamente hidréfilo pero eléctricamente
neutro, que fluidifica a la pasta de cemento y no promueve la cohesién, alin con proporciones
L/P tan bajas como 0.40 ml/g. Como solucion se propuso la incorporaciéon de gelatina a los
cementos compuestos con extracto de soja. Como resultado se pudieron fabricar cementos
compuestos soja mas gelatina B con cohesion hasta con proporciones L/P de 0.55 ml/g.

En el capitulo 3 se encontré que la mayor proporcién L/P con la que las espumas obtenidas
Unicamente con Tween 80 tienen cohesidén es de 0.50 ml/g. Al comparar este dato con la
proporcidn L/P con la que las espumas obtenidas con biopolimeros tienen cohesidn se observa
que la gelatina tipo B permitiéd incrementar casi al doble la proporcién L/P maxima de
fabricacion, lo que significa poder incorporar mayor macroporosidad en la estructura. Sin
embargo, la adicidn del alginato de sodio con 0.5 % de Tween 80 y del extracto de soja con 5 %
de gelatina, permitid incrementar la maxima proporcion L/P de 0.50 a 0.55 ml/g. El incremento
podria parecer insignificante, no obstante, es relevante para el compuesto con soja y gelatina,
en el que la macroporosidad abierta fue mayor, aunque de menor tamafio, en comparacién
con la espuma con cohesién mas macroporosa obtenida en el capitulo 3 (0.5%T-0.50).

5.4.3 Caracterizacion de las espumas s6lidas compuestas

Como ya se ha podido observar, el método de espumado de la fase liquida empleando como
agentes espumantes a polimeros de origen natural resulté ser eficaz para la obtencién de
cementos macroporosos compuestos. A continuacidn se describen, polimero a polimero, las
caracteristicas de las espumas sélidas obtenidas, empleando la mayor proporcién L/P para
maximizar la porosidad introducida por el espumado.

5.4.3.1 Espumas compuestas con gelatina bovina

Porosidad: La figura 5.5 resume la porosidad total y la macroporosidad total, medidas por
inmersién en mercurio, de los cementos compuestos espumados con gelatina bovina tipo Ay
B, moldeados con espatula o por inyeccidén dentro de los moldes. Cementos fraguados durante
7 dias envueltos en papel de aluminio.

La porosidad total de los compuestos con gelatina no espumados es del orden de 60 % y no se
modificé con el incremento de la cantidad del polimero, ni con el tipo de gelatina empleado.

Para los cementos compuestos con gelatina tipo A el método de espumado no incrementd
significativamente la porosidad total. Mientras que con gelatina B, el espumado si incrementé
la porosidad total, siendo significativamente mayor el efecto en el compuesto con 10 %
gelatina.

De forma general, la porosidad total de los cementos macroporosos compuestos con gelatina
tipo B, fue mayor a la de los cementos compuestos con gelatina tipo A. Finalmente, el proceso
de inyeccion de la pasta no disminuyd la porosidad total de los cementos espumados (a
excepcion del compuesto con 15 % de gelatina A).

Por otro lado, como muestran los datos en las figuras 5.5 b y d, para calcular la
macroporosidad total de los compuestos espumados, se defini6 como inexistente la
macroporosidad de los compuestos no espumados. Las mismas figuras muestran que la
macroporosidad total de los cementos espumados con gelatina tipo A se incrementd con el
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aumento de la cantidad de gelatina en disolucién. Por el contrario, con gelatina tipo B la
macroporosidad total disminuyd con el incremento de la concentracién. Este ultimo resultado
concuerda con la menor espumabilidad de la disolucién al 15 % de gelatina B, observada
anteriormente (ver figura 5.3).

a) Porosidad total - Gelatina A b) Macroporosidad - Gelatina A
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c) Porosidad total - Gelatina B d) Macroporosidad - Gelatina B
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Figura 5.5: a y b) porosidad total y macroporosidad total respectivamente para los compuestos
con gelatina bovina tipo A (Ga); c y d) porosidad total y macroporosidad total respectivamente
para los compuestos con gelatina bovina tipo B (Gb), ambos preparados con 2.5 % de
acelerante y una proporcion L/P = 0.80 ml/g, bajo diferentes condiciones de procesado: NE: no
espumado, E: espumado y E-Iny: espumado y moldeado por inyeccion. Valores determinados
por inmersion en mercurio. Cementos fraguados durante 7 dias envueltas en papel de
aluminio.

Por ultimo, los datos e la figura 5.5 revelan que el proceso de inyeccién disminuyé la
macroporosidad del cemento espumado con 10 % de gelatina B, pero no modificd la
macroporosidad del cemento compuesto con 15 % de gelatina B, lo que sugiere que la pasta
espumada con 15 % de gelatina es mas estable. Mientras que para gelatina A, el proceso de
inyeccién elimind la macroporosidad de todos los compuestos espumados.

Macroestructura: La morfologia de la macroporosidad introducida en los cementos espumados
con 10 y 15 % gelatina tipo B se muestra respectivamente en las figuras 5.6 y 5.7. No se
tomaron imagenes de las espumas sdlidas obtenidas con gelatina tipo A debido al menor
contenido de macroporosidad y la eliminacidn de la misma por la inyeccidn de la pasta.
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10Gb-0.8 NE 10Gb-0.8E AT e *
B

correspondientes a la superficie de fractura de cementos compuestos con 10 % de gelatina
bovina tipo B (Gb), bajo diferentes condiciones de procesado (de izquierda a derecha): NE: no
espumado, E: espumado y E-Iny: espumado y moldeado por inyeccion. L/P = 0.80 mil/gy 2.5 %
de acelerante. Cementos fraguados durante 7 dias envueltos en papel de aluminio.

15Gb-0.8 NE 15Gb-0.8E

. = A 7 > 2 B e 1mm
Figura 5.7: Imdgenes de MEB, a dos diferentes magnificaciones (arriba y abajo),
correspondientes a la superficie de fractura de cementos compuestos con 15 % de gelatina
bovina tipo B (Gb), bajo diferentes condiciones de procesado (de izquierda a derecha): NE: no
espumado, E: espumado y E-Iny: espumado y moldeado por inyeccion. L/P = 0.80 mi/gy 2.5 %
de acelerante. Cementos fraguados durante 7 dias envueltos en papel de aluminio.

Tanto para 10 como para 15 % de gelatina B las imagenes de MEB mostraron que los cementos
no espumados poseen muy pocos macroporos producidos por el aire atrapado durante el
mezclado, lo cual valida la hipdtesis tomada para el célculo de la macroporosidad total.
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Las imdgenes de los cementos espumados y moldeados con espatula muestran claramente la
introduccion de macroporos esféricos que reproducen la morfologia de la espuma liquida con
un cierto grado de conectividad. Por otro lado, comparando las estructuras de las muestras
espumadas de la figura 5.6 con las de la 5.7, se observa que el incremento de la concentracidon
de gelatina produce macroporos de menor diametro.

Ademads, tanto para 10 como para 15 % de gelatina se observé que el moldeado por inyeccién
redujo la conectividad entre macroporos y deformé ligeramente la morfologia esférica de los
mismos.

En resumen, los cementos compuestos con gelatina tipo B producen estructuras con mayor
macroporosidad que los cementos compuestos con gelatina A. Con 10 % de gelatina B es
posible obtener cementos con mayor volumen de macroporos y de mayor tamano.
Finalmente, el proceso de inyeccion deforma la estructura de la espuma sélida y parece
reducir la conectividad entre los macroporos.

5.4.3.2 Espumas compuestas con alginato de sodio sin sulfatar

Porosidad: La figura 5.8 resume la porosidad total y la macroporosidad total, medidas por
inmersién en mercurio, de los cementos compuestos espumados con alginato de sodio sin
sulfatar con y sin Tween 80, moldeados con espatula o por inyecciéon dentro de los moldes.
Cementos fraguados durante 7 dias envueltos en papel de aluminio.
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Figura 5.8: a) porosidad total y b) macroporosidad total para los compuestos con alginato de
sodio (An) y alginato de sodio mds 0.5 % de Tween 80 (An-T), ambos preparados con una
proporcion L/P = 0.80 ml/g y 2.5 % de acelerante, bajo diferentes condiciones de procesado:
NE: no espumado, E: espumado y E-Iny: espumado y moldeado por inyeccion. Valores
determinados por inmersion en mercurio. Cementos fraguados durante 7 dias envueltas en
papel de aluminio.

Los compuestos con alginato de sodio sin Tween 80, no espumados, tienen una porosidad total
cercana al 60 %, similar a la obtenida para los homdlogos con gelatina puesto que se
prepararon con la misma proporcion L/P.
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En el compuesto espumado con 2 % de alginato de sodio mds 0.5 % de Tween 80, la porosidad
total presenté un claro incremento con respecto a al cemento no espumado, mientras que con
4 % de alginato de sodio mds Tween 80 no hubo diferencia. Este resultado concuerda con la
menor espumabilidad de la disolucién de 4 % de alginato comparada con la espumabilidad de
la disolucién de 2 % de alginato, ambas con Tween 80 (ver figura 5.3).

Es importante mencionar que se encontré que el moldeo por inyeccion incrementd la
porosidad total de los cementos compuestos con alginato de sodio sin sulfatar.

En cuanto a la macroporosidad, al igual que para los compuestos con gelatina, ésta se
considerd inexistente para los compuestos con alginato de sodio no espumados (ver figura
5.8b). El célculo del porcentaje de macroporosidad para los cementos espumados mostré que
el método de espumado no genera macroporosidad si no se incorpora Tween 80 a la
disolucién de alginato de sodio sin sulfatar.

En la figura 5.8b se observa que la incorporacién del Tween 80 en la disolucién de alginato de
sodio incrementd considerablemente el porcentaje de macroporosidad del compuesto
espumado con 2 % de alginato, mientras que para el compuesto con 4 % de alginato mas
Tween 80, el incremento no se produjo. Resultado que reafirma que las disoluciones sin
espumabilidad no generan macroporos en los cementos.

Finalmente, se observd que el proceso de inyecciéon incrementé la cantidad de
macroporosidad introducida en los compuestos con alginato, tanto para 2 y 4 %, siendo mas
poroso el compuesto con menor contenido de biopolimero.

Macroestructura: La nula macroporosidad de los cementos espumados con alginato de sodio
sin Tween 80 se verifico mediante las imagenes de MEB (figura 5.9), donde no se observaron
diferencias significativas entre los cementos no espumados y espumados; resultado que

concuerda con la baja espumabilidad de estas disoluciones.

2An-0.8 NE

2An-0.8E B

0 a la izquierda y

Figura 5.9: Imdgenes de MEB, a dos diferentes magnificaciones (en cada cuadr
a la derecha), correspondientes a la superficie de fractura de cementos compuestos con 2y 4 %
de alginato de sodio sin sulfatar (An) (cuadro izquierdo y cuadro derecho respectivamente),
ambos sin Tween 80, bajo diferentes condiciones de procesado: arriba no espumados (NE) y
abajo espumados (E). L/P = 0.80 ml/g y 2.5 % de acelerante. Cementos fraguados durante 7
dias envueltos en papel de aluminio.
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En cuanto a la macroestructura de los compuestos con 2 y 4 % de alginato de sodio mas 0.5 %
de Tween 80 éstas se presentan respectivamente en las figuras 5.10 y 5.11.

Para el cemento compuesto con 2 % de alginato de sodio mas Tween 80 sin espumar (Fig.
5.10) se observan algunos macroporos aislados, que probablemente provienen de burbujas de
aire atrapadas en la pasta durante el mezclado y el moldeo del cemento. La presencia de estos
macroporos en las muestras no espumadas puede generar una ligera subestimacion del
contenido de macroporosidad total calculado para las muestras espumadas.

En las imagenes correspondientes a la condicion de espumado se distingue la presencia de los
macroporos introducidos por el espumado, los cuales son esféricos, de tamafio uniforme y
presentan algunas macro conexiones entre si. En las mismas imdgenes no es posible
diferenciar entre los macroporos inducidos por el espumado y los macroporos originados por
burbujas atrapadas durante el moldeo.

Finalmente, las muestras espumadas con 2 % de alginato mantuvieron la porosidad
introducida después de la inyeccidon. Sin embargo, se observd la presencia de macroporos de
didmetro diferente que probablemente se originaron durante la preparacion de la jeringa y el
moldeo (aire atrapado), y que son la razén del incremento de macroporosidad observado
después de la inyeccion (ver figura 5.8).

2An-T-0.8 NE s 2An-T-0.8E

A : lmm 13 o W[ N - ¥
Figura 5.10: Imdgenes de MEB, a dos diferentes magnificaciones (arriba y abajo),
correspondientes a la superficie de fractura de cementos compuestos con 2 % de alginato de
sodio mds 0.5 % de Tween 80 (2An-T), bajo diferentes condiciones de procesado (de izquierda a
derecha): NE: no espumado, E: espumado y E-Iny: espumado y moldeado por inyeccion. L/P =
0.80 ml/g y 2.5 % de acelerante. Cementos fraguados durante 7 dias envueltos en papel de

aluminio.

Por otro lado, el cemento compuesto con 4 % de alginato de sodio mds Tween 80, presentd
gran cantidad de macroporos incluso cuando no se sometié a espumado (ver figura 5.11); los
macroporos observados fueron esféricos y aislados y probablemente provienen de burbujas
atrapadas durante la preparacién de la disolucidon de alginato, la mezcla con el polvo de
cemento y/o el moldeo de la pasta.
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La misma cantidad y morfologia de macroporos se observé en la muestra espumada. La nula
espumabilidad de la disolucidn al 4 % de alginato mas Tween 80 en conjunto con la extrema
estabilidad de las burbujas atrapadas en ella, sugieren que los macroporos observados se
originaran por burbujas de aire atrapadas desde la preparacion de la disolucion o la mezcla con
el polvo del cemento, y que no se forman por el proceso de espumado. Teniendo en cuenta la
hipétesis de partida para el calculo de la macroporosidad total (ver capitulo 3 seccién 3.3.5.5),
la similitud entre las muestras no espumadas y espumadas explica también que en la figura
5.8b no se observaran diferencias en el porcentaje de macroporosidad entre ambas
condiciones.

Finalmente, en la muestra espumada e inyectada se observé un ligero incremento en el
numero de macroporos, lo cual concuerda con el incremento en la macroporosidad visto en la
figura 5.8b.

4An-T-0.8 NE 4An-T-0.8E 4An-T-0.8 E-Iny

Figura 5.11: Imdgenes de MEB, a dos diferentes magnificaciones (arriba y abajo),
correspondientes a la superficie de fractura de cementos compuestos con 4 % de alginato de
sodio mds 0.5 % de Tween 80 (4An-T), bajo diferentes condiciones de procesado (de izquierda a
derecha): NE: no espumado, E: espumado y E-Iny: espumado y moldeado por inyeccion. L/P =
0.80 ml/g y 2.5 % de acelerante. Cementos fraguados durante 7 dias envueltos en papel de
aluminio.

En resumen, los compuestos con alginato de sodio espumados sin Tween 80 no incorporan
macroporosidad, mientras que con 0.5 % de Tween 80 la macroporosidad introducida es
mayor para la formulacion que contiene un 2 % de alginato de sodio.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, el espumado de los cementos compuestos con
alginato de sodio sulfatado de bajo peso molecular sélo se realizé incorporando Tween 80 en
la fase liquida.
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5.4.3.3 Espumas compuestas con alginato de sodio sulfatado

Porosidad: Los resultados de porosidad total y macroporosidad total, determinados por
inmersién en mercurio, para los cementos espumados con alginato de sodio sulfatado de bajo
peso molecular con 0.5 % de Tween 80, moldeados con espdtula o por inyeccidén dentro de los
moldes se presentan en la figura 5.12. Cementos fraguados durante 7 dias envueltos en papel
de aluminio.
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Figura 5.12: a) porosidad total y b) macroporosidad total para los compuestos con alginato de
sodio sulfatado de bajo peso molecular mds 0.5 % de Tween 80 (As-T), preparados con una
proporcion L/P = 0.80 mi/g y 2.5 % de acelerante, bajo diferentes condiciones de procesado:
NE: no espumado, E: espumado y E-Iny: espumado y moldeado por inyeccion. Valores
determinados por inmersion en mercurio. Cementos fraguados durante 7 dias envueltas en
papel de aluminio.

La porosidad total obtenida para los cementos no espumados fue ligeramente mayor a 50 % y
no se observaron diferencias en funcién del contenido de alginato sulfatado. La porosidad total
para estos compuestos es menor a la porosidad de los compuestos con alginato de sodio sin
sulfatar y gelatina preparados con la misma proporcién L/P, lo que sugiere una mayor
compactacién del material a nivel microestructural, producida probablemente por Ia
precipitacién de cristales de menor tamafio tal como se describié en el capitulo 4 de esta
memoria.

Por su parte, la porosidad total de los compuestos con alginato sulfatado mas Tween 80 se
incrementd considerablemente con el proceso de espumado. El aumento observado fue mayor
con 2 % de alginato sulfatado que con 6 %, aunque las diferencias entre ambos no fueron
significativas. De igual forma, el moldeado por inyeccién no modificd significativamente la
cantidad de porosidad total de las muestras espumadas.

En cuanto a la macroporosidad de los cementos no espumados, ésta se volvié a considerar
como nula por definicion para calcular el porcentaje de macroporosidad total de los
compuestos espumados. Por otro lado, para las muestras espumadas, la macroporosidad total
si mostro diferencias significativas entre 2 y 6 % de alginato de sodio sulfatado mas Tween 80,
siendo considerablemente mayor la macroporosidad obtenida para 2 %.
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Es importante remarcar que la macroporosidad total obtenida en el compuesto con 2 % de
alginato sulfatado mas Tween 80, fue mayor que las mas altas macroporosidades obtenidas
para los compuestos con gelatina y alginato de sodio sin sulfatar, lo cual es reflejo de que la
disolucion al 2 % de alginato sulfatado mas Tween 80 es la que combina la mejor
espumabilidad con una adecuada estabilidad de la espuma (ver figura 5.3).

Finalmente, el moldeo por inyeccién del compuesto con 2 % de alginato sulfatado redujo la
cantidad de macroporosidad total introducida, mientas que para 6 % no produjo diferencias
significativas. A pesar de la disminucién en el porcentaje de macroporosidad total con la
inyeccion, los compuestos espumados con alginato sulfatado mas Tween 80 fueron mas
macroporosos que los compuestos con gelatina o alginato de sodio sin sulfatar.

Macroestructura: En lo que se refiere a las imagenes de la macroestructura de los cementos

compuestos con 2 y 6 % de alginato sulfatado mas Tween 80, espumados y no espumados,
éstas se presentan respectivamente en las figuras 5.13 y 5.14.

Los cementos con 2 y 6 % de alginato sulfatado no presentaron macroporos en la estructura
cuando no fueron espumados, lo que valida la hipdtesis para el célculo de la macroporosidad
total en los cementos espumados. En cambio, con el espumado la incorporacién de
macroporos esféricos e interconectados es claramente notable. El didmetro de los macroporos
en el compuesto con un 2 % de alginato de sodio sulfatado de bajo peso molecular fue mayor
que el didmetro de los macroporos obtenidos con 6 %. Sin embargo, parece haber mayor
numero de interconexiones en el cemento con 6 % de alginato sulfatado.

2As-T-0.8 NE

1mm 1r R - 1mm

Figura 5.13: Imdgenes de MEB, a dos diferentes magnificaciones (arriba y abajo),
correspondientes a la superficie de fractura de cementos compuestos con 2 % de alginato de
sodio sulfatado de bajo peso molecular mds 0.5 % de Tween 80 (2As-T), bajo diferentes
condiciones de procesado (de izquierda a derecha): NE: no espumado, E: espumado y E-Iny:
espumado y moldeado por inyeccion. L/P = 0.80 ml/g y 2.5 % de acelerante. Cementos

fraguados durante 7 dias envueltos en papel de aluminio.
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Figura 5.14: Imdgenes de MEB, a dos diferentes magnificaciones (arriba y abajo),
correspondientes a la superficie de fractura de cementos compuestos con 6 % de alginato de
sodio sulfatado de bajo peso molecular mds 0.5 % de Tween 80 (6As-T), bajo diferentes
condiciones de procesado (de izquierda a derecha): NE: no espumado, E: espumado y E-Iny:
espumado y moldeado por inyeccién. L/P = 0.80 ml/g y 2.5 % de acelerante. Cementos
fraguados durante 7 dias envueltos en papel de aluminio.

En la figura 5.14 a baja magnificacién, para la estructura correspondiente al cemento
espumado, se observa dos macroporos con un didmetro considerablemente mayor al resto.
Estos dos macroporos no provienen del proceso de espumado sino que son burbujas de aire
atrapadas en la pasta de cemento durante el moldeado de la muestra.

Para el cemento compuesto con 2 % de alginato sulfatado, la inyeccidn modificé la morfologia
de los macroporos, incorporando poros de mayor didmetro, producto también del aire
atrapado en la jeringa con la que se inyectd el material (figura 5.13, muestra 2As-T-0.80 E-Iny).

Finalmente, en el cemento inyectado con 6 % de alginato de sodio sulfatado no se encontraron
macroporos originados por el moldeo, pero si se observé la deformacién de la macroporosidad
y una ligera disminucion de la conectividad.

En resumen, los cementos compuestos con alginato sulfatado de bajo peso molecular con 0.5
% de Tween 80 son los que incorporaron mayor macroporosidad, comparados con los
cementos compuestos con alginato de sodio sin sulfatar o gelatina, cuando fueron preparados
bajo la misma proporcion L/P. Este resultado concuerda con el mejor balance entre
espumabilidad y estabilidad de las espumas formadas con las disoluciones de alginato
sulfatado de bajo peso molecular mas Tween 80.

5.4.3.4 Espumas compuestas con extracto de soja

Porosidad: Los resultados de porosidad total y macroporosidad total, determinados por
inmersién en mercurio, para los cementos compuestos con soja, con y sin la incorporacion de
0.5 % de Tween 80, preparados con una proporcién L/P de 0.40 ml/g y 2.5 % de acelerante,
moldeados con espatula se presentan en la figura 5.15. Cementos fraguados durante 7 dias
envueltos en papel de aluminio.
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a) Porosidad total b) Macroporosidad
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Figura 5.15: a) porosidad total y b) macroporosidad total para los compuestos con extracto de
soja (S) y extracto de soja con 0.5 % de Tween 80 (5-T), ambos preparados con una proporcion
L/P = 0.40 ml/g y 2.5 % de acelerante, bajo diferentes condiciones de procesado: NE: no
espumado y E: espumado. Valores determinados por inmersion en mercurio. Cementos
fraguados durante 7 dias envueltos en papel de aluminio.

La porosidad total del cemento compuesto con un 20 % de extracto de soja no espumado fue
aproximadamente del 30 %, valor menor comparado con la porosidad del resto de los
compuestos estudiados, debido a la menor proporcidén L/P de mezclado. Alin con la baja

proporcion L/P empleada, el espumado resultd ser eficaz para incrementar la porosidad total
de los cementos compuestos con soja.

No obstante, y a diferencia de los compuestos con alginato, la incorporacion del Tween 80 en
los compuestos con soja redujo la cantidad de porosidad introducida.

Por otro lado, la macroporosidad de los cementos compuestos no espumados se considerd
nuevamente nula para calcular la macroporosidad total introducida durante el proceso de
espumado. Los valores obtenidos confirmaron que la incorporacién de Tween 80 en los
compuestos con soja reduce notablemente la macroporosidad introducida, por lo que no se

recomienda el empleo de Tween 80 en conjunto con el extracto de soja para obtener
cementos macroporosos.

Macroestructura: Las imagenes de MEB mostradas en la figura 5.16 permitieron corroborar los
resultados de los calculos de porosidad.

- _ S USRS S 3 LAmm : 3mm

Figura 5.16: Imdgenes de MEB, correspondientes a la superficie de fractura de cementos
compuestos espumados con 20 % de extracto de soja (20S) (cuadro de la izquierda a dos
diferentes magnificaciones) y 20 % de extracto de soja mds 0.5 % de Tween 80 (20S-T)
(rectdngulo de la derecha). L/P = 0.40 ml/g y 2.5 % de acelerante. Cementos fraguados durante
7 dias envueltos en papel de aluminio.
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En las imagenes se observa que el método de espumado es eficaz, obteniéndose poros
esféricos relativamente homogéneos en tamafio y con cierto grado de conectividad. Se
observa también que sin Tween 80 los compuestos con extracto de soja contienen mayor
numero de macroporos (ver Fig. 5.16 cuadro izquierdo).

En cuanto a la conservacién de la porosidad después de la inyeccion, ésta se mantuvo
inalterada, debid al efecto licuante de la soja sobre la pasta cementante.

En resumen, los cementos compuestos con soja son facilmente espumables y no requieren de
Tween 80 para ser espumados.

5.4.3.5 Relacion entre espumabilidad, estabilidad y macroporosidad

Se puede decir que existe una relacidon de la espumabilidad y la estabilidad de las espumas
liguidas con la macroporosidad introducida en los cementos, de tal forma que los cementos
mas macroporosos se obtienen con disoluciones de elevada espumabilidad y alta estabilidad.

Prueba de dicha relacion es que la priorizacién de espumantes sugerida al final de la seccion
5.4.1 resulto ser valida. Tal como se muestra en la tabla 5.17 sélo se cometid un error en diez
propuestas, debido a que la disolucién con 10 % de gelatina B resulté ser mas eficiente en la
incorporacién de macroporosidad que la disolucién con 2 % de alginato de sodio con un 0.5 %
de Tween 80.

Tabla 5.17: Comparacion entre la eficiencia de las disoluciones biopoliméricas propuesta para
introducir macroporosidad en los cementos (en funcion de los resultados de espumabilidad y
estabilidad reportados en la seccion 5.4.1) y los resultados experimentales de porcentaje de
macroporosidad introducida obtenidos en la seccion 5.4.3.
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Nomenclatura de la disolucidn biopolimérica

Eficacia Mayor Menor

propuesta 2As-T  B6As-T 2An-T 10Gb 15Gb 2An 2As 6As 4AnT  4An

% de
macroporosidad
obtenida en el
sélido

60 45 16 37 15 0 0 0 0 0

Al mismo tiempo, la espumabilidad es un factor de mayor peso que la estabilidad, ya que a
pesar de la elevada estabilidad de algunas burbujas formadas en las disoluciones con la menor
espumabilidad, éstas no generaron cementos macroporosos. Tal es el caso de las
formulaciones con cero por ciento de macroporosidad mostradas en la tabla 5.17.

En base a estos resultados se propone que una buena espuma liquida se puede conseguir
balanceando la espumabilidad y la estabilidad de la disolucién, a través de regular la viscosidad
por medio de la concentracion, peso molecular y el tipo de biopolimero empleado. Se entiende
por buena espuma liquida aquella que incorpora gran cantidad de aire en forma de burbujas
con suficiente estabilidad para resistir el mezclado con la fase sélida del cemento sin que se
rompan las burbujas. Por lo que no necesariamente el balance de ambas propiedades debe ser
equilibrado, y se recomienda que se favorezca la espumabilidad.
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En base a lo anterior se asevera que la determinacién de la espumabilidad de la fase liquida y
de la estabilidad de la espuma obtenida es una herramienta para la postulacion de
formulaciones de cementos macroporosos.

5.4.3.6 Modificacion de la macroporosidad por el proceso de moldeo

En funcién de la estabilidad de la espuma, los esfuerzos generados durante la mezcla de la
espuma liquida y el polvo de cemento pueden llegar a romper o simplemente incrementar el
tamafio de las burbujas, debido a la coalescencia de las mismas. Adicionalmente, una cuestién
es como se modifica la morfologia de la porosidad debido al proceso de moldeo, ya sea
mediante espatula o por inyeccidn.

Se observd que los esfuerzos producidos durante la inyeccién deforman los poros esféricos y
disminuyen la conectividad entre ellos (ver figuras 5.6 y 5.7). Este efecto se minimiza si la pasta
se inyecta inmediatamente después de la preparacion, debido a que en ese punto la fluidez de
la pasta es maxima. Sin embargo, mientas trascurre el tiempo, la pasta fragua y en algunos
casos los biopolimeros gelifican reduciendo la inyectabilidad. Por otro lado, cuando la pasta
aun no gelifica, los biopolimeros la hacen mas fluida (ver capitulo 4 seccidén 4.4.6), motivo
adicional para inyectar el cemento lo mas rapidamente posible.

Otro fenémeno observado fue la incorporacidon de macroporos ajenos al proceso de espumado
(ver figura 5.13). Es relevante decir que las pastas obtenidas con fases liquidas con alta
estabilidad fueron las mds propensas a este fendmeno. Dichos macroporos se asocian a la
metodologia de moldeo y la carga de la jeringa con la pasta de cemento.

Durante el moldeo con espatula, al colocar las diferentes capas de pasta sobre la cavidad del
molde, éstas pueden atrapar burbujas de aire. Para evitarlo se debe introducir la pasta en un
costado de la cavidad, de tal forma que la pasta fluya sobre la pared hasta el fondo del molde y
deje espacio para la salida del aire por el otro costado.

Algo similar sucede cuando se llena la jeringa para inyectar el material. Para evitar atrapar aire
durante la preparacion de la jeringa esta debe colocarse en posicion horizontal y la pasta debe
introducirse con espatula Unicamente por el costado de la pared inferior, de tal forma que
quede libre un canal entre la pasta y la pared superior de la jeringa. Este canal permitira el
paso del aire cuando se coloque el embolo y la conducird hasta la apertura antes de que la
pasta la cierre evitando el atrapado de aire. Finalmente, para evitar un mal llenado de la
cavidad del molde, la inyeccidon debe realizarse bajo un procedimiento especial. Para ello, la
punta de la jeringa debe colocarse en el fondo del la cavidad para iniciar la inyeccion.
Posteriormente, conforme la pasta cubre el fondo de la cavidad, la jeringa debe desplazarse
lentamente hacia la superficie hasta llenar por completo el molde.

Estas técnicas reducen la incorporacidn de poros ajenos al espumado, pero no garantizan su
completa eliminacidn.

5.4.4 Seleccion de formulaciones

5.4.4.1 Formulaciones de espumas autofraguables in situ
La tabla 5.18 lista las formulaciones de cemento que combinaron buena cohesién con
macroporosidad, asi como el valor de la porosidad total medida por inmersidon en mercurio.
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Estas espumas pueden ser aptas para el relleno de defectos 6seos mediante inyeccién, es decir
son inyectables y autofraguables in situ.

Tabla 5.18: Resumen de las formulaciones de espumas que combinan cohesion de la pasta
inyectada con macroporos en la estructura fraguada, y valores de porosidad total obtenidos
mediante inmersién en mercurio.

. , . . ; Proporcion  Porosidad
Biopolimero Contenido  Biopolimero P

. . . L/P total Seleccionada
o,
principal [ %] secundario [ml/g] %]
10 - 0.65 58.30+4.14
. 10 - 0.75 61.39+3.40
Gelatina B
15 - 0.65 57.14 £5.52
________________________ s - 075 65254391 S
Alginato de 2 0.5%Tween80 055  60.95+1.36
sodio

1%* 0.5 % Tween 80 0.55 59.27£1.39

A'g;:;:tiz de i 0.5%Tween80  0.60 61.82 +2.08
Q%% 0.5 % Tween 80 0.55 57.82 +2.34 SI
sulfatado
______________________ 2**  05%Tween8 060  6400+158
Extracto de 20 wt 5% gel B 0.55 66.79+£1.50 S|
soja 20 wt 10 % gel B 0.55 51.87 +1.38

** indica alginato de alto peso molecular. Se marca con “SI” a las formulaciones con las que se
continuara el estudio.

Desafortunadamente varias de las formulaciones con mayor macroporosidad obtenidas con
L/P = 0.80 ml/g no presentaron cohesidn, principalmente aquellas basadas en alginato de
sodio sin sulfatar. Sin embargo, el empleo de alginato sulfatado de alto peso molecular
permitié obtener formulaciones con cohesién hasta con L/P de 0.60 ml/g. En cuanto a los
compuestos con gelatina tipo B, la proporcidn L/P méaxima se redujo a 0.75 ml/g para asegurar
la cohesion de las espumas compuestas.

Como se planted en un inicio, para continuar el estudio fue seleccionada una sola formulacion
de espuma por cada biopolimero principal en su composicién. La misma tabla 5.18 indica qué
formulaciones fueron escogidas.

La formulacién de espuma compuesta con gelatina se seleccioné en base a la mayor porosidad
y mayor contenido de biopolimero introducido.

La seleccion del compuesto con extracto de soja se basé en el maximo de porosidad alcanzado
y la incorporacion de un 5 % de gelatina tipo B fue necesaria para brindar cohesion a la pasta
de la espuma compuesta. Alun asi, como se puede ver comparando los valores de la tabla 5.18
con los de la figura 5.15, la porosidad total obtenida espumando la disolucion soja/gelatina
superd la del compuesto espumado Unicamente con extracto de soja.

Por ultimo, debido a que no hubo diferencias significativas en porosidad entre los compuestos
con alginato de sodio y alginato de sodio sulfatado de alto peso molecular, y a que se espera
que los grupos sulfato favorezcan la angiogénesis, se decidié seleccionar un compuesto en
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base a alginato sulfatado de alto peso molecular. Sin embargo, la formulacion seleccionada no
concuerda con la formulacién de mayor porosidad, debido a la decision conservadora de
asegurar la maxima cohesidn de la pasta espumada.

5.4.4.2 Formulaciones de espumas prefraguadas

No menos importante fue la seleccion de formulaciones prefraguadas, es decir, cementos
altamente macroporosos e interconectados, que a pesar de no tener cohesidon puedan ser
fraguados bajo condiciones especiales en el laboratorio, para su futura aplicacién como
bloques porosos para relleno éseo o sustratos para cultivo celular en tres dimensiones.

En este caso se seleccionaron los compuestos que permitieron obtener una mayor
macroporosidad, sin ser necesario el requisito de que la pasta tuviera cohesion. Las
formulaciones seleccionadas y el valor de porosidad total medido por inmersién en mercurio
se presentan en la tabla 5.19.

Tabla 5.19: Resumen de las formulaciones de cementos compuestos que, a pesar de no tener
cohesion, presentaron los mayores contenidos de macroporosidad, y valor de la porosidad total
medido por inmersiéon en mercurio.

. . . . ’ Proporcion  Porosidad
Biopolimero Contenido Biopolimero P

L . L/P total Seleccionada
principal [ %] secundario [mi/g] %]
Gelatina B 10 - 0.80 73.20+£1.28 Sl
15 - 0.80 63.88 £5.06
 Alginato 2x 0.5%Tween80  0.80  80.73+6.79
sulfatado 2%* 0.5 % Tween 80 0.80 66.86 + 2.76 Sl
CExtractode 20wt — | 040  49.63+428
soja 20 wt 5%gel B 0.60 68.62 +2.46 Sl

*bajo peso molecular; **alto peso molecular. Se marca con “Sl” a las formulaciones con las que
se continuara el estudio.

Nuevamente se escogid una Unica formulacién por cada biopolimero principal para la futura
caracterizacién. Las formulaciones seleccionadas se indican en la tabla 5.19. Un factor externo
que afectd la seleccion de composiciones prefraguadas fue la disponibilidad del alginato de
sodio sulfatado de bajo peso molecular. Este biopolimero generé los sustratos sin cohesién
con la mayor macroporosidad, no obstante, para mejorar la cohesidn se propuso el empleo de
alginato sulfatado de alto peso molecular, por lo que el proveedor de este componente dirigio
sus esfuerzos a incrementar el peso molecular, abandonando la produccién del alginato
sulfatado de bajo peso molecular. Como resultado la formulacion mas macroporosa se
descarté. Pese a ello, los cementos macroporosos con alginato sulfatado de alto peso
molecular (con la adicién imprescindible de 0.5 % de Tween 80), preparados bajo una
proporcién L/P de 0.80 ml/g, incorporaron gran cantidad de macroporosidad.

Por otro lado, el compuesto espumado con 20 % w/w de soja mas 5 % w/v de gelatina B, con
L/P = 0.60 ml/g, fue mas poroso que el compuesto espumado Unicamente con 20 % w/w de
soja y L/P = 0.40 ml/g, por lo que el compuesto soja/gelatina B fue seleccionado como
formulacién prefraguada.
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5.4.5 Porosidad abierta en las espumas seleccionadas

En la seccion anterior se seleccionaron tres formulaciones autofraguables y tres formulaciones
prefraguadas. A continuacion se presentan los resultados de la caracterizacion de la porosidad
abierta determinada mediante MIP correspondientes a estas formulaciones.

5.4.5.1 Porosidad abierta de las espumas autofraguables in situ

La tabla 5.20 lista la densidad esquelética determinada por picnometria de helio y la densidad
aparente, la porosidad total, la macroporosidad y la nano/microporosidad abiertas
determinadas por MIP, para las formulaciones de espumas compuestas autofraguables in situ
y el cemento inorganico no espumado usado como control, preparado con 2.5 % w/v de
acelerante de la reaccién de fraguado bajo una proporcién L/P de 0.35 ml/g (RefA.0.35).

Tabla 5.20: Propiedades texturales de las formulaciones autofraguables de espumas de HA. La
densidad esquelética fue determinada por picnometria de helio, los demds pardmetros
mediante MIP.

M N i

Densidad Densidad Porosidad ac_ro ano/r_mcro
e porosidad porosidad
Nomenclatura aparente esquelética Total
[g/ml]  [g/mi] o] (57360um)  (6nm~5um)
[%] [%]

RefA -0.35 1.69 2.74 35.12 2.46 32.66

15Gb -0.75 1.02 2.55 59.13 9.62 49.51

2As** — 0.5T- 0.55 1.22 2.66 49.60 3.63 45.97

20S - 5Gb - 0.55 0.88 2.52 62.37 31.96 30.41

Gb: gelatina bovina tipo B; As**: alginato de sodio sulfatado de alto peso molecular; T: Tween 80;
S: extracto de soja.

La densidad esquelética de los cementos compuestos es menor a la densidad del cemento
inorgdnico de referencia debido a la incorporacion de los biopolimeros en el material, los
cuales tienen una densidad menor en comparacion con la HA deficiente en calcio (CDHA),
producto de la reaccion de fraguado del cemento.

La espuma con mayor porosidad abierta total fue 20S-5Gb-0.55, seguida por la espuma 15Gb-
0.75 y por ultimo la espuma 2As**-0.5T-0.55. El mismo orden se siguié para la macroporosidad
abierta con uniones mayores a 5 um. Se observa también que con diferencia la espuma con
mayor macroporosidad abierta es 20S-5Gb-0.55. En contraste, la espuma 2As**-0.5T-0.55
tiene tan poca macroporosidad abierta como la referencia inorganica sin espumar (RefA-0.35).

El hecho de que la macroporosidad abierta determinada por MIP sea tan baja, no significa que
las espumas no sean macroporosas. Sino que los macroporos estan unidos por aperturas
menores al limite establecido como macroporosidad para esta técnica de andlisis (5 um).

En cuanto a la nano/microporosidad abierta, la espuma 20S-5Gb-0.55 junto con la referencia
son los que menos cantidad poseen, en el primer caso porque la mayoria de la porosidad esta
conectada mediante ventanas de mayor tamaiio y en el segundo caso porque la proporcidn
L/P de preparacion es relativamente baja. En cambio, en las espumas 15Gb-0.75 o 2As**-0.5T-
0.55, la porosidad estd mayoritariamente conectada mediante canales de tamafo del orden
nano/micrométrico.
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La diferencia entre los valores de porosidad total mostrados en la tabla 5.18 y la tabla 5.20 se
debe a la técnica de caracterizacidén. En la tabla 5.18 la porosidad se determind mediante
inmersién en mercurio, es decir que el resultado contempla tanto la porosidad cerrada como
la abierta y ademas cubre todo el intervalo de tamanos de poro. En cambio, en la tabla 5.20 la
porosidad se determind por MIP, que solo toma en cuenta a la porosidad abierta y se limita a
los poros con uniones entre 6 nm y 360 um. De ahi los valores mds bajos. Es importante
remarcar que la porosidad abierta es la porosidad de interés en ingenieria de tejidos, porque
es la porosidad accesible para las células.

Las imagenes de MEB de las formulaciones seleccionadas presentadas en la figura 5.17 revelan
gran cantidad de macroporos en la estructura de las espumas. Sin embargo, con excepcién de

la espuma 20S-5Gb-0.55, la macroporosidad no se observa interconectada, lo que confirma el
origen de la diferencia entre los valores de macroporosidad presentados en las tablas 5.18 y
5.20.

15 Gb-0.75 2 As** - 0.5 T-0.55 20S-5Gb—-0.55
Figura 5.17: Imdgenes por MEB de la macroestructura interna de los cementos compuestos
autofraguables, inyectados y fraguados bajo condiciones fisioldgicas simuladas.

En concordancia con las imagenes de MEB, la distribucién de la porosidad presentada en la
figura 5.18 muestra que solamente la espuma 20S-5Gb-0.55 presentd macroporosidad abierta
con tamafo medio de entrada cercano a 20 pum. Por otro lado, el tamafio de entrada de Ia
porosidad abierta del resto de las formulaciones de espumas es inferior a 10 um. Sin embargo,
si es considerablemente mayor comparado con la nanoporosidad abierta de la referencia
inorganica no espumada (RefA-0.35). Por lo que se espera una mayor permeabilidad y una
mayor reabsorcion in vivo, que pueden dar como resultado una mas rapida regeneracion dsea
en comparacion con los cementos tradicionales sin espumar.

Al medir el didmetro de los macroporos por analisis de imagen en cada formulacidon de
espuma, se encontré que los macroporos son considerablemente de mayor tamafio que las
conexiones determinados por MIP (ver figura 5.18). Ademas, no existe un Unico tamafio de
macroporo, sino que hay también un intervalo de tamafios. En el caso de la espuma 15Gb-0.75
los macroporos miden entre 80 y 480 um, mientras que para la espuma 2As**-0.5T-0.55 los
macroporos tiene tamafios entre 40 y 150 um, por ultimo, los macroporos en la espuma 20S-
5Gb-0.55 miden en promedio entre 50 y 250 um.
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Figura 5.18: Distribucion de la porosidad abierta en funcion del tamafio de entrada de poro,
para los cementos compuestos autofraguables y el cemento de referencia inorgdnico sin
espumar, inyectados y fraguados bajo condiciones fisioldgicas simuladas.

Cabe mencionar que la conectividad entre poros lograda después del proceso de inyeccidn y
del fraguado bajo condiciones fisiolégicas simuladas no fue tan elevada como se esperaba y es
dificil incrementar la macroporosidad abierta de estas formulaciones sin alterar la cohesién o
la inyectabilidad. No obstante, el nivel de interconexion obtenido es comparable al de otros
andamios que se estudian para regeneracion ésea [9-13]. Adicionalmente, las espumas
obtenidas tienen la ventaja de poder ser implantados mediante inyeccidn, y ademas, la
elevada nano/microporosidad de la CDHA que conforma la pared de las espumas podria
acelerar la degradacion del material, dando paso a la penetracidon de nuevo tejido dseo a los
macroporos internos del implante.

5.4.5.2 Porosidad abierta de las espumas prefraguadas
En lo que respecta a las formulaciones para obtener espumas prefraguadas, la tabla 5.21
muestra las caracteristicas texturales de las mismas.

Tabla 5.21: Propiedades texturales de las formulaciones prefraguadas de espumas de HA. La
densidad esquelética fue determinada por picnometria de helio, el resto de los valores fueron
determinados mediante MIP.

Densidad Densidad Porosidad Mac.ro Nano/r:nlcro
. porosidad porosidad
Nomenclatura aparente esquelética Total
[g/ml]  [g/mi] ] (57360um)  (6nm~5um)
[%] [%]

0.5T-0.55 0.92 2.71 65.94 32.20 33.74

10 Gb-0.80 0.97 2.59 54.74 6.05 48.69

2 As**-~0.5T-0.80 0.87 2.75 59.99 20.29 39.70
20S-5Gb-0.60 0.93 2.68 61.89 24.16 37.73

T: Tween 80; Gb: gelatina bovina tipo B; As**: alginato de sodio sulfatado de alto peso molecular;
S: extracto de soja.
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Como punto mas destacable se encuentra el mayor volumen de macroporosidad abierta de
estas formulaciones en comparacién con las formulaciones autofraguables in situ. Esto se debe
a la eliminacion del requisito de cohesion de la pasta en medio liquido. Como se explicé en el
capitulo 3 de esta tesis, la macroporosidad interconectada es un factor que disminuye
considerablemente la cohesidn de las pastas de cemento, debido a la mayor y mas rdpida
penetracion de fluidos en la estructura.

Como segundo punto se destaca que el control para las formulaciones prefraguadas
corresponde a la espuma mas macroporosa obtenida Unicamente con Tween 80 como agente
espumante, desarrollada en el capitulo 3 de esta tesis, y no en el cemento inorganico sin
espumar empleado como control de las formulaciones autofraguables in situ. La seleccién de
este control se basd en la elevada eficiencia del Tween 80 como espumante, que permite
obtener espumas macroporosas altamente interconectadas, pero sin cohesion de las pastas
mas porosas.

Las imagenes de MEB vy la distribucién de la porosidad abierta, presentadas respectivamente
en las figuras 5.19 y 5.20, revelan que a pesar de la eficacia del proceso de espumado de la
fase liquida empleando como agentes espumantes a polimeros naturales, el método es mas
eficiente si se utiliza el surfactante sintético Tween 80, ya que genera mayor porcentaje de
macroporosidad abierta (area bajo la curva) y de mayor tamafio, utilizando concentraciones
inferiores a las de los biopolimeros. Sin embargo, con la incorporacion de los biopolimeros se
espera incrementar el reconocimiento biolégico del material a nivel molecular, para favorecer
comportamientos celulares como la adhesién de células, la formacién de vasos sanguineos o la
diferenciacidn osteoblastica.

En la figura 5.20 se observa también que el porcentaje de macroporosidad abierta disminuye
conforme se incrementa la estabilidad de la pasta del cemento compuesto, en funcién del tipo
de biopolimero empleado. Se ve que las disoluciones 20S-5Gb y 2As**-0.5T generan pastas de
similar estabilidad y por tanto originan el mismo grado de porosidad abierta (sin olvidar que
ambos compuestos fueron fabricados con proporciones L/P diferentes). Mientras que la pasta
de la espuma 15Gb-0.80 contiene menor cantidad de macroporos abiertos, probablemente
por el gelificado de la gelatina que estabiliza la pasta, reduciendo la ruptura de las paredes de
la espuma, que impide a la vez la formacidn de ventanas entre macroporos.

A pesar de que las formulaciones de espumas compuestas prefraguadas tienen elevada
porosidad, el tamafio de la porosidad abierta obtenida es inferior al necesario para poder ser
empleadas como andamio en ingenieria de tejido dseo, ya que los macroporos abiertos son
pequeiios para permitir la colonizacion celular y la angiogénesis (entre 5y 20 um; ver figura
5.20). Por lo que se recomienda optimizar el proceso para obtener estructuras con
caracteristicas mas adecuadas, es decir, mayor didmetro de las conexiones entre macroporos.
Esto se puede lograr tomando ventaja de la flexibilidad del proceso en el laboratorio,
probablemente combinando técnicas de espumado tales como la generacion de gases o el
sacrificio de particulas, con el espumado de la fase liquida.
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Figura 5.20: Distribucion de la porosidad abierta en funcion del tamafio de entrada de poro,
para las espumas de HA compuestas prefraguadas y la espuma de HA de referencia obtenida
unicamente con Tween 80, moldeadas por espdtula y fraguadas durante 7 dias envueltas en
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5.4.5.3 Espumas autofraguables in situ vs. espumas prefraguadas

La seleccidon realizada permite garantizar la cohesion de las espumas compuestas
autofraguables in situ. Desafortunadamente, la disminucién de la proporcion L/P, la
compresion de la pasta durante la inyeccion y la alta estabilidad de la pasta espumada por la
incorporacién de los biopolimeros, limitan la conectividad entre macroporos.

Por otro lado, el no requerir cohesion para las formulaciones prefraguadas permitié mayores
ventajas al procesado in vitro, de las cuales destacan las siguientes:

1. Poder emplear las formulaciones de cemento compuesto fabricadas con las mayores
proporciones L/P, lo cual incrementa la conectividad entre macroporos.

2. Realizar el moldeo mediante espatula, lo que también favorece la conectividad entre
macroporos.

3. El fraguado de las formulaciones prefraguadas en atmdsfera saturada de humedad
permite que los biopolimeros se mantengan en el cemento y no se liberen en el medio
hasta ser implantados o empleados como sustratos para el cultivo celular in vitro.

La liberacion de los biopolimeros al ser implantadas las espumas no representa ningun
inconveniente, sino que podria acelerar la degradacion de las paredes de los macroporos,
facilitando la colonizacién celular y por tanto podria acortar el tiempo de penetracién de
nuevo hueso; superando el inconveniente de la baja conectividad entre macroporos.

Como se puede observar de las tablas 5.20 y 5.21, la composiciéon de las formulaciones
autofraguables no es muy diferente a la composicién de las formulaciones prefraguadas. Las
diferencias entre ambas radican en los parametros de procesado como la proporcién L/P, el
tipo de moldeo y el medio de fraguado. Sin embargo, estos cambios originaron diferencias
relevantes en la macroestructura de cada tipo de compuesto.

Las similitudes y diferencias entre las formulaciones autofraguables y prefraguadas se resumen
en la tabla 5.22.

En términos de macroporosidad total el espumado de la fase liquida empleando los polimeros
naturales como espumantes fue tan eficaz como el espumado con Tween 80, la diferencia
radica en el volumen de macroporosidad abierta conseguido.
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Tabla 5.22: Comparacion de las caracteristicas entre las formulaciones autofraguables in situ y
prefraguadas, obtenidas con polimeros naturales como agentes espumantes.

Tipo de formulacién del

Autofraguable in situ Prefraguada
cemento compuesto

Fabricaciéon en el laboratorio de
sustratos para relleno éseo o
aplicaciones in vitro de
ingeniera de tejido dseo

Cohesidon Excelente Sin cohesion
Inyectables pero se recomienda
moldearlos por espatula

Relleno por inyecciény
Aplicacién regeneracion de lesiones dseas
de tamafio critico

Inyectabilidad Excelente

Eficiencia del espumado

. Alta Alta
con polimeros naturales
Replica de la espuma Alta Excelente si se moldean con
liquida inicial espatula
Macroporosidad abierta Nula a excepcién del compuesto Poca
entre 5y 360 um con soja mas gelatina
., Menor macroporosidad abierta, Macroporosidad total similar,
Comparacion con las L . L
. X mejor inyectabilidad, mayor menor conectividad entre
espumas obtenidas sélo ., L .
cohesion y mayor similitud al macroporos y mayor similitud al
con Tween 80 oy . i
tejido dseo tejido éseo

En el caso de las formulaciones con gelatina, la conectividad entre macroporos, y por tanto la
macroporosidad abierta, es la menor debido a la gelificacion que impide la ruptura de las
paredes entre macroporos. Sin embargo, al incrementar la proporcién L/P de 0.75 a 0.80 ml/g
se consigue incrementar el diametro maximo de las conexiones de 2 um a entre 5y 20 um,
pese a ello, la cantidad de macroporosidad abierta por estas ventanas es baja.

Durante la obtencién de piezas ceramicas en verde para su posterior sinterizacién, Studart [5]
relaciona la baja conectividad entre macroporos con la elevada estabilidad de la suspension
ceramica espumada, que evita la apertura de uniones entre macroporos. Un fendmeno similar
se observa también en el método de espumado por emulsion, donde Bohner [14] relaciona la
conectividad de la porosidad con la inestabilidad de la emulsion durante el fraguado del
cemento.

Para aumentar la macroporosidad abierta de las espumas compuestas con gelatina se sugirid
espumar el cemento empleando una fase liquida con menor concentracién de gelatina, con el
objetivo de limitar la gelificacion y favorecer la formacién de uniones. La figura 5.21 muestra la
distribucién de la porosidad para la espuma 10Gb-0.80 y la compara con la espuma obtenida
con 1 % de gelatina B en la fase liquida obtenida con la misma proporcion L/P (1Gb-0.80).

Se observa como la macroporosidad abierta (poros con entradas mayores a 5 pum) se
incrementa al disminuir el contenido de gelatina (area bajo la curva), hecho que corrobora la
hipdtesis de que las uniones entre macroporos se originan por la ruptura parcial de las paredes
entre poros antes del fraguado del cemento. La cuantificacion de la porosidad dio como
resultado que al disminuir el contenido de gelatina la macroporosidad abierta paso de 6 a 15
%, y ademas, el tamafio de las uniones se incrementd de entre 5y 20 um, a mayoritariamente

entre 5y 50 um.
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En cuanto a la cantidad de porosidad abierta por debajo de 5 um, ésta disminuyé debido a que
parte de los macroporos pasaron a estar conectados por uniones de mayor tamafio, lo cual
modifica la distribucién tanto por arriba como por debajo de 5 um.
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Figura 5.21: Distribucion de la porosidad abierta en funcion de la tamafo de entrada de poro,
para espumas con 1 6 10 % de gelatina bovina tipo B, preparadas con una proporcion L/P de
0.80 ml/g y fraguadas envueltas en papel de aluminio durante 7 dias.

Por otro lado, entre los compuestos con alginato de sodio sulfatado mas 0.5 % de Tween 80, el
incremento de la proporcion L/P de 0.55 a 0.80 ml/g propicié considerablemente la formacion
de uniones entre macroporos, pasando de uniones menores a 1 um a uniones entre 5y 20 um
de didmetro. Cabe mencionar que pese a que el tamafio de porosidad abierta en la espuma
2As**-0.5T-0.80 es igual al de la espuma 10Gb-0.80, el volumen de macroporosidad abierta es
mayor en el primer caso (mayor area bajo la curva en la figura 5.20), debido a la menor
estabilidad del gel de alginato que permite la formacion de mayor cantidad de conexiones.

A pesar de la menor proporcién L/P de la espuma 20S-5Gb-0.60, el tamafio y la cantidad de los
macroporos abiertos coincide con los obtenidos para la espuma 2As**-0.5T-0.80 (ver figura
5.20). La disminucidén de la viscosidad de la pasta por la incorporacion del extracto de soja y el
menor contenido de gelatina explican la mayor formacién de conexiones que dan lugar a una
mayor macroporosidad abierta. La menor estabilidad de la pared entre macroporos, junto con
la ligera disminucion de la proporcién L/P, explican también que la espuma autofraguable 20S-
5Gb-0.55 mantenga las conexiones después de ser inyectada, aunque con una distribucion de
tamafio mas estrecha centrada en aproximadamente 20 um (ver figura 5.18).

5.4.5.4 Morfologia de la macroporosidad y conectividad entre macroporos

Por un lado, es un hecho que los compuestos autofraguables in situ y los prefraguados
presentan una elevada porosidad abierta entre 1y 5 um (ver figuras 5.18 y 5.20) que pueden
servir de canales para el intercambio de nutrientes o desechos celulares al interior del
material. También pueden servir para integrar sistemas controlados de liberacién de farmacos,
tomando ventaja de que la consolidacién de la estructura se lleva a cabo a temperatura
ambiente [15,16].

Por otro lado, la morfologia de la estructura sélida macroporosa obtenida por el método de
espumado de la fase liquida reprodujo la morfologia de la espuma de partida. Por tanto, los
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factores que afectan el tamafio de las burbujas en la espuma liquida son los mismos que
afectan el tamafio de los macroporos en el sélido.

En cuanto a la conectividad entre macroporos, ésta esta ligada a la cantidad de macroporos
introducidos y a la estabilidad de la pasta cementante espumada.

Densidad de macroporos: La macroporosidad abierta se origina por puntos de contacto entre

macroporos, de tal forma que macroporos aislados no estardn interconectados por uniones
macroscoépicas. Por tanto, la mayor presencia o densidad de poros incrementa la probabilidad
de tener uniones.

Estabilidad de la pasta espumada: La existencia de puntos de contacto entre las burbujas no es

la Unica condicién para obtener estructuras con macroporosidad abierta. Ademads de ello, la
estabilidad de la pasta debe ser adecuada para permitir la formacion de ventanas mediante la
ruptura moderada de la pared; asi pastas espumadas extremadamente estables no
presentaran interconexiones.

Los factores que regulan la estabilidad de la pasta espumada son los mismos que intervienen
en la estabilidad de la espuma liquida. Adicionalmente, una vez mezclada homogéneamente la
espuma liquida con el polvo, éste le confiere un mayor nivel de estabilidad, debido a que la
pared de la espuma pasa de ser liquido a ser una suspensidon de particulas sdlidas, lo que
incrementa la viscosidad. Ademads, la suspensién de particulas o lo que es igual la pasta de
cemento, endurece por efecto de la reaccién de fraguado, terminando de estabilizar las
burbujas incorporadas convirtiéndolas en macroporos en la estructura sélida final.

Como se puede intuir, el equilibrio entre espumabilidad y estabilidad no sélo es importante
para obtener una buena espuma liquida, sino que también es importante para obtener
macroporos con didmetro adecuado para la regeneracion dsea, y mas aun, con
interconexiones de tamafio suficiente para que las células puedan colonizar la estructura.

De forma general, los factores que incrementan la introduccién de macroporosidad en los
cementos son:

e Fases liquidas del cemento con elevada espumabilidad.

e Espumas liquidas estables para resistir la mezcla con el polvo del cemento.

e Fases liquidas que incorporen facilmente el polvo del cemento.

e Trabajar con proporciones L/P elevadas.

e Tiempos de fraguado lo suficientemente largos para mezclar el polvo con la espuma.

A su vez un factor que define el tamafio de los macroporos introducidos en el cemento es la
viscosidad de la espuma liquida. En general, disoluciones mas viscosas, es decir con mayor
contenido de biopolimero, generan macroporos de menor didmetro. Tal es el caso de los
resultados obtenidos con gelatina y alginato de sodio sulfatado reportados respectivamente en
las figuras 5.6 - 5.7 y 5.13 - 5.14. Este hecho concuerda con los resultados de Studart durante la
obtencidon de estructuras ceramicas macroporosas en verde, para la futura consolidacion
mediante sinterizacidén [5], donde reporta que altas concentraciones de surfactante forman
espumas con burbujas de menor tamafio, que a su vez generan poros de menor didmetro.
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Como ya se menciond, la viscosidad también incrementa la estabilidad de la espuma. Espumas
estables propician que no se modifique el tamafio de las burbujas de la espuma durante el
mezclado, debido a que reduce la coalescencia de burbujas. Por tanto espumas estables
producen también macroporos de menor tamafo comparadas con espumas menos estables.

Finalmente, los factores que disminuyen la conectividad entre macroporos son:

e Elrdpido fraguado del cemento.

e La formacién de un gel que estabiliza la pared, como en el caso de los cementos
compuestos con gelatina.

e Las pastas espumadas con muy alta estabilidad, las cuales generan poros no
conectados aunque ellos estén en contacto directo.

e La baja densidad de poros, lo cual disminuye la probabilidad de tener puntos de
contacto entre macroporos.

e La inyeccion de la pasta espumada, si se inyecta a un tiempo proximo al tiempo de
fraguado del cemento.

5.4.6 Estudio cinético de la reaccion de endurecimiento

El estudio cinético de la reaccion de endurecimiento se realizdé con las formulaciones de
espumas seleccionadas como inyectables y autofraguables in situ (ver tablas 5.18 y 5.20).
Como control se utilizd el cemento inorganico no espumado, preparado con 2.5 % w/v de
acelerante de la reaccién de fraguado bajo una proporcién L/P de 0.35 ml/g (RefA.0.35).

5.4.6.1 Evolucion del porcentaje de reaccién

Los difractogramas obtenidos para cada espuma compuesta y cada tiempo se recogen en la
figura 5.22. En ellos se puede observar como los picos de difracciéon correspondientes al a-TCP
disminuyen de intensidad conforme se incrementa el tiempo de reaccidon. También se puede
apreciar como al transcurrir el tiempo aparecen y se incrementa la intensidad de los picos
correspondientes al producto de la reaccién de fraguado, en todos los casos CDHA como se
comprobara con los resultados de IR [17,18].

El o-TCP se indexd de acuerdo a la ficha cristalografica JCPDS 09-0348, en tanto que la CDHA se
indexd empleando la ficha JCPDS 09-0342 correspondiente a la HA, ya que pertenecen al
mismo grupo cristalino.

Por otro lado, debido a la poca intensidad y al ancho de los picos de difraccion del producto de
reaccion, se puede decir que la cristalinidad de la CDHA es baja, lo cual, junto con la deficiencia
en calcio de la celda cristalina, significa mayor similitud con la fase mineral del tejido dseo. Se
espera que este hecho incremente también la rapidez de reabsorcién del material acortando el
tiempo de regeneracién de la lesién a tratar in vivo.



) ZE D adbuly ap uoidNjosip ua uolsiawul Jod sbpponbp.i4 ‘SOPOLUOIIIF|SS
nys uy sajgonbpifoinp bwndsa ap SaUOIIBINWIIOL SJUBIAfIp sp| pipd ‘UOI2ID3I 3p SpIp ZT A £/ ‘Spioy pzZ ‘8 ‘C ‘0 ap sandsap x¥d ap sbwpibpiq :zz's binbi4

[sopeub] oz [sopeib] oz
e € 2¢ L& 0¢ 62 82 lZ 92 GT v€ €& 2 e 0 62 82 lZ 9T SC

0=1
5 =1 3
@ @
3 3
@, 2.
o a
=4 : Sijg =1 S
c m c
o © . | ®
\)‘/\/\<ﬁ<\)\|<|l S vz =) ’ \\/\\/\/\.««\/\«J\l(.! S0Pz =)
— T T mp 2] _ SEp /=)
P SEP 2} =1 m Selp ZL =1 o
X ¥ o0 o x ¥ X o e o ¥
GG'0-99g-s0z (P GL'0-996! (@
[sopelb] oz [sopeib] 6z
14 (%) 4 (A% 0g 6¢ 8¢ le ac 14 e e e L€ 0e 514 8¢ yx4 9¢ T4
0=1
> >
@ @
3 >
w w
o o
Q Q
Q o
c c
© ©
S pg =1 : :
e N SEP ¢l =1 \/ SEIPZL =1}
X X e e o X

GG'0-15°0-.8vZ (9 GE'0-VioY (e



232 | Capitulo 5

La cuantificacion del avance de la reaccion para las espumas autofraguables bajo condiciones
fisioldgicas simuladas se presenta en la figura 5.23. La grafica muestra que el cemento de
referencia alcanza el 49 % de transformacién en 8 horas, posteriormente la cinética se retarda,
para alcanzar el maximo de transformacion obtenido (96 %) al tiempo de 168 horas (7 dias). El
cambio en la cinética estd relacionado con el mecanismo controlante de la reaccién. En un
inicio la transformacion es elevada porque depende Unicamente de la reactividad del o-TCP.
Conforme avanza la conversion, el a-TCP es envuelto por los cristales precipitados de CDHA,
gue generan un segundo mecanismo controlante, que es la difusidon de iones a través de la
capa del producto de reaccién [19].
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Figura 5.23: Porcentaje de conversion a CDHA en funcion del tiempo de reaccion para las
diferentes espumas autofraguables in situ seleccionadas.

Por otro lado, la cinética de reaccién de la espuma 2As**-0.5T-0.55 es estadisticamente mas
lenta que la cinética del cemento de referencia durante las primeras 8 horas, alcanzando en
este periodo tan solo el 39 % de transformacién. Posteriormente la reaccidon se acelera
igualando el porcentaje de conversidn de la referencia a 168 horas. Por ultimo, la reaccidn
continlia para alcanzar practicamente el 100 % de transformacién a 288 horas (12 dias). Una
posible explicacion del lento inicio de la reaccién es la formacidn del gel de alginato con los
iones calcio del cemento. Este secuestro inicial de iones podria retrasar la nucleacion de los
nuevos cristales y por tanto el alginato actua como retardante. Una vez colmado el alginato
con iones calcio, la saturacién local de iones fosfato en la pasta se refleja en una cinética de
precipitacién mas rapida por el efecto del ion comun [20].

En cuanto a la espuma 15Gb-0.75, la cinética de reaccidén durante las primeras 24 horas no
presentd diferencias significativas con respecto al cemento de referencia (RefA-0.35),
obteniendo el 66 % de transformacién a 24 horas. Sin embargo, a tiempos mayores a 24 horas,
la cinética de transformacidn se torna mas lenta en comparacion con RefA-0.35, de tal forma
que a 168 horas tan solo se logra un 86 % de transformacion. Afortunadamente, al igual que la
espuma 2As**-0.5T-0.55, la reaccidn continta hasta obtener el maximo de conversién (93 %)
al término de 288 horas (12 dias).
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Finalmente, la espuma 20S-5Gb-0.55 es la que menos rapidez de transformacion alcanza
durante las primeras 24 horas de inmersién, probablemente por el elevado contenido de
materia organica que incorpora (17 % en peso), lo que dificulta la difusidn de iones retrasando
tanto la disolucién del reactivo como la precipitacion del producto. No obstante, de 24 a 168
horas el porcentaje de transformacién pasa del 57 al 88 %, continuando hasta alcanzar el
maximo de 96 % a 288 horas (12 dias).

5.4.6.2 Evolucion de la superficie especifica

Por su parte la superficie especifica es otro indicador del avance de la reaccién de los
cementos, ya que durante la reaccion las particulas poliédricas de a-TCP obtenidas durante la
molienda pasan a formar un mayor nimero de cristales de menor tamafo tal como se explica
en el capitulo 2 de esta memoria (seccidn 2.3.3). Ademas, la superficie especifica proporciona
una idea relativa sobre el tamafio de los cristales que conforman la microestructura del
cemento, es por ello que en la figura 5.24 se presenta la superficie especifica en funcion del
tiempo de reaccidn para cada compuesto estudiado.
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Figura 5.24: Evolucidn de la superficie especifica en funcion del tiempo de reaccion para las
diferentes espumas autofraguables in situ seleccionadas.

Como se menciond, conforme transcurre el tiempo de reaccién la superficie especifica se
incrementa debido al crecimiento de los cristales de CDHA. A excepcion de la espuma 20S-
5Gb-0.55, cerca de un 50 % de superficie se alcanza alrededor de las 2 primeras horas de
reaccion. Mientras que la espuma 20S-5Gb-0.55 alcanza el valor medio en un tiempo entre 2 y
8 horas de reaccién.

Las diferencias en superficie especifica sugieren que los biopolimeros interfieren en el
mecanismo de reaccién del a-TCP, lo cual explicaria también las diferencias observadas en la
cinética de conversién a CDHA. No obstante, el hecho de que los resultados de DRX mostraran
que el producto de reaccién es HA, indica que los polimeros no modifican el producto de
reaccion, resultado que se comprobara mas adelante con los resultados de IR. Las diferencias
en superficie especifica indican también que el efecto de los biopolimeros puede ser a nivel
microestructural, produciendo cristales de CDHA de diferentes tamafios.
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De acuerdo al valor tomado a 288 horas (12 dias), hay dos cementos con superficie cercana a
20 m?%/g, que corresponde a 2As**-0.5T-0.55 y 20S-5Gb-0.55, y dos con menor superficie,
RefA-0.35 y 15Gb-0.75 con 16 y 12 m?/g, respectivamente. Lo cual significa que en promedio
los cristales de CDHA en la espuma obtenida con gelatina son de mayor tamano, en tanto que
los cristales en las espumas obtenidas alginato y soja/gelatina son de menor tamafio, todos
con respecto a la referencia no espumada.

Por un lado, el menor tamaiio de los cristales precipitados en presencia del alginato de sodio o
el extracto de soja se puede relacionar con una menor difusion iénica durante el fraguado, que
limita el crecimiento, al menos durante las primeras horas de reaccién. Es probable que una
vez que el polimero se libera hacia el medio de fraguado, éste deja de interferir en la difusién,
y la reaccién se hace mas rapida como se muestra en la figura 5.23.

Por otro lado, el mayor tamafio de los cristales en presencia de gelatina concuerda con los
resultados del capitulo 4, seccion 4.4.4.1. Sin embargo, Difieren de los reportados por Bigi
[21,22] y Kevor [23], porque ellos reportan que los cristales de apatita precipitada son de
menor tamafio cuando se incorpora la gelatina en el cemento de o-TCP.

Cabe mencionar que después de 12 dias de reaccidén no se observaron diferencias relevantes
en el ancho de los picos de difraccion de los diferentes materiales, lo que sugiere que las
diferencias de tamafio en los dominios cristalinos de la HA, a causa de la incorporacién de los
biopolimeros no son detectables por DRX, al menos bajo las condiciones de ensayo aqui
utilizadas.

Otro método con el que se puede observar la morfologia y el tamano de los cristales de CDHA
en las espumas es mediante MEB.

5.4.6.3 Evolucion de la microestructura

Una imagen comparativa de las microestructuras de los cementos, correspondiente a una
superficie de fractura después de 8 horas de reaccién en solucién de Ringer, se presenta en la
figura 5.25. En ella se puede apreciar la aparicién de los cristales de CDHA en cada
formulacion. Sin embargo, en la espuma 20S-5Gb-0.55 la presencia de cristales es menos
evidente, puesto que estos tienen menor tamano y prevalece la microestructura original del a-
TCP. Lo cual confirma la mayor lentitud de la reaccidn de hidrdlisis, posiblemente a causa de la
adsorcién de materia organica sobre las particulas de reactivo.

Comparando las microestructuras en la figura 5.25, correspondientes a las espumas
compuestas con la del cemento de referencia, parece ser que la presencia de la gelatina en la
espuma 15Gb-0.75 es en forma de extensiones que unen a cada particula de a-TCP. En tanto
gue en la espuma 20S-5Gb-0.55, la materia organica parece estar en forma de agregados que
cubren la superficie del a-TCP. Finalmente, haciendo la comparacién visual no se puede
observar la presencia de la materia organica en la espuma 2As**-0.5T-0.55.
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Figura 5.25: Imdgenes por MEB de la microestructura de la superficie de fractura para el
cemento de referencia y las diferentes formulaciones de espuma obtenidas con los
biopolimeros. Imdgenes obtenidas después de 8 horas de reaccion por inmersion en disolucion
de Ringer a 37 . Barra de escala = 20 um.

Figura 5.
cemento de referencia y las diferentes formulaciones de espuma obtenidas con los
biopolimeros. Imdgenes obtenidas después de 14 dias de reaccion por inmersion en disolucion
de Ringer a 37 C. Barra de escala = 20 um.
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La figura 5.26 muestra las microestructuras de la superficie de fractura de los cementos
después de 14 dias (336 horas) de reaccién por inmersidon en disolucidon de Ringer. En las
imagenes se aprecian la morfologia final de los cristales entrecruzados de CDHA responsables
del endurecimiento. Se distingue también la mayor continuidad entre los cristales en el
cemento de referencia y la presencia de espacios entre agregados de cristales en las espumas
compuestas originados por la mayor proporcion L/P de mezclado (ver capitulo 3 seccion
3.4.4.5). En las imagenes se observa cémo los cristales en las espumas 2As**-0.5T-0.55 y 20S-
5Gb-0.55 son ligeramente de menor tamafio que los cristales en el cemento RefA-0.35;
ademas, parecen ser de tamafios similares tal como lo indicd el valor de superficie especifica,
resultado que concuerda en que ambos cementos fueron fabricados bajo la misma proporcion
L/P. En tanto que los cristales de la espuma 15Gb-0.75 parecen ser de mayor tamafio que los
de la referencia, hecho que también concuerda con la menor superficie especifica de esta
espuma (ver figura 5.24).

Por ultimo, después de 14 dias de reaccidn por inmersion en disolucién de Ringer, la presencia
de materia organica entre los cristales de CDHA no es evidente en ninguna espuma, (ver figura
5.26).

A través de las imagenes de MEB también se determind que los cristales dentro de la
estructura no son de tamafio homogéneo. De acuerdo a las imagenes mostradas en la figura
5.27, los cristales tienden a ser de mayor tamafo en las superficies (superficie externa de la
muestra o superficie de poro). Por tanto, la superficie especifica es tan solo un indicador del
tamafio medio de los cristales precipitados y la correspondencia con las imagenes de MEB
dependerd de la zona observada.
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Figura 5.27: Imdgenes por MEB correspondientes a la superficie de fractura de la espuma 20S-
5Gb-0.55 fraguada durante 14 dias por inmersion en Ringer a 37 <. La imagen superior (barra
= 80 um) muestra el aspecto de un macroporo en la estructura, mientras que las imdgenes en
la parte inferior (barra = 20 um) muestran los cristales de CDHA en el interior de un macroporo

(izquierda) y en la pared entre macroporos (derecha).
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5.4.6.4 Espectroscopia de infrarrojos:

Otro método para monitorizar la reaccidn de fraguado de los cementos es a través de IR [19].
La figura 5.28 muestra los espectros IR para el polvo de cemento de partida y el cemento de
referencia reaccionado durante 2 horas y 12 dias. Para el polvo de partida (Ref-0.35, t = 0) tan
solo pueden observarse las bandas de deformacion de los grupos tetraédricos del fosfato
(PO,*). Estas son la banda mds importante correspondiente a las extensiones triples v; del
enlace P-O centradas a 1016 cm™, en segundo término se tiene la banda correspondiente a las
flexiones triples v, del enlace O-P-O centrada en 580 cm™, y por Ultimo, la banda débil de las
extensiones simétricas v; del enlace P-O a 956 cm™[19].

Conforme avanza la reaccién de hidrdlisis aparecen dos bandas en el espectro de IR, éstas son
3400 y 1620 cm™ que corresponden respectivamente a la extension y la flexion de las
moléculas de agua estructural, incorporadas en la celda cristalina para formar la HA. Ademas,
la extensién principal del grupo fosfato v; se agudiza y se desplaza a 1024 cm™, mientras que
la flexion v, se desdobla produciendo dos bandas tipicas de la HA en 577 y 561 cm™.
Finalmente, aparecen tres bandas u hombros de baja intensidad correspondientes Unicamente
a la CDHA, éstos son el hombro débil a 1200 cm™ correspondiente a la extension 8oy del grupo
HPO,”, el hombro débil de vibracién v; del mismo grupo a 1105 cm™ y la banda
correspondiente a la extensién vs del enlace P-OH a 854 cm™ [19]. Con lo que se demuestra
que el producto de la reaccion de fraguado no es solo HA sino que es CDHA.
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Figura 5.28: Espectros IR de absorbancia correspondientes al cemento de referencia después de
0, 2 horas y 12 dias de reaccion por inmersion en disolucion de Ringer a 37 .

La figura 5.29 muestra el espectro IR para el alginato sulfatado puro (DS = 6.5) mas los
espectros de la espuma 2As**-0.5T-0.55 a 2 horas y 12 dias de reaccién. Para el alginato de
sodio puro, un polisacarido, se observa una banda ancha intensa a 3370 cm™ correspondiente
a las extensiones de los grupos OH, una banda débil a 2910 cm™ correspondiente a la
extension del enlace C-H, y dos bandas agudas correspondientes a las extensiones del grupo
COO a 1600 y a 1400 cm™. Més adelante se encuentra la banda aguda correspondiente al
grupo sulfato en una posicién de 1236 cm™. Finalmente se encuentran dos bandas anchas
correspondientes a las extensiones de los enlaces C-O y C-O-C a 1085 y 1030 cm’,
respectivamente [24].
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Figura 5.29: Espectros IR de absorbancia correspondientes al alginato sulfatado puro y a la
espuma 2As**-0.5T-0.55 después de 2 horas y 12 dias de reaccién por inmersion en disolucion
de Ringer a 37 .

En cuanto a la espuma 2As**-0.5T-0.55, ésta presenta las bandas de la incorporacion del agua
estructural de la HA a 3400y 1620 cm™, también incorpora las extensiones v; del grupo fosfato
a 1024 cm™, el desdoblamiento de las flexiones triples v, para formar las bandas de HA a 577 y
561 cm™, y la aparicién de la banda débil de la CDHA a 854 cm™, por lo que el compuesto
reacciona para formar CDHA. Por otro lado, las extensiones de los grupo OH del carbohidrato
se solapan con las extensiones de los OH del agua estructural de la apatita, asimismo, la
extension del grupo COO™ a 1600 cm™ y la extensién de los enlaces C-O y C-O-C, se solapan
respectivamente con el agua estructural de la apatita y las extensiones v; del fosfato. Sin
embargo, la extensién C-H y la extension COO™ a 2910 y 1400 cm™ podrian servir para detectar
la presencia del alginato de sodio en el compuesto. No obstante, debido a la baja cantidad de
biopolimero en el cemento (1.1 % en peso) fue practicamente imperceptible. Tan sélo a 1400
cm™ al tiempo de inmersién o reaccién de 2 horas se logra apreciar una pequefia prominencia
correspondiente a la extension del grupo COQ, la cual ya no es perceptible a 12 dias de
inmersién, lo que podria significar la completa liberacién del poco contenido de alginato de
sodio sulfatado.

La figura 5.30 muestra los espectros IR de la gelatina de bovino tipo B y de la espuma 15Gb-
0.75 a 2 horas y 12 dias de reaccién. El espectro correspondiente a la gelatina pura muestra las
bandas de extensién de la amida (N-H) A y B respectivamente a 3274 y 3047 cm™.
Posteriormente a 2920 cm™ se observa la banda de extensién de los aminoacidos (C-H),
seguida a 1647 cm™ por la banda de la amida | del enlace C=0 y finalmente a 1527 cm™ por la
banda de la amida Il de la gelatina, correspondiente a la estructura helicoidal [24].



Desarrollo y caracterizacion de espumas sélidas compuestas: empleo de
polimeros naturales como agentes espumantes de la fase liquida

Gelatina B pura

% T 1647

3274 730 47 2920

ca

=

o

2 |15Gb-0.75,t=2h

: L e o

2 i, 7

2 [15Gb-0.75,t=12d /
\ 1620 ;“57"‘7 ;“'
3400 1024 854 561

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda [cm™]
Figura 5.30: Espectros IR de absorbancia correspondientes a la gelatina bovina tipo B pura y a

la espuma 15Gb-0.75 después de 2 horas y 12 dias de reaccion por inmersion en disolucion de
Ringer a 37 C.

La mayoria de las bandas de gelatina se solapa con las bandas de CDHA de la espuma fraguada,
sin embargo, la banda a 1527 cm™ es Unica para la amida Il de la gelatina y puede observarse
tanto en el compuesto 15Gb-0.75 fraguado durante 2 horas y 12 dias. No obstante, la
intensidad es mayor al tiempo corto de inmersidn. Este resultado prueba de forma cualitativa
la presencia del biopolimero en la estructura a pesar de que en las imagenes de MEB a 12 dias
mostradas en la figura 5.26 no se observe. Por ultimo, los espectros correspondientes a la
espuma 15Gb-0.75, muestran las bandas de la HA y de la CDHA que reafirman la hidrdlisis del
a-TCP observada por difraccién de rayos X.

La figura 5.31 muestra los espectros IR de la gelatina pura, el extracto de soja puro y de la
espuma 20S-5Gb-0.55 a 2 horas y 12 dias de reaccién. El espectro IR correspondiente al
extracto de soja se puede tratar como si fuese la suma del espectro correspondiente a la
gelatina mas el espectro correspondiente al alginato, debido a que es una mezcla de proteinas
y carbohidratos; sin embargo, no corresponde a la mezcla real de ambos componentes. En la
imagen se observa la banda a 3370 cm™ correspondiente a las extensiones de los grupos OH, la
banda a 2920 cm™ correspondiente a las extensiones de los enlaces C-H, la banda a 1735
correspondiente a la amida | de la proteina (C=0), la banda a 1600 cm™ correspondiente a los
enlaces C-C, la banda a 1410 cm™ correspondiente los grupos COO™ de la fraccién de
carbohidratos del extracto de soja, la banda a 1236 cm™ correspondiente a los grupos OH en
los anillos fendlicos de las isoflavonas y finalmente las bandas a 1110 y 1040 cm™
correspondientes respectivamente a las extensiones de los enlaces C-O y C-O-C [24].
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Figura 5.31: Espectros IR de absorbancia correspondientes a la gelatina bovina tipo B, el
extracto de soja y a la espuma 20S-5Gb-0.55 después de 2 horas y 12 dias de reaccion por
inmersion en disolucion de Ringer a 37 C.

La gelatina y el extracto de soja se distinguen facilmente a través de las bandas de soja
situadas a 1110 y 1040 cm™, sin embargo, ambas se superponen a las bandas correspondientes
a los fosfatos en la CDHA. Otra diferencia entre el extracto de soja y la gelatina es la banda de
la amina Il de la gelatina situada a 1527 cm™, la cual no se superpone al espectro de la CDHA.
No obstante, debido al bajo contenido de gelatina (2.27 % en peso), la banda de la amina Il es
inapreciable en la espuma 20S-5Gb-0.55, incluso en la sumergida Unicamente durante 2 horas.

Por otro lado, las bandas situadas a 2920 y 1410 cm™ tampoco se superponen con las bandas
de la CDHA, pero también son comunes para la gelatina y la soja. Esta se presenta como
pequenas protuberancias en los espectros de la espuma 20S-5Gb-0.55, por lo que se puede
concluir que auln después de 12 dias de inmersidn cierta cantidad de los biopolimeros se
mantiene dentro del material. Sin embargo, es dificil sefalar si se trata de la gelatina, el
extracto de soja o la mezcla de ambos. Ademas, los espectros de la espuma 20S-5Gb-0.55
muestran que reaccionan para formar CDHA, puesto que tienen todas las bandas
caracteristicas de este compuesto.

5.4.6.5 Evolucion de las propiedades mecanicas

Para finalizar el estudio de la cinética de reaccién en Ringer, las figuras 5.32 y 5.33 muestran
respectivamente la resistencia a la compresién y el modulo elastico a compresion de los
cementos en funcidn del tiempo de reaccién. Puede observarse que ambas propiedades se
incrementan conforme se lleva a cabo la hidrdlisis, reflejo del incremento en nimero y en
tamano de los cristales precipitados que se autoensablan para crear una estructura de placas
entrecruzadas (ver figura 5.26), de tal forma que cuanto mayor es el entrecruzamiento mayor
es la resistencia.
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Figura 5.33: Mddulo de elasticidad a compresion en funcion del tiempo de reaccion por
inmersion en solucion de Ringer a 37 <C.

En las figuras anteriores se observa que el cemento de referencia (RefA-0.35) es el mas rigido y
resistente, lo cual se explica porque es el menos poroso, preparado con la proporcién L/P mas
baja y no fue espumado. El incremento de la resistencia a la compresién y del médulo sigue
una paridad con el avance del porcentaje de reaccidon. Durante las primeras 24 horas la
referencia ya casi ha alcanzado el maximo de resistencia para finalmente a 288 horas (12 dias)
lograr el maximo de 35 MPa. Puede observarse que el rdpido incremento de resistencia entre 0
y 24 horas concuerda con el intervalo de mayor transformacién, y que el menor incremento
después de 24 horas también coincide con el letargo de la cinética de fraguado (ver figura
5.23).

Por otro lado, las espumas 2As**-0.5T-0.55 y 20S-5Gb-0.55 fueron preparadas bajo la misma
proporcién L/P = 0.55 ml/g, sin embargo, ambos tienen resistencias y mddulos diferentes; la
razon es la macroporosidad introducida. Como se observa en la tabla 5.20 la espuma 20S-5Gb-
0.55 incorpora mayor volumen de porosidad, por tanto, la resistencia es menor en
comparacién con la espuma 2As**-0.5T-0.55 que no es tan macroporosa.
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La resistencia a la compresion y el mddulo, al igual que la conversién a CDHA de la espuma
2As**-0.5T-0.55 se incrementa casi constantemente hasta las 648 horas de reaccidn, sin
embargo, estadisticamente el maximo de resistencia a la compresion (5.5 MPa) ya se ha
alcanzado desde 168 horas (7 dias). En cuanto a la espuma 20S-5Gb-0.55, la resistencia
también alcanza su maximo (3 MPa) al tiempo de 168 horas, no obstante, a tiempos mayores
se observa la caida de resistencia para finalmente soportar 1.3 MPa. Algo similar sucede con el
mddulo eldstico de esta espuma, alcanzando el maximo a 24 horas y cayendo prdcticamente
hasta cero a las 648 horas. La caida puede estar relacionada con la liberacién del extracto de
soja y de la gelatina, ya que este es un proceso de degradacion del material que incrementa la
porosidad. Por otro lado, cabe mencionar que las propiedades mecanicas de la espuma 20S-
5Gb-0.55, no fueron cuantificadas a tiempos menores de 24 horas debido a la lenta cinética de
fraguado, que impidid el crecimiento de cristales como para endurecer la pasta (ver figura
5.25).

Los valores mas bajos de resistencia a la compresion y de mddulo elastico corresponden a la
espuma 15Gb-0.75, la cual pareciera que no endurece con el transcurso del tiempo. No
obstante, por los resultados de difraccién de rayos X y de IR se sabe que reacciona. La baja
resistencia mecanica de esta espuma se asocia a factores como: 1) el gran volumen de
macroporosidad, 2) la elevada proporcion L/P de fabricacion y 3) la liberacidn de la gelatina
hacia el medio de fraguado. La maxima resistencia alcanzada por la espuma 15Gb-0.75 fue de
0.35 MPa a las 288 horas (12 dias) de reaccion.
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Figura 5.34: Curvas esfuerzo-deformacion a compresion para las diferentes formulaciones de
espumas y el cemento de referencia fraguados durante 12 dias por inmersion en Ringer a 37 C.
Ndtese como la incorporacion de los biopolimeros disminuye la rigidez e incrementa la
deformacion a la fractura del material.

Finalmente, la figura 5.34 muestra una curva tipica esfuerzo/deformaciéon del ensayo de
compresion para cada cemento fraguado durante 12 dias. Nuevamente se aprecia que la
referencia es el cemento mas rigido y resistente, sin embargo, no es macroporoso. Le sigue la
espuma 2As**-0.5T-0.55, con un modulo elastico de 4.5 GPa y menor resistencia debido a la
macroporosidad introducida. Finalmente, con mddulos alin mas bajos, se encuentran las
espumas 15Gb-0.75 y 20S-5Gb-0.55, mostrando valores respectivamente de 0.03 y 0.15 GPa.
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No obstante, lo mas importante a destacar de la figura 5.34 es que la incorporacion de los
biopolimeros disminuye la rigidez del cemento e incrementa la deformacidn a la fractura del
material, tornandolo mecdnicamente mas similar al tejido éseo, en otras palabras, se prueba
gue la incorporacion de los biopolimeros en las espumas sirve para mas que para espumar la
fase liquida y brindar cohesién e inyectabilidad a las pastas.

En resumen, todas las espumas compuestas estudiadas reaccionan para formar CDHA de baja
cristalinidad y con tamafios de cristal de orden nanométrico. Esta caracteristica en conjunto
con la incorporacion de los biopolimeros produce espumas compuestas menos rigidas y mas
deformables que el cemento sélo, de forma similar a como el coldgeno incrementa la
tenacidad del tejido dseo natural.

El avance en la conversion a CDHA, la evolucién de la superficie especifica y de las propiedades
mecanicas siguen un comportamiento paralelo a lo largo de la reaccion de hidrdlisis o de
endurecimiento del cemento, alcanzando cerca del 50 % del valor maximo a tiempos entre 8 y
24 horas de reaccidon, para finalmente obtener el maximo de cada pardmetro a 12 dias de
reaccion.

La resistencia a compresion de las espumas compuestas es relativamente baja y varia entre
formulaciones, principalmente por las diferencias en macroporosidad. La resistencia mecanica
gue alcanzan las espumas de HA es adecuada sdélo para la regeneracion de lesiones dseas que
no estén sometidas a carga. En el caso de lesiones sometidas a esfuerzos, se podrian implantar
junto con algun soporte mecdnico, como tornillos, placas o celdas vertebrales metalicas.

Por otro lado, la resistencia mecanica de las espumas con mayor contenido de materia
organica (15Gb-0.75 y 20S-5Gb-0.55) disminuyé después de alcanzar el valor maximo,
probablemente a causa de la liberacion de la materia organica hacia el medio de fraguado, lo
gue genera mayor porosidad.

5.4.7 Fraguado de las espumas en medio de cultivo

La figura 5.35 muestra los difractogramas correspondientes a las espumas compuestas
fraguadas durante 24 horas por inmersidon en Ringer o en medio de cultivo MEM. Se observa
claramente que el descenso de intensidad de los picos correspondientes al reactivo es menor
en aquellas muestras fraguadas en medio de cultivo. Resultado que se confirma
cuantitativamente al calcular y comparar el porcentaje de avance de la reaccidn entre cada
espuma vy condicién de fraguado, resultado mostrado también en la figura 5.35.
Probablemente el retraso en el avance de la reaccién en un medio de mayor similitud a los
fluidos fisioldgicos se deba a la adsorcidn de proteinas del medio de cultivo sobre el cemento,
la cual genera una barrera que retarda la hidrdlisis del o-TCP.
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Figura 5.35: Arriba: diagramas de DRX de las diferentes espumas compuestas, fraguadas por
inmersion en Ringer o en medio de cultivo MEM a 37 °C durante 24 horas. Abajo: comparacion

del avance de la reaccion entre ambas condiciones de inmersion.

En base a este resultado se recomienda prefraguar a las espumas sumergiéndolas en agua o
disolucién de Ringer antes de proceder al cultivo de células sobre ellos. Por otro lado, es
factible que los cementos compuestos reaccionen con mayor lentitud al ser implantados in
vivo, lo cual no significa que no sean capaces de autoconsolidarse con el paso del tiempo.

5.4.8 Formulaciones de cemento con gelatina porcina

Por dltimo, la tabla 5.23 muestra el porcentaje de reaccion, la superficie especifica, la
resistencia a la compresién y la porosidad total de las espumas 15Gb-0.75 y 20S-5Gb-0.55,
fabricadas con gelatina bovina y gelatina porcina, ambas tipo B y Bloom de 250, fraguados
durante diversos intervalos de tiempo por inmersién en Ringer.
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Tabla 5.23: Diferencias en las propiedades de las espumas al sustituir la gelatina de origen
bovino por gelatina de origen porcino, ambas tipo B y Bloom de 250.

Compuesto 15Gb - 0.75 20S - 5Gb - 0.55 Tiempo de
. reaccion
Orlge.n dela Bovino Porcino Bovino Porcino [dias]
gelatina as
.. 66.08 + 3.54 66.38+3.23 56.84+2.18 28.56 + 3.06 1
% de reaccion
85.97+3.71 84.78+3.69 88.44+355 53.36+3.17 7
Superficie 5.07 £ 0.04 7.76 £ 0.08 19.06 £ 0.15 14.10+0.13 1
especifica [m’/g] 7.47+0.06 7.15+0.07 17.91+0.14 14.32+0.35 7
resistencia a la 0.17 £0.01 0.07 £ 0.01 1.31+0.11 1.20+£0.10 1
compresion
0.26 +£0.09 0.08 £ 0.03 2.99+0.21 2.04 £0.19 7
[MPa]
s :
% de f:t::s'dad 59.13 58.44 62.37 49.06 12

Para la espuma 15Gb-0.75, a excepcidn de la resistencia a la compresién, las propiedades del
cemento se mantienen relativamente constantes al utilizar uno u otro origen de la gelatina. Sin
embargo, la disminucién de resistencia mecanica al utilizar gelatina de origen porcino
compromete sustancialmente la integridad del material, incluso durante la manipulaciéon in
vitro. Una posible causa para la menor resistencia de la espuma es que probablemente la
gelatina porcina se libera mas rapidamente que la gelatina bovina.

Por otro lado, al sustituir la gelatina de bovino en la espuma 20S-5Gb-0.55, todos los
parametros disminuyen considerablemente de magnitud, probablemente el hecho que la
gelatina de porcino atrase la reaccién de fraguado del compuesto sea la causa de la menor
superficie y resistencia mecdnica. AlUn mas contraproducente es el descenso en porosidad al
sustituir la gelatina de bovino, por lo que no se recomienda el empleo de gelatina de porcino
en esta formulacién.

Cabe mencionar que esta comparacion se realizdé para determinar la posibilidad de remplazar
la gelatina bovina por la porcina, debido a la remota posibilidad de transmisién de la
encefalopatia espongiforme bovina. Sin embargo, debido a que los resultados no muestran
ventajas al sustituir el origen de la gelatina, y por el contrario el empleo de gelatina porcina
genera algunas desventajas, se decidid continuar la caracterizacidn preclinica fabricando las
espumas con gelatina bovina tipo B.

Es importante remarcar que la gelatina bovina de grado farmacéutico esta aprobada para uso
en humanos y los productores siguen controles sanitarios mas rigurosos para garantizar la
calidad del producto [25,26]. Ademas, la gelatina tipo B, extraida mediante un proceso
alcalino, tiene menos posibilidades de transferir la encefalopatia espongiforme bovina que la
gelatina tipo A extraida en medio acido [27].
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5.5 Conclusiones
Las conclusiones mas relevantes del desarrollo, seleccién y caracterizacion de las espumas de
HA obtenidas con polimeros naturales se pueden dividir en los siguientes bloques.

Los agentes espumantes multifuncionales:

e La gelatina bovina tipo B es un espumante natural que a 55 °C genera espumas con
adecuada espumabilidad para fabricar cementos macroporosos. Ademas, brinda
cohesidn a las pastas espumadas hasta con proporciones L/P de 0.75 ml/g.

e El alginato de sodio no es un espumante natural, pese a ello, la incorporacién de 0.5 %
w/v de Tween 80 en la disolucidon permite obtener espumas adecuadas para obtener
cementos macroporosos, si y sélo si, la concentracion de alginato de alto peso
molecular no supera el 2 % w/v. Sin embargo, en esta concentracién el alginato no
brinda cohesion a las espumas obtenidas con proporciones L/P mayores a 0.55 ml/g.

e El extracto de soja es un espumante natural que permite fabricar cementos
macroporosos. No obstante, debido al efecto fluidificante de la pasta del cemento, las
pastas espumadas Unicamente con extracto de soja no tienen cohesion. La mezcla del
extracto de soja con gelatina bovina tipo B incrementa la cohesion de la pasta
espumada. Ademas, el espumado de la mezcla 20S-5Gb genera espumas de HA con
mayor porosidad en comparacién con espumar Unicamente el extracto de soja.

El proceso de espumado de la fase liquida:

e Para este método de obtencidon de cementos macroporosos, la espumabilidad de Ila
fase liquida es un factor mas significativo que la estabilidad de la espuma obtenida. No
obstante, se requiere de una minima estabilidad de la espuma liquida para poder
mezclarla con el polvo de cemento sin romper las burbujas.

e La viscosidad en exceso del liquido dificulta el espumado e incrementa la estabilidad
de la espuma, pudiendo llegar a impedir la formacidon de uniones entre macroporos
cuando se mezcla con el polvo del cemento.

Las espumas de CDHA compuestas con biopolimeros:

e La incorporacion y el aumento de la macroporosidad disminuyen la cohesién de las
pastas de cemento. Para mejorar la cohesién de las pastas espumadas puede reducirse
la proporcion L/P de mezclado.

e Las pastas espumadas que presentan cohesién (autofraguables in situ) son capaces de
adherirse a las paredes de la cavidad donde son inyectadas y por tanto permanecen en
el sitio deseado sin desintegrarse.

e El moldeo por espatula y la mayor proporcién L/P empleada para fabricar las espumas
prefraguadas permite obtener andamios con mayor macroporosidad abierta y de
mayor tamafio. No obstante, el tamafo de la macroporosidad abierta esta ligeramente
por debajo al requerido para regenerar al tejido éseo.
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Estudio cinético de las espumas autofraguables in situ:

e La incorporacion de la gelatina bovina tipo B, el alginato de sodio sulfatado de alto
peso molecular o la mezcla de extracto de soja con gelatina bovina tipo B, no detienen
la reacciéon de hidrélisis del a-TCP. El maximo de trasformacion se alcanza después de
12 dias, cuando la composicién corresponde practicamente a CDHA.

e El fraguado de las espumas en medio de cultivo celular retrasé la reaccién de hidrdlisis
del a-TCP, es probable que la adsorcidn de proteinas sea la causa del retraso.

e Los resultados de espectroscopia de infrarrojos mostraron que los biopolimeros se
liberan hacia el medio de reaccidon durante el endurecimiento. No obstante, hay
indicios de que después de 12 dias de reaccion las espumas 15Gb-0.75 y 20S-5%Gb-
0.55 conservan cierta cantidad de fase organica.

e La resistencia mecdnica alcanzada por las espumas autofraguables in situ limita su
empleo al tratamiento de lesiones dseas que no estén sometidas a esfuerzos.
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Capitulo 6: Caracterizacion preclinica
de las espumas de hidroxiapatita
autofraguables in situ.

6.1 Introduccion

La salida al mercado de un producto biomédico es un proceso lento en el que la mayoria de los
desarrollos no cumplen con todos los requerimientos de la aplicaciéon para la que fueron
disefiados. Se sabe que de cada cien proyectos de investigacidn bdsica sélo uno llega a colocar
en el mercado el producto médico o terapéutico [1]. Los estudios preclinicos y clinicos junto
con la modelizacion computacional son las herramientas que permiten discriminar qué
productos son aptos para salir al mercado, por tanto las condiciones de ensayo en cada
estudio realizado son fundamentales para tomar una buena decisién. Por un lado, no es
admisible ofrecer un producto que no cumpla al 100 % con la funcidn deseada, o que pueda
producir dafios a corto o largo plazo, y por otro lado, tampoco es permisible descartar un
producto eficaz por un mal disefio experimental.

En el presente capitulo se hace una primera aproximacién a la caracterizacién preclinica de las
espumas de hidroxiapatita (HA) consideradas como inyectables y autofraguables in situ. Se
estudia la interaccidn con células dseas, y se implantan en un modelo animal bdsico para
determinar la eficacia en la regeneracion dsea.

Por un lado, mediante la caracterizacién in vitro se estudié la adhesién, la proliferacién y
diferenciacion de células osteoblasticas sobre las espumas de HA, y se observaron las
interacciones de las espumas con el medio de cultivo.

Por otro lado, el estudio in vivo reportado en este capitulo no es un trabajo concluyente sobre
la factibilidad de uso clinico en humanos de las espumas de HA, pero si es la base para el
disefo de futuros estudios in vivo en modelos animales mas desarrollados que permitan tomar
dicha decisién.

En este sentido cabe mencionar que no es objetivo de esta tesis analizar a profundidad Ia
regeneracion ésea asistida por las espumas en el modelo animal empleado, sino que, en el
marco del proyecto europeo en el que se desarrolld, la aportacion del presente capitulo fue
apoyar al equipo encargado del estudio in vivo para obtener los mejores resultados. Sin
embargo, para mostrar cualitativamente que las espumas de HA desarrolladas son aptas para
la regeneracion de lesiones dseas, en el presente capitulo se reportan brevemente algunos
resultados del estudio in vivo. Los resultados completos, el analisis y las conclusiones
detalladas de la implantacidn pueden encontrarse en la tesis doctoral de Melanie Gockelmann
(Universidad de Ulm).
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6.2 Marco teorico

6.2.1 Métodos de esterilizacion

La esterilizacidn es una etapa del proceso de fabricacién de los biomateriales, cuyo objetivo es
liberar al material o instrumental de microorganismos patdgenos tales como bacterias, virus,
gérmenes u hongos. Se considera que un material es estéril cuando la probabilidad de
encontrar un solo organismo viable es menor a 10°[2].

La correcta seleccion de un método de esterilizacion es crucial para no modificar las
propiedades de los materiales a estudiar. Dependiendo de la naturaleza quimica del material,
la técnica empleada interaccionara en mayor o menor medida con la superficie o la estructura
[3]. Para minimizar dichas interacciones o modificaciones, la esterilizacion puede realizarse
sobre las materias primas con las que se fabricara el implante o bien sobre el producto final a
implantar de acuerdo a las necesidades de cada proceso y aplicacion. Por otro lado, no debe
confundirse el proceso de esterilizacion con los métodos de asepsia tales como el empleo de,
alcohol, soluciones de yodo, peréxido de hidrogeno, soluciones de hipoclorito, entre otros; los
cuales sélo garantizan cierta limpieza del material o instrumental pero no la eliminacién de los
microorganismos [4].

Los métodos mdas comunes de esterilizacidn son el éxido de etileno (EtO), la radiacion gamma,
métodos por calor, métodos quimicos, plasma y otros gases (perdxido de hidrogeno, didxido
de cloro u ozono) [2,4-8]. En la tabla 6.1 se lista las ventajas y desventajas de los tres métodos
industriales mds importantes y los tipos de materiales para los que se aconseja el empleo de
cada uno de ellos.

Esterilizacion del polvo de cemento: Las ceramicas son materiales estables que pueden

esterilizarse facilmente por autoclave o radiacion gamma. Sin embargo, algunas ceramicas
como el zirconio se degradan con la humedad por lo que se debe ser precavido en la seleccion
del método mas adecuado. Se sabe que la esterilizacién por calor seco no afecta las
propiedades de las apatitas sinterizadas a alta temperatura [9], incluso las apatitas deficientes
en calcio pueden ser esterilizadas por autoclave sin que sufran alteraciones [10]. Por el
contrario, debido a la reactividad con agua de la fase sélida de los cementos en base a fosfatos
de calcio, la esterilizacidon por vapor no es la mejor opcién. Ademas, se ha reportado que la
esterilizacidn de la fase sélida a través de éxido de etileno, calor seco o radiacion gamma trae
como consecuencia el retraso del fraguado y la disminucién de la resistencia mecdanica de un

cemento en base a fosfato tetracalcico y fosfato dicdlcico anhidrido [9]. En el mismo trabajo se
reporta que cuanto mayor es la dosis de radiacidn gamma mayores son los cambios en las
propiedades, sin embargo, no se determinaron cambios en la composicién de los componentes
antes y después de la esterilizacién. Finalmente, se menciona que entre los métodos citados la
radiacién gamma bajo una dosis de 20-25 KGy es la mejor opcion para esterilizar el polvo de

cemento sin producir cambios estadisticamente significativos en las propiedades [9].
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Tabla 6.1: Ventajas, desventajas e indicaciones de los métodos mds comunes de esterilizacion

industrial y hospitalaria [2,4-8].

Método Ventajas Desventajas Indicaciones Materiales
Calor Rapido No permite esterilizar  Tiempo de Instrumental
humedo calentamiento y soluciones acuosas. exposicién: 20 a de vidrio,
penetracion. Es corrosivo sobre 30 minutos. instrumental
Destruccion en ciertos instrumentos Temperatura: metalico
corto tiempo de metalicos. 120-133°Cal resistente a la
bacterias y esporas.  Esta limitado a atm de presion. oxidacidn,
No deja residuos materiales resistentes telas,
téxicos. al calor. polimeros
Econdmico. El calor provoca la termoestables.
desnaturalizacién de
proteinas.
Oxido de Baja temperatura Los residuos pueden Concentracion de Gomas,
etileno de exposicion. ser toxicos; requiere gas: 400 mg/I. plasticos,
Compatible con aireacion. Temperatura de caucho
muchos materiales  Valorar la corrosion exposicién: 52 - (guantesy
polimeros. de metalesy 55 °C. sondas),
Compatible con componentes Humedad instrumental
metales, ceramicas  electrdnicos. ambiental de la Optico,
y dispositivos Materiales porosos camara: >30% material
electronicos. pueden retener (ideal en torno al  fotografico,
residuos de EtO. 50 %). equipos
Tiempo de eléctricos,
exposicién: 3 - 6 suturas,
horas. antibidticos.
Radiacion No deja residuos. Es un sistema caro. Origen mas Esta indicado
gamma Efectos Se necesitan medidas comun de la en materiales

insignificantes en
propiedades de
superficie.
Compatible con
muchos materiales
polimeros.
Compatible con
ceramicas y
metales.

de proteccidn para el

personal que utiliza
los aparatos.

No es compatible con

componentes
electroénicos activos
(semiconductores).
Debe tenerse
precaucion con el
desprendimiento de
recubrimientos por
calentamiento.

radiacion gamma
industrial: Co®.
Dosis de entre 3 y
100 KGy.

termo
sensibles,
(gomas,
polietileno),
tejidos
humanos y
animales,
materiales
quirudrgicos y
farmacéuticos.
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Esterilizacion de los biopolimeros: La esterilizacion de los polimeros es un tema mas

complicado debido a que son faciles de degradar o de modificar estructuralmente. Por
ejemplo, es sabido que la radiacién gamma puede producir la formacion de radicales libres, asi
como la degradacidn o el entrecruzamiento de las cadenas poliméricas [5].

Tanto la gelatina, como el alginato y la soja son biopolimeros que se esterilizan cominmente
en la industria alimentaria mediante radiacién gamma. Sin embargo, no existe un consenso
generalizado de ser la mejor opcién. Algunos trabajos reportan que no hay cambios
significativos en la apariencia o en la composicién de estos biopolimeros al ser irradiados en
estado sélido [11,12], sin embargo, la viscosidad de las disoluciones disminuye cuanto mayor
es la dosis de radiacién [13-16], lo cual se asocia con la ruptura de las cadenas por la energia
de la radiacion, generando fragmentos de menor peso molecular [14]. Ademads, para la
gelatina se reporta que la radiacion gamma disminuye el poder de gelificado [11]. Por otro
lado, la caida de la viscosidad de las disoluciones de biopolimeros y el poder gelificante no
significan un inconveniente para el proceso de fabricacidon de cementos macroporosos a través
del método de espumado de la fase liquida, sino que por el contrario, de acuerdo a los
resultados mostrados en el capitulo 5 de esta memoria podria incrementar el volumen de
macroporosidad abierta.

Para esterilizar a la gelatina, manteniendo inalteradas las propiedades, se recomienda emplear
la radiacion gamma en dosis entre 3 y 5 KGy [11]. Por otra parte, para el alginato se
recomiendan dosis entre 8 y 12 KGy [14,17], mientras que para los concentrados de soja se
recomiendan dosis mayores a 10 KGy para garantizar la esterilizacion [15].

Finalmente, los organismos reguladores [7] sugieren, siempre que sea factible, realizar la
esterilizacién por radiacion gamma de gran volumen de paquetes cuyo contenido es de un solo
uso [4].

6.2.2 Evaluacion in vitro a través de cultivos celulares

Los estudios in vitro se definen como el uso de células o componentes celulares extraidos de
tejidos humanos o animales, aislados y mantenidos en medio acuoso fuera de un organismo
vivo [18]. Los métodos de cultivo in vitro han sido una pieza clave en el desarrollo de las
ciencias biomédicas, siendo en estos dias una herramienta cientifica para valorar respuestas
celulares especificas sin la influencia de otros sistemas [19]. Una de las principales ventajas de
los estudios in vitro es reducir el nimero de animales de experimentacién, minimizando costos
de investigacion y desarrollo [20-22]. No obstante, los resultados de los estudios in vitro
pueden ser dificiles de extrapolar a la situacién in vivo, sin embargo, son mas reproducibles,
cuantificables y faciles de estandarizar [22,23]. También son utiles para seleccionar nuevos
materiales en base a la compatibilidad y la liberacion de productos potencialmente peligrosos
remanentes del proceso de manufactura. Los estudios in vitro son el primer paso para evaluar
la toxicidad aguda, la citocompatibilidad, la genotoxicidad, la proliferacion y la diferenciacion
celular de o sobre un material.
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Las limitaciones de los cultivos celulares son: 1) no son capaces de demostrar la respuesta
tisular frente a los materiales, sino sélo de lineas celulares individuales o células primarias, 2)
la respuesta celular puede variar entre lineas celulares y el nimero de pases del cultivo, y 3)
los ensayos pueden sobrestimar el nivel de toxicidad del material y estan limitados a estudios
de toxicidad aguda debido a la corta vida media de las células cultivadas [18,22].

6.2.2.1 Ensayos de adhesion, proliferacion y diferenciacion celular
Las células que componen al tejido dseo se dividen en células formadoras de hueso

(osteoblastos y osteocitos) y células que reabsorben el mineral dseo (osteoclastos) [24-26].
Razéon por la cual los materiales disefiados para promover o soportar los procesos de
regeneracién ésea se prueban in vitro en contacto con lineas celulares de tipo osteoblastico. Es
importante sefialar que el aislamiento de osteocitos es un proceso dificil y actualmente en
estudio, por lo que no se reportan trabajos de compatibilidad de materiales con este tipo de
células [27]. Por otro lado, la reabsorcion activa, es decir, la reabsorcidon del implante por la
accion celular directa, es un tema importante para los sustratos biodegradables. Sin embargo,
en este trabajo no se planted la evaluacion de la interaccion de los cementos compuestos
macroporosos con células osteoclasticas [26,28].

Algunos de los ensayos basicos in vitro para estudiar las interacciones celulares con el
biomaterial son la adhesidn, la proliferacién y la diferenciacién celular, sin embargo, existen
ensayos que evallan mas a profundidad la interaccion de las células con los materiales [19,22].
Es sabido que bajo condiciones normales las células osteoblasticas se multiplican
exponencialmente con el paso del tiempo de cultivo, por lo que el ensayo de adhesion y
proliferacion evalia el ndmero de células adheridas a la superficie del material bajo
investigacion [19]. Por otro lado, en términos estrictos, el ensayo de diferenciacion evalua el
cambio en el fenotipo celular (por ejemplo la evolucion de la célula estromal a osteoblasto).
No obstante, el término diferenciacion en células osteoblasticas también se aplica a la
determinacidon de sefiales de mineralizacion temprana (como la generacion de fosfatasa
alcalina; ALP) o mineralizacion tardia (como la produccién de osteocalcina) [29].

6.2.2.2 Diferentes lineas celulares: células osteoblasticas Saos-2

Las lineas celulares consisten en subcultivos de un cultivo primario celular (células inicialmente
extraidas del tejido u dérgano), en el que las células reproducidas mantienen el linaje de las
células originales. Ademas, si las células no sufren alteraciones al realizarse “n” cantidad de
subcultivos se les denomina lineas celulares inmortales o continuas [19]. La ventaja de emplear
lineas celulares en la investigacion in vitro es que las células de una misma linea se comportan
de manera similar y por tanto la reproducibilidad de los ensayos se incrementa notablemente.

Existe gran cantidad de lineas osteobldsticas continuas, la mayoria procedentes de
osteosarcoma. No obstante, en este trabajo sdlo se utilizara la linea Saos-2 [30,31], la cual fue
extraida de osteosarcoma de fémina humana caucdsica de 11 afios de edad. Estas células son
adherentes, de morfologia epitelial [32] y puesto que provienen de un tumor desarrollado,
tienden a diferenciar rapidamente.

Una ventaja adicional de las células procedentes de osteosarcoma es que son células
resistentes que se reproducen con facilidad, por lo que no se tienen limitaciones en el nimero
de células para realizar los experimentos.
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6.2.3 Modelos animales para la evaluacion de la biocompatibilidad y la
osteointegracion

Los estudios in vivo en modelos animales son el paso siguiente a los estudios in vitro durante el
desarrollo de un dispositivo biomédico o farmacéutico. Pese a ello existe gran controversia
sobre el uso de animales de laboratorio. No obstante, es mas cuestionable la experimentacion
en humanos, por lo que bajo las condiciones adecuadas el empleo de animales para la
investigacion esta aprobado [33]. El empleo de animales de laboratorio como modelos
humanos se basa en que: 1) ambos controlan la bioquimica interna por liberacién de
hormonas endocrinas que son esencialmente las mismas en todas las especies, 2) ambos
envian transmisores quimicos similares para las células nerviosas en el sistema nervioso
central y periférico, y 3) ambos reaccionan de la misma forma ante la infeccién y el dafo
tisular.

Un animal de laboratorio se puede definir como cualquier especie no humana del reino animal
gue se mantiene en cautiverio para la observacién o experimentacion. Los animales de
laboratorio abarcan gran variedad de drdenes, desde crustdceos hasta mamiferos, y de
especies domésticas y salvajes [34]. En investigacion ortopédica, los modelos animales
permiten evaluar a los posibles materiales de tratamiento bajo condiciones de carga o sin
carga, a periodos largos de tiempo, en diferentes edades, calidades y tipos de tejido. Ademas,
durante los estudios in vivo no solo se estudia la respuesta de los érganos o tejidos en la
vecindad del implante, sino que se puede estudiar la interaccién de los productos de
degradacién o desgaste con los drganos y tejidos distantes [35]. A pesar de que los modelos
animales son excelentes aproximaciones a las condiciones mecdnicas o fisiolégicas humanas,
ninguna especie cubre todas las caracteristicas de la anatomia y fisiologia humana, sin
embargo, cada especie tiene ventajas y desventajas de acuerdo a la investigacion especifica a
desarrollar [35].

El conejo es la especie mdas usada en investigacidn [34], representando el 35 % de la
investigacion musculoesquelética in vivo. Probablemente la razén del elevado uso del conejo
sea su facil manejo y alojamiento, sin embargo, es la especie menos semejante con el sistema
dseo humano. El cerdo es la especie con el esqueleto mas similar al humano, no obstante por
el tamano vy la dificultad en su manejo no es extensamente empleado. Por otro lado, la cabray
la oveja son especies mas ddciles, ambas con esqueletos macroestructural y mecanicamente
parecidos a los humanos [35]. Un resumen de las semejanzas con el sistema esquelético
humano de las especies mas empleadas en investigacion musculoesquelética se presenta en la
tabla 6.2.

Tabla 6.2: Resumen de semejanzas 6seas entre especies de laboratorio y el humano [35].

Canino Cabra/oveja Cerdo Conejo
Macroestructura ++ +++ ++ +
Microestructura ++ + ++ +
Composicidn dsea +++ ++ +++ ++
Remodelacion dsea ++ ++ +++ +

+: poco similar; ++: moderadamente similar; +++: gran similitud.
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6.2.3.1 Anatomia del conejo: el esqueleto

Los conejos de nombre cientifico oryctolagus cuniculus son animales mamiferos de la familia
de los lepdridos (el labio superior esta dividido a la mitad). En estado salvaje viven en grupos
dentro de refugios subterrdneos. Su pelo es sedoso y suave al tacto, el color del iris de su ojo
es café oscuro o pardo, tienen trestipos de pelaje: de proteccién primaria, proteccion
secundaria y fibras pilosas. De adultos pesan de 2 a 6 Kg, llegando a medir hasta 45 cm de
largo. Tienen entre 26 y 28 dientes que crecen continuamente (10 a 12 cm en la vida de un
conejo). El sistema d6seo del conejo es muy fragil, y representa solo el 8 % del peso total
corporal. Los huesos largos y la espina lumbar estdn cubiertas por una gran cantidad de
musculo, y son susceptibles a fracturas; un esquema del esqueleto del conejo se muestra en la
figura 6.1. La esperanza de vida media de los conejos es de 6 a 8 afos, alcanzando las razas
pequenas la madurez sexual entre 3 y 4 meses, y las razas grandes entre 8 y 9 meses de edad
[36].

El conejo tiene un metabolismo mas rapido que el humano por lo que los resultados de
remodelacion dsea in vivo no son directamente extrapolables. No obstante, esta caracteristica
acorta los tiempos de implantacién. Por otro lado, debido a las diferencias en peso y modo de
desplazamiento, la forma, el tamafio y la distribuciéon de cargas mecdnicas, el esqueleto del
conejo es mecanicamente diferente al humano. Una desventaja del conejo como modelo es la
limitacién en el numero de implantes que pueden ser colocados debido al reducido tamario de
los huesos, lo cual incrementa el numero de animales de experimentacidn. Sin embargo, son
un modelo animal accesible y relativamente econdmico, tanto en adquisicién como en
mantenimiento [34]. Pese a todo, el conejo es un modelo sensible empleado para determinar
la biocompatibilidad, la osteointegracidn y la osteogénesis de un biomaterial previo a estudios
en especies de mayor tamano [35]. Por ultimo, la raza empleada por excelencia para
investigacion es el conejo alvino de Nueva Zelanda.
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Figura 6.1: El esqueleto del conejo. La flecha de mayor tamafio marca el sitio de implantacion.
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6.3 Objetivos

El objetivo del presente capitulo fue caracterizar in vitro e in vivo las diferentes formulaciones
de espumas de HA catalogadas como inyectables y autofraguables in situ.

La caracterizacion in vitro tuvo los siguientes objetivos:

1. Estudiar si la incorporacién de los biopolimeros en las espumas tiene efectos sobre la
adhesidn de células dseas.

2. Determinar si las espumas de HA son capaces de soportar el metabolismo celular dseo
a través de la observacion de indicadores de diferenciacién.

La caracterizacion in vivo tuvo los siguientes objetivos:

1. Probar que las espumas de HA pueden ser preparadas de forma sencilla bajo
condiciones de esterilidad dentro del ambiente del quiréfano.

2. Probar que las espumas de HA inyectadas llenan y adoptan completamente la forma
del defecto 6seo, y que tienen la suficiente cohesidon in vivo para fraguar dentro del
defecto.

3. Probar cualitativamente la eficacia de las espumas compuestas como regeneradoras
de lesiones dseas de tamaiio critico.

4. Determinar si se producen reacciones toxicas o de rechazo a cuerpo extrano al
implantar las espumas de HA subcutaneamente.

6.4 Materiales y métodos

6.4.1 Composicion de las espumas de hidroxiapatita empleadas

Las formulaciones de espumas de HA empleadas en esta investigacion fueron las seleccionadas
en el capitulo 5 como inyectables y autofraguables. La nomenclatura asignada, la composicion
de la fase liquida y la proporcién L/P de cada una de ellas se resumen en la tabla 6.3. Cabe
mencionar que los cementos RefA-0.50 y 0.5T-0.55 fueron empleados respectivamente como
referencia inorganica no macroporosa y macroporosa en los ensayos.

Tabla 6.3: Composicion de la fase liquida y proporcion L/P del cemento y las espumas
estudiadas a lo largo de este capitulo. Las espumas compuestas corresponden a las
seleccionadas como autofraguables in situ.

Proporcién L/P

Nomenclatura Composicion del liquido

[ml/g]
RefA-0.50 0.50" 2.5 % de Na,HPO,
0.5T-0.55 0.55" 2.5 % de Na,HPO, + 0.5 % de Tween 80
2As**-0.5T-0.55 0.55 2.5 % de Na,HPO, + 2 % de alginato de sodio sulfatado

de alto peso molecular + 0.5 % de Tween 80
15Gb-0.75 0.75 2.5 % de Na,HPO, + 15 % de gelatina bovina tipo B
2.5 % de Na,HPO, + 20 %w de extracto de soja +5 %

20S-5Gb-0.55 0.55 . L
de gelatina bovina tipo B

Los porcentajes estan representados en peso/volumen; a excepcién del porcentaje de soja expresado en
peso/peso. TNo espumada; tTespuma de hidroxiapatita desarrollada en el capitulo 3; **alto peso
molecular.
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Por otro lado, la tabla 6.4 muestra las caracteristicas y el proveedor de cada componente
empleado en la fabricacién de las espumas compuestas.

Tabla 6.4: Proveedor y caracteristicas de las materias primas.

Componente Caracteristicas Proveedor
Gelatina bovina tipo B Bloom =250 Rousselot, ref. LB-B
Alginato de sodio sulfatado DS=6.6% . . g
degalto peso molecular PM = 162500 R ER I Sl
Extracto de soja Universidad de Brighton - Reino Unido
Tween 80 Para cultivo celular ~ Sigma, ref. P4780
Na,HPO, Merck, ref. 06586.0500
Hidroxiapatita precipitada Alco, ref. 1.02143.1000

6.4.1.1 Polvo del cemento

La fase solida del cemento consistié en la mezcla de 98 % de fosfato tricalcico alfa (a-TCP) con
2 % en peso de HA precipitada (pHA). La preparacion del polvo se realiz6 de acuerdo a las
condiciones descritas en el capitulo 3 de esta tesis. El tamafio medio de particula del polvo fue
7.34 um, con una superficie especifica de 1.99 m?/g.

Para fabricar el cemento y las espumas bajo condiciones de esterilidad se prepararon dosis
individuales de la fase sélida para cada una de las proporciones L/P manejadas, en base a 2 ml
de liquido. El polvo de cada dosis se pesé dentro de botes de poliestireno, los cuales se
cerraron y se empaquetaron en bolsas herméticas. Finalmente, las dosis se esterilizaron
mediante radiacion gamma a 25 KGy. Los paquetes estériles fueron guardados en un ambiente
limpio y seco.

6.4.1.2 Fase liquida de los cementos

Las disoluciones empleadas como fase liquida se prepararon disolviendo los componentes en
agua destilada (milli Q), de acuerdo a los procedimientos descritos en los capitulos 4 y 5 de
esta memoria. Las disoluciones se prepararon dentro de campana de flujo laminar disefada
para realizar cultivos celulares bajo condiciones estériles, siguiendo los principios de trabajo
gue se tienen en biologia para evitar contaminaciones de los cultivos.

En el caso de la disolucidn soja/gelatina se prepararon por separado disoluciones de soja y
gelatina con el doble de la concentracidon deseada, para que en el momento de mezclar ambas
disoluciones en una proporcién 1:1 se combinaran dando lugar a la concentracion final
requerida.

Para preparar cada fase liquida estéril, el agua usada para disolver cada componente fue
previamente esterilizada por autoclave (Sterilmax, Selecta). Las disoluciones de Tween 80
fueron esterilizadas inmediatamente después de la preparacion por filtracién en un filtro
comercial con membrana de 0.22 um (Millex syringe driven filter unit, Millipore Co.).

En cuanto a los demas componentes, éstos se esterilizaron previamente en forma de polvo por
radiacion gamma bajo dosis diferentes. Por ejemplo, el alginato de sodio se esterilizd a 8 KGy,
mientras que el Na,HPO,, la gelatina y la soja fueron esterilizados a 25 KGy. Los paquetes con
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la masa apropiada de cada componente se prepararon de forma similar a las dosis de polvo de
cemento y una vez estériles se almacenaron en un lugar limpio y seco hasta su empleo. Las
dosis se prepararon para obtener 25 ml de fase liquida. La tabla 6.5 resume los métodos de
esterilizacion empleados para cada componente.

Tabla 6.5: Métodos de esterilizacion empleados para cada componente de los cementos.

Componente Método de esterilizado

Polvo del cemento Radiacidon gamma: 25 KGy

Na,HPO, en polvo Radiacion gamma: 25 KGy

Gelatina en polvo Radiacidon gamma: 25 KGy

Soja en polvo Radiacion gamma: 25 KGy

Alginato en estado sélido Radiaciéon gamma: 8 KGy

Disolucion acuosa de Tween 80 Filtrado a través de una membrana de 0.22 um
Agua destilada Autoclave

Material metalico y de vidrio de

laboratorio Autoclave

6.4.1.3 Obtencion de espumas sélidas compuestas estériles

Para trabajar bajo condiciones de esterilidad la preparacién de la fase liquida, el espumado, la
mezcla del polvo con la espuma y la preparacién de muestras, se realizaron bajo campana de
flujo laminar manteniendo las buenas practicas de trabajo que se siguen en biologia para
realizar cultivos celulares. Para ello, es importante remarcar que el recipiente del espumado, la
punta del agitador y la espdtula con la que se realizé el mezclado debieron estar estériles y se
usaron una sola vez por cada preparacion.

En el caso del recipiente, éste se vende estéril para uso desechable (Eurotub—Deltalab),
mientras que la espatula y la punta del agitador se esterilizaron por autoclave (Sterilmax,
Selecta) después de cada uso, por lo que es recomendable tener disponibles tantas espatulas y
puntas estériles de recambio como sean necesarias para agilizar el proceso de obtencion de
muestras.

La fase liquida estéril se preparé mezclando el contenido de la dosis correspondiente en el
volumen adecuado de agua destilada (milli Q) también estéril, homogenizando las disoluciones
por agitacion mecanica externa. Es recomendable preparar la fase liquida del cemento el dia
previo al empleo.

La condicién de espumado de la fase liquida y el agitador empleado corresponden a los
descritos en los capitulos 3 y 5 de este trabajo. Dichas condiciones consisten en espumar 2 ml
de disolucién de biopolimero durante un minuto dentro de recipientes de polipropileno de 3
cm de didametro por 7 cm de alto. Posteriormente se agrega el polvo de cemento a la espuma'y
se homogeneizan con espatula para finalmente introducir la pasta espumada dentro de una
jeringa comercial (didmetro de la apertura de 2 mm con capacidad para 5 ml) para moldear el
material.
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Todo el material incluidos los moldes y los medios de inmersién en contacto con la fase liquida,
el polvo de cemento o la pasta cementante deben estar esterilizados para evitar
contaminaciones.

6.4.2 Primer cultivo celular sobre las espumas sé6lidas compuestas

Este primer cultivo consistié en medir la adhesidn de células dseas de tipo osteoblasto
correspondientes a la linea celular Saos-2, sobre las tres formulaciones de espuma
autofraguables in situ, mas los cementos inorganicos (no macroporoso y macroporoso)
empleados como referencias (ver tabla 6.3).

La preparacién de los cementos macroporosos y el cultivo celular se realizaron bajo
condiciones de esterilidad en instalaciones para cultivo con nivel 2 de seguridad.

6.4.2.1 Preparacion de muestras

Aprovechando la buena inyectabilidad de las espumas, entre 400 y 600 pl de pasta fueron
inyectados directamente en cada pozo de la placa de cultivo de 48 pozos (didmetro interno del
pozo = 12 mm). En este caso el cemento inorganico de referencia no espumado se prepard
bajo una proporcion L/P = 0.50 ml/g, para poder inyectarlo con relativa facilidad.

Una vez inyectada la pasta fue necesario golpear ligeramente la base de la placa de cultivo
sobre la superficie de trabajo con la intencién de expandir el cemento sobre el pozo y obtener
una superficie plana. Este paso debe hacerse inmediatamente después de inyectar cada
espuma, porque si se demora, la pasta inicia el fraguado y no puede ser expandida.

Para conservar de la mejor manera la porosidad introducida por el proceso de espumado
durante la preparacion de las muestras, se propuso el siguiente orden en la inyeccion de las
espumas dentro de una misma placa de cultivo: 1) RefA-0.50, 2) 15Gb-0.75, 3) 2As**-0.5T-
0.55, 4) 0.5T-0.55 (referencia macroporosa) y 5) 20S-5Gb-0.55. Esta disposiciéon fue
seleccionada en orden creciente de la fluidez de la pasta y del tiempo de fraguado.

Una vez inyectados todos los materiales se colocaron 500 pul de agua destilada (milli Q) estéril
sobre cada pozo para llevar a cabo la reaccion de fraguado a 37 °C en una atmédsfera con 5 %
de CO,. Se realizaron cambios de agua cada tercer dia durante un periodo de 7 dias.

Finalmente, antes de iniciar el cultivo celular y después de los 7 dias de fraguado, se removio el
agua de cada pozo y se colocaron 500 ul de medio de cultivo completo durante las 24 horas
previas al sembrado de las células (preacondicionado).

6.4.2.2 Cultivo celular

La cuantificacién del niumero de células adheridas se realizé después de 6 y 24 horas de
cultivo. Para ello se sembraron de forma directa 5000 células/pozo sobre los cementos
contenidos en placas de cultivo de 48 pozos (didmetro de pozo de 12 mm).

Como material control del experimento de adhesidn y proliferacién se empled el plastico de la
placa de cultivo (TCPS). El ensayo se realizé una sola vez, empleando tres muestras por cada
material y tiempo de ensayo.



262 | Capitulo 6

El cultivo celular se realizé empleando 500 pl de medio McCoy’s 5A complementado con 15 %
de suero fetal de bovino (FBS), 1 % de penicilina/estreptomicina y 1 % de L-glutamina, al cual
se le denomind medio completo. Las placas de cultivo se incubaron a 37 °C en atmdsfera
saturada de humedad con 5 % de CO,. El medio de cultivo se renové una vez cada tercer dia.

6.4.2.3 Métodos de caracterizacion

La cuantificacion de la cantidad de células viables sobre la superficie de cada material en cada
tiempo de cultivo se realizd mediante el ensayo colorimétrico WST-1 (Roche), para ello, el
sobrenadante fue removido y cada muestra se lavd dos veces con PBS. Posteriormente se
colocaron 180 pl de medio sin FBS mas 20 pl de WST-1 y se incubaron en un lugar oscuro
durante 1 hora a 37 °C. Finalmente, 100 ul de sobrenadante con actividad WST se colocaron
en placa de cultivo de 96 pozos para determinar el cambio en la coloracion mediante un lector
de placas ELISA (espectrofotometro de placas Power WaveX, Bio-Tek Instruments, Inc.) a una
absorbancia de 420 - 480 nm.

Ademas, para cada tiempo y material se tomaron imagenes por fluorescencia de las células
viables sobre la superficie de los materiales. Las células fueron tefiidas con diacetato de
fluorosceina (FDA; Sigma Ref. 596-09-08) diluido en acetona en una concentracién de 5 mg/ml.
Para realizar la tincion, 5 pl de disoluciéon de FDA por ml de medio fueron colocados en cada
muestra. Las muestras se incubaron en un lugar oscuro a 37 °C durante 30 minutos,
posteriormente se retiré el sobrenadante y las muestras se lavaron dos veces con PBS para
finalmente colocar 200 pl de D-PBS. Las imagenes fueron tomadas con un estéreomicroscopio
de fluorescencia acoplado a una cdmara fotografica a color, iluminado por una fuente externa
de luz u.v. (Sistema Leica).

Finalmente, la concentracién de iones calcio y el pH fueron medidos en el medio de cultivo que
habia estado en contacto con cada material para los diferentes tiempos de ensayo. La
cuantificacion se realizd con un electrodo selectivo de iones (ILyte: Na+/K+/Ca++/pH;
Instrumentation Laboratory).

6.4.3 Segundo cultivo celular sobre la espuma de hidroxiapatita
obtenida unicamente con Tween 80

6.4.3.1 Preparacion de muestras

En base a la experiencia obtenida en el primer cultivo celular se planificé este segundo cultivo.
Las formulaciones de cemento comparadas en este estudio fueron la referencia sin espumar vy
la espuma de HA obtenida espumado Unicamente con 0.5 % de Tween 80. La composicién de
cada una de ellas se resume en la tabla 6.6.

Tabla 6.6: Formulaciones comparadas durante el sequndo cultivo celular.

Nombre Proporcion L/P Composicién del liquido
[ml/g] [% en peso - volumen]
RefA-0.55 0.55 2.5 % de Na,HPO,

0.5T-0.55 0.55 2.5 % de Na,HPO,+ 0.5 % de Tween 80
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La espuma sdlida 0.5T-0.55 corresponde a la espuma de HA desarrollada en el capitulo 3, que
no tiene cohesién en medio liquido a tiempos cortos desde su preparacion. Por tal motivo, una
vez inyectado el cemento dentro de la placa de cultivo de 48 pozos, de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccion 6.4.2.1, no se colocd ninglin medio liquido en contacto
directo con la pasta. Para fraguar el cemento dentro de la caja de cultivo se colocé agua estéril
en los pozos circundantes donde se inyecté la pasta, para asegurar una atmésfera humeda.
Después de 24 horas se colocaron 500 pl de agua destilada (milli Q) estéril directamente sobre
los cementos para terminar la reaccién de fraguado. El agua fue renovada cada 24 horas y la
concentracién de iones calcio y el pH fueron medidos sobre cada muestra liquida removida.
Las placas con los materiales se almacenaron durante 7 dias a 37 ° C y atmédsfera con 5 % de
CO, para terminar la reaccion de fraguado.

Finalmente, antes de iniciar el cultivo celular y después de los 7 dias de fraguado, se removio el
agua de cada pozo y se colocaron 500 ul de medio de cultivo completo durante las 24 horas
previas al sembrado de las células. Después de 24 horas de contacto del medio de cultivo con
el material sin células se midié la concentracién de iones calcio y el pH.

6.4.3.2 Cultivo celular

El segundo cultivo consistio en medir la adhesion y la proliferacion de células éseas de tipo
osteoblasto, correspondientes a la linea celular Saos-2. Adicionalmente, se siguid el
metabolismo de produccién de indicadores de mineralizacion como sefial de diferenciacion
celular, sin incorporar factores osteogénicos al medio de cultivo empleado. La tabla 6.7 lista los
ensayos de caracterizacion realizados y los tiempos experimentales de cada ensayo.

Tabla 6.7: Tiempos de ensayo y tipos de ensayo realizados durante el sequndo cultivo celular.

Tipo de caracterizacion Método de analisis Tiempos de ensayo
. LDH indirecto 6 horas
celiEE Imagenes con AO/EtBr 6 horas
. . LDH indirecto 3,7y l4dias
Proliferacion Imagenes con AO/EtBr 3,7y 14 dias
Actividad de fosfatasa 6 horas, 3, 7y 14 dias
Diferenciacidn alcalina
Produccion de 7 y 14 dias

osteocalcina

Cada 24 horas desde la
preparacion del
cemento

Concentracion de iones en el Electrodo selectivo de
medio de cultivo iones

A diferencia del primer cultivo, el nimero de formulaciones de cemento comparadas se redujo
y la cantidad de células sembradas inicialmente se incrementd a 25000 células/pozo.

En cuanto a las condiciones de cultivo, el tipo de medio de cultivo y las condiciones de
incubacién se mantuvieron constantes a las descritas para el primer cultivo celular. Cabe
remarcar que no se agregaron promotores de la diferenciacion al medio de cultivo. La
diferencia radicé en que se realizaron cambios de medio cada 24 horas durante el tiempo total
del ensayo. La concentracion de iones calcio y el pH fueron medidos sobre cada sobrenadante
removido.
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Como material control del cultivo se empleé el TCPS. El ensayo se realizd en dos réplicas
independientes, empleando en cada caso tres muestras por cada material y tiempo de ensayo
sin factores osteogénicos adicionales. Los resultados reportados corresponden a la media
entre muestras y ambas réplicas.

6.4.3.3 Protocolos de caracterizacion del cultivo celular
A continuacién se describen los protocolos empleados para cuantificar y observar la adhesion,
la proliferacion y la diferenciacion celular.

LDH indirecto: La cuantificacion del contenido de lactato deshidrogenasa (LDH) en las células
adheridas a cada tiempo de experimentacidn se utilizé para determinar de manera indirecta el
numero de células viables sobre la superficie de cada material estudiado.

Para retirar las células no adheridas al tiempo de ensayo el sobrenadante de cada muestra fue
removido y las muestras fueron lavadas dos veces con PBS a 37 °C. Posteriormente las células
adheridas fueron lisadas mediante digestion con M-PER (Mammalian Protein Extraction
Reagent, Pierce Protein Research Products). Para ello, 250 ul de M-PER fueron colocados en
cada pozo, posteriormente la placa de cultivo fue incubada a 37 °C durante 20 minutos. Por
ultimo, el M-PER fue retirado haciendo lavados, mediante pipeteo, para recuperar toda la
proteina celular. Los 250 pl del lisado se almacenaron a 4 °C hasta tener las muestras
correspondientes a todos los tiempos de estudio para la determinacién del contenido de LDH.

Para evitar que los residuos sdlidos intervinieran en la cuantificacién del contenido de LDH, el
lisado celular fue centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, 100 pl de
cada centrifugado fueron colocados en pozos de placas de cultivo de 96 pocillos, a los cuales se
les agregd 100 pl de la mezcla de reaccidon para determinar el contenido de LDH (kit LDH;
Roche Ref. 11644793001). Las placas se incubaron durante 15 minutos en un lugar oscuro para
realizar la reaccion de analisis. Una vez transcurrido este periodo, la reaccion se detuvo
agregando 50 pl de HCI 1N a cada pozo. Finalmente, la caja de cultivo se llevd a un lector de
placas ELISA (espectrofotémetro de placas Power WaveX, Bio-Tek Instruments, Inc.) para
determinar la absorbancia de la mezcla a una longitud de onda de 490 nm.

Por ultimo, para expresar los resultados en funcién del nimero de células, se prepard una
curva patrén con 5, 10, 25, 50, 75 y 100 mil células sobre TCPS. El medio de cultivo y las
condiciones experimentales se mantuvieron constantes a las descritas anteriormente. El
cultivo celular se realizé durante 24 horas antes del lisado para asegurar la adhesion de las
células al TCPS.

Imdgenes con AO/EtBr: Las muestras para imagen, al igual que las muestras para cuantificar el

numero de células, fueron preparadas en cajas de cultivo de 48 pozos. Para realizar la tincion,
a cada muestra se le agregd directamente 495 ul de medio de cultivo con 5 pl de una mezcla
1:1 de naranja de acridina (AO) con bromuro de etilo (EtBr), ambos en una concentracién 10
UM. Las muestras se incubaron en un lugar oscuro entre 10 y 15 minutos a 37 °C.
Posteriormente, se retird el sobrenadante y las muestras se lavaron 2 veces con 500 pl de D-
PBS; finalmente, 400 ul de D-PBS se colocaron en cada pozo para llevar la placa a observar bajo
un estéreomicroscopio de fluorescencia acoplado a una camara fotografica a color, iluminado
por una fuente externa de luz u.v. (Sistema Leica). Para AO las células se observaron en color
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verde (células viables) mientras que para EtBr las células se observaron en color rojo (células
dafiadas). Se trabajo rapidamente para evitar la pérdida de fluorescencia y el incremento del
ruido de fondo. Nota: se debe trabajar con precaucién debido a que el EtBr es un reactivo
toxico.

Actividad de fosfatasa alcalina: Las muestras para cuantificar la ALP correspondieron al mismo

lisado empleado para la cuantificacion del LDH. Inicialmente, 100 pl de cada muestra
centrifugada fueron colocados en pozos de cajas de cultivo de 96 pozos y se les agregd 50 pl
de reactivo (40 mg de phosphate substrate en 10 ml de AMP; Sigma P5994-25TAB), mas 50 ul
de 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP) usado como solucion tampodn. Posteriormente, la
mezcla de reaccién fue incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente. Pasado el
tiempo, la reaccidon fue detenida agregando 50 ul de NaOH 1 N, para finalmente leer la
absorbancia a 405 nm (espectrofotémetro de placas Power WaveX, Bio-Tek Instruments, Inc.).

En el caso de los blancos se agregd 100 pl de agua destilada en vez de lisado celular. Por otro
lado, las muestras que salieron del limite de deteccién se diluyeron en AMP para llevar a cabo
la reaccién y la lectura de absorbancia, posteriormente se calculé el valor real multiplicando el
resultado experimental por el factor de dilucion.

Finalmente, para expresar los resultados en concentracién de fosfatasa alcalina se realizé una
curva patron en base a una solucion estandar de p-nitrofenol (Sigma, ref. N7660-100ML), el
cual corresponde al producto formado por el reactivo al ser catalizado por la ALP en medio
basico.

Produccion de osteocalcina: La produccion de osteocalcina fue observada mediante imagenes

de fluorescencia de células Saos-2 cultivadas en medio no osteogénico durante 7 y 14 dias
sobre discos prefraguados de 6 mm de didametro y 3 mm de altura.

Los discos prefraguados fueron esterilizados por radiacion gamma con una dosis de 25 KGy
antes del cultivo. La composicidon de los discos correspondié al cemento RefA-0.55 y a la
espuma 0.5T-0.55 (ver tabla 6.6). El cultivo se realizd en placas de 96 pozos, en los cuales se
sembraron inicialmente 8000 células/pozo en una gota de 40 pul de medio, para asegurar que
las células se depositaran Unicamente sobre la superficie del material. Después de 30 minutos
se colocaron 160 pl mas de medio para realizar el cultivo siguiendo el mismo protocolo antes
indicado para las muestras inyectadas directamente en las placas de cultivo. La razén de usar
discos prefraguados para la observacion de osteocalcina, fue facilitar la observacion en el
microscopio, ya que las placas de cultivo son demasiado altas para ser colocadas entre la
platina y el objetivo.

Las células adheridas en las muestras a cada tiempo de estudio se lavaron con PBS-glicina (0.15
g de glicina en 100 ml de PBS), para posteriormente fijarlas con disolucién de parafolmaldeido
al 3 % (760 pl parafolmaldeido al 16 %, 240 ul sacarosa 1 M, 2 ml PBS y 1 ml agua milli Q)
durante 10 minutos. Enseguida las células se permeabilizaron con tritén X-100 al 0.25 %
durante 5 minutos, y se bloquearon en solucidon tampodn de fosfato/albumina de bovino
(PBS/glicina/BSA 6 %) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Entre cada paso se
realizaron dos lavados con solucion PBS/glicina.
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La tincion Hoechst 33258 (Invitrogen) se empled para tefiir de color azul el nucleo de cada
célula, mientras que para la osteocalcina se utilizé una tincidn en base a inmuno-fluorescencia.
Para ello, primero se incubd cada muestra durante 24 horas a 4 °C con anticuerpo primario
para osteocalcina (goat anti — human osteocalcin; Santa Cruz Biotechnology) diluido 1:50 en
PBS/Glicina/BSA 3 %. Posteriormente se marco el anticuerpo de forma fluorecente, en color
verde, con un anticuerpo secundario (mouse anti-goat conjugated to Alexa Fluor 488;
Molecular Probes) diluido también en PBS/Glicina/BSA 3 %, durante 1 hora a 37 °C.
Finalmente, como se menciond, se agregd 0.1 pl/ml de reactivo Hoechst 33258 para tefiir los
nucleos. Después de haber fijado y tefiido las células los discos fueron sacados de cada pozo y
colocados sobre porta objetos de vidrio para tomar las imagenes. Las observaciones se
realizaron mediante un microscopio confocal (Leica SPE), tomando imagenes para cada tincion
a cada 10 um en la direccion vertical en una profundidad total de 200 um. Finalmente, las
imagenes obtenidas fueron acopladas con el software Image-J (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Electrodo selectivo de iones: La concentracion de iones calcio y el pH en el medio de fraguado y

en el sobrenadante del cultivo celular, se midieron cada 24 horas mediante un electrodo
selectivo de iones (ILyte: Na+/K+/Ca++/pH, Instrumentation Laboratory). Este equipo fue
disefiado para la rapida y eficiente determinacién de estas concentraciones en muestras de
sangre completa, muestras de suero o plasma sanguineo, o muestras de orina.

6.4.4 Implantacion de los materiales en modelo animal

El estudio preclinico in vivo se realizé en la Universidad de Ulm en Alemania. El procedimiento
quirurgico de implantacién y el protocolo experimental fue informado a las autoridades
competentes para obtener la aprobacion de acuerdo a lo estipulado en la legislacién vigente
[37].

El modelo animal elegido fue el conejo; 72 hembras albinas de raza Nueva Zelanda entre 6 y 9
meses de edad con pesos similares, fueron adquiridas en centros autorizados de crianza y se
alojaron en el centro autorizado para el manejo de animales de laboratorio de la Universidad
de Ulm, bajo las condiciones optimas estipuladas para el alojamiento de esta especie animal
(15-21°C, 55+ 10 % de humedad, y cambios periddicos de luz ambiental) [34].

La composicidn exacta y la nomenclatura de los materiales implantados se presentan en la
tabla 6.3. Las implantaciones se programaron en grupos de acuerdo a la composicion del
material a implantar, tomando entre 3 y 4 dias por cada grupo de 18 conejos. El orden en la
implantacién de las espumas fue el siguiente: 15Gb-0.75, 20S-5Gb-0.55, 2As**-0.5T-0.55 y
RefA-0.50.

6.4.4.1 Protocolo experimental

Para obtener el maximo de informaciéon por cada animal empleado se efectuaron dos
experimentos en paralelo. Por un lado, la implantacién mediante inyeccion de las tres espumas
compuestas autofraguables in situ mas la referencia no espumada (ver tabla 6.3) dentro de
defectos dseos inducidos de tamafio critico. Y por otro lado, la implantacidon subcutdnea de
discos prefraguados de las mismas composiciones, con la intencidon de descartar reacciones a
cuerpo extrafio o de toxicidad por parte de los cementos.
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Los 72 conejos se dividieron en 4 grupos, un grupo por cada material a probar (por cada
formulacion n = 18). Cada material se implantd por duplicado, es decir, en un mismo conejo en
cada extremidad caudal. Los periodos de implantacion se fijaron en 1, 3 y 5 meses. Al término
de cada periodo se sacrificaron 6 animales por grupo con una sobredosis de fenobarbital.

Posteriormente, la zona de la implantacién en cada extremidad fue removida y lavada con
solucion salina para la evaluacidn macroscépica, histoldgica y estructural.

6.4.4.2 Implantacion de las espumas por inyeccion

Antes de la cirugia la zona de la implantacién se afeitd y desinfectd, y posteriormente los
conejos se trasladaron a la sala de operaciones donde los cementos fueron espumados e
implantados. Se empleé anestesia general para la preparacion y cirugia de los conejos, los
signos vitales fueron monitoreados hasta que los animales se recuperaron de la anestesia
después de la intervencion.

La cirugia consistio en generar un defecto de tamafio critico (5 mm de didmetro por 10 mm de
profundidad) en el condilo lateral distal del fémur de cada extremidad caudal (ver figura 6.1).
Para ello, se realizé un barreno de 2 mm de didmetro con la profundidad deseada,
posteriormente con un sacabocados de 5 mm de didmetro se extrajo el bloque de hueso.
Finalmente, con una fresa de punta plana de 5 mm de didmetro se asegurd el acabado recto
del fondo de la cavidad.

Una vez realizado el defecto, se llevd a cabo el espumado y la mezcla del cemento dentro de
las instalaciones del quiréfano. La pasta se introdujo en una jeringa comercial con capacidad
para 5 ml y apertura de la boquilla de 2 mm de diametro, con la que se inyectd dentro del
defecto en un tiempo total menor a 5 minutos desde el espumado de la fase liquida.

Antes de inyectar el material, el defecto se lavd con solucidn salina y se secé con gasas
estériles, lo que detuvo la hemorragia por unos segundos, tiempo suficiente para inyectar las
espumas. De acuerdo con los resultados del capitulo 5 de esta memoria, para evitar aire
atrapado en el implante y para llenar completamente el defecto, el cirujano inyectd la pasta
comenzando por el fondo de la cavidad, subiendo lentamente la boquilla de la jeringa hasta
llegar a la superficie. Una vez lleno el defecto con la pasta espumada, el periostio, la fascia y la
piel fueron suturadas capa a capa. El mismo procedimiento se siguié en la segunda extremidad
caudal.

6.4.4.3 Implantacion subcutanea de discos prefraguados

Adicionalmente a la implantacion por inyeccion de las pastas, se implantd subcutdneamente
un disco de cada formulacién de espuma sélida prefraguada. Los discos se fabricaron de
acuerdo a los protocolos de espumado de la seccidon 6.4.1.3, se moldearon por inyeccion
dentro de moldes de teflén (6 mm de diametro por 2 mm de altura), se fraguaron durante 12
dias por inmersidn en Ringer a 37 °C, se secaron a 37 °C durante una noche, se empaquetaron
en sobres herméticos individuales y se esterilizaron por radiacién gamma a 25 KGy.
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Después de la implantacion por inyeccidn, justo antes de suturar las capas de fascia y piel, se
implanté un disco prefraguado en cada extremidad caudal, entre el musculo y la fascia. La
composicion del disco y de la pasta inyectada fueron las mismas en cada conejo. Con este
procedimiento se evitdé una segunda intervencidn quirurgica de los animales. Es importante
sefialar que no se implanté directamente la pasta cementante porque la presidn entre la piel y
el musculo genera la deformacion de la pasta que termina desintegrandose.

6.4.4.4 Evaluaciones realizadas
Las evaluaciones presentadas en esta memoria son cualitativas y sélo abarcan aquellos puntos
relacionados con la eficacia de espumas compuestas para llenar y regenerar lesiones dseas.

Evaluacion macroscdpica: La apariencia de la zona de implantacién fue seguida visualmente a

lo largo de todo el estudio. Asimismo, se tomd un registro fotografico de la apariencia del
tejido circundante a cada tiempo de analisis, tanto para el implante inyectado como para el
implante subcutaneo. En esta memoria sdlo se reportan los resultados correspondientes a un
mes de implantacidn.

Andlisis por 1-CT: La estructura trabécular ésea del condilo femoral extraido al primer tiempo

de implantacién se analizé mediante microtomografia computacional (u-CT), con el objetivo de
mostrar si las espumas compuestas son capaces de adaptarse la geometria del defecto a tratar
con tan solo ser inyectados. Las imagenes de la zona del implante se realizaron con una
resolucién de 32 um.

Andlisis_histoldgico: Fue realizado un estudio histoldgico cualitativo de la seccion femoral

extraida después de 5 meses de implantacidn, con la intencién de analizar si las espumas
compuestas desarrolladas son eficaces en la regeneracion de lesiones dseas de tamafio critico.
El implante, junto con el tejido circundante fueron fijados manteniendo la fase mineral ésea y
preparados para observacién histolégica empleando la tincidn Paragon One.

Difraccion de rayos X: Finalmente, para corroborar que la reaccién de fraguado tuvo lugar in

vivo se realizaron diagramas de difracciéon de rayos X (DRX) sobre los materiales extraidos
después de un mes de implantacion. Las muestras disponibles se encontraban embebidas en
resina y correspondieron al cemento RefA-0.50, a la espuma 2As-0.5T-0.55 y a un blanco
(céndilo femoral). Los difractogramas se adquirieron bajo una longitud de onda de 1.5406 A
(CuKo, 40 mA, 45 KV) y monocromador del haz. El barrido se realizé en un érea de 4.5 x 5 mm?
entre 4 y 100° en la escala 20 con un incremento de paso de 0.033° a una rapidez de 200
s/paso.

6.4.4.5 Preparacion de las espumas para implantar
La fabricacion de espumas compuestas bajo condiciones estériles constd de dos etapas:

e la primera etapa se realizd 24 horas antes de cada cirugia y consistié en preparar las
disoluciones de biopolimero correspondientes a la fase liquida de la espuma a implantar.
La preparacién se realizd dentro de campana de flujo laminar siguiendo las buenas
practicas para realizar cultivos celulares. Una vez obtenida cada disolucidon se tomaron
alicuotas de 2 ml dentro de los recipientes donde se llevaria a cabo el espumado (3 cm
de didmetro por 7 cm de alto; Eurotub—Deltalab), para finalmente almacenarlos a 4 °C.
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En el caso particular de la espuma 20S-5Gb-0.55 se tomaron alicuotas de 1 ml de la
disolucidn de gelatina, mientras que la disolucién de soja no se dividio, almacenando el
volumen total en un Unico recipiente. Cabe mencionar que fueron preparadas
disoluciones nuevas cada dia previo a la implantacién.

El dia de la cirugia las alicuotas correspondientes al compuesto a implantar se
acondicionaron a temperatura ambiente. En el caso especial de la espuma 20S-5Gb-
0.55, los 2 ml de fase liquida se obtuvieron agregando, justo antes de espumar, 1 ml de
disolucién de extracto de soja a 1 ml de disolucidn de gelatina previamente separado.
Cabe recordar que las disoluciones empleadas fueron preparadas al doble de
concentracidn para que al mezclarse dieran lugar a la concentracién deseada.

e En la segunda etapa, cada dosis de polvo de cemento estéril se extrajo justo en el
momento de ser utilizada, al igual que todo el instrumental empleado (puntas del
agitador, espdtulas para el mezclado y la jeringa para la implantacidn). El espumado de
la fase liquida y la mezcla con espatula se realizé dentro del quiréfano sobre una mesa
aséptica siguiendo practicas de trabajo idénticas a las empleadas para la preparacion de
muestras para cultivo celular.

Cuando el cirujano terminé la cavidad en el céndilo femoral se inicié el espumado de la
fase liquida, posteriormente se agregd el polvo de cemento a la espuma y se mezcld con
espatula hasta obtener una pasta homogénea de acuerdo al protocolo descrito en la
seccidon 6.4.1.3. En el caso de las formulaciones de espuma que incorporan gelatina en la
fase liquida, las disoluciones de gelatina, incluida la mezcla soja/gelatina, se calentarony
mantuvieron a 55 °C dentro de un bafio térmico para llevar a cabo el espumado vy la
mezcla del polvo con la espuma; el resto de disoluciones fueron espumadas y mezcladas
a temperatura ambiente. El tiempo total desde el inicio del espumado, y en el caso de
los compuestos con gelatina desde el calentamiento de la fase liquida, hasta que el
cirujano termind de implantar el material no fue mayor a 5 minutos.

Cabe recordar que el cemento de referencia no fue espumado y se prepard bajo una
proporcién L/P = 0.50 ml/g (RefA-0.50) para poder inyectarlo con relativa facilidad.
Finalmente, puesto que la pasta de cemento fue fabricada bajo condiciones asépticas, el
cirujano sostuvo la jeringa estéril y el asistente que preparé el cemento colocé la pasta
dentro de la jeringa, cuidando siempre de no tener contacto con el instrumental
quirurgico o la pasta de cemento para evitar la pérdida de la esterilidad.

6.4.5 Analisis estadistico de los resultados

Las pruebas de igualdad de medias se realizaron aplicando la prueba estadistica t de Student.
El criterio de rechazo o aceptacién de la hipdtesis nula se fijé en un porcentaje de confiabilidad
del 0.05 %.



270 | Capitulo 6

6.5 Resultados y discusion

6.5.1 Preparacion de espumas bajo condiciones de esterilidad
Para el presente estudio se seleccioné la radiacion gamma como método de esterilizacién de
todos los componentes, por ser un método eficaz, rapido y perdurable (los materiales
esterilizados por radiacion gamma pueden permanecer estériles por periodos de hasta 5 afios
si son almacenados correctamente). Ademas, se esterilizaron las materias primas en estado
solido para minimizar la desnaturalizacién o entrecruzamiento de los biopolimeros.

Algunas ventajas de esterilizar las materias primas y fabricar las espumas en condiciones
estériles, en lugar de esterilizar las espumas una vez consolidados son:

1. Laincorporacién de los biopolimeros en los cementos puede facilitar la contaminacion
de las muestras durante el fraguado, por tanto la esterilizaciéon de los componentes
evita contaminaciones.

2. Los cementos y las espumas de fosfatos de calcio son materiales disefiados para ser
implantados mediante inyeccidn, por lo que no es factible esterilizar la forma final del
implante.

Ademas, no se apreciaron cambios cualitativos en las propiedades de los biopolimeros
(espumabilidad, viscosidad o solubilidad) después del proceso de esterilizacion.

Un cambio que si fue evidente fue la coloracion del polvo de cemento. La mezcla a-TCP/pHA
se caracteriza por ser de color blanco intenso, sin embargo, después de la esterilizacion por
radiacién gamma, ésta se torno de color gris claro. El cambio en la coloracién del polvo de
cemento significd una ventaja para el método de espumado; ya que las espumas liquidas
generadas por la agitacion mecanica son también de color blanco intenso, por lo que al
agregar el polvo de cemento es dificil determinar visualmente cuando la mezcla es
homogénea, no obstante, con el polvo de color gris es mas facil determinarlo.

Para descartar cambios en las propiedades del material de partida se determinaron los
tiempos de cohesion y de fraguado, la resistencia a la compresién y el mddulo de elasticidad a
compresion del cemento esterilizado y sin esterilizar. A diferencia de un cemento dseo en base
a fosfato tetracalcico reportado en la literatura [9], la radiacién gamma no propicioé diferencias
significativas entre ambas condiciones. Tampoco se observaron diferencias en las fases
cristalinas por difraccién de rayos X. Los resultados no se reportan porque coinciden con los
resultados del cemento de referencia reportado en el capitulo 4 de esta memoria.

Por otra parte, se comprobd que el nuevo disefio del agitador de mano (ver capitulo 3), junto
con el método de esterilizacién y los protocolos de fabricacién empleados, son adecuados para
trabajar bajo condiciones de esterilidad, y que las puntas intercambiables facilitan la
produccidn en serie de espumas estériles, incluso dentro de la sala de operaciones. En el caso
de los cultivos celulares se llegaron a preparar en promedio 100 muestras de cemento en un
dia de trabajo, mientras que, durante la implantacién de los materiales, la etapa limitante fue
el desarrollo de la cirugia, especificamente la sutura del acceso quirurgico.
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Cabe sefialar que la fabricacién de las espumas bajo condiciones estériles durante la
implantacién no requirié de instrumental ni de instalaciones especiales, por lo que el método
de espumado de la fase liquida puede ser transferido con facilidad a la aplicacién clinica sin
inversion considerable en material o equipo, pero requiere de un asistente (no
necesariamente médico) capacitado en la preparacion del material.

Finalmente, el protocolo de preparacion de muestras para cultivo celular inyectando la pasta
directamente en cada pozo de la placa de cultivo y el protocolo de preparacién de la jeringa
con la cual se implanta el cemento in vivo, son ya por si mismos un resultado de esta
investigacion. Hay que mencionar que no se produjeron contaminaciones de los cultivos
celulares, ni infecciones de los animales, lo que prueba la eficiencia de los métodos de
fabricacion bajo condiciones de esterilidad; lo cual no es un resultado trivial, debido al gran
volumen de muestras manipuladas durante cada experimento y la susceptibilidad de los
biopolimeros a contaminarse.

6.5.2 Primer cultivo celular: adhesion de osteoblastos sobre las
espumas de hidroxiapatita compuestas

6.5.2.1 Adhesion de osteoblastos Saos-2

La figura 6.2 muestra la lectura de fluorescencia para cada material y para los dos tiempos (6 y
24 horas) del ensayd de adhesion de células osteoblasticas Saos-2. La intensidad de la lectura
estd directamente relacionada con la cantidad de células adheridas en la superficie.
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Figura 6.2: Lectura de fluorescencia producida por el reactivo WST-1 durante el ensayo de
adhesion. La intensidad de la lectura estd directamente relacionada con la cantidad de
osteoblastos adheridos en cada material.
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Como se esperaba, sobre todos los materiales la cantidad de células adheridas es mayor para
el periodo de adhesién mas largo. No obstante, en el plastico de la placa de cultivo (TCPS) la
cantidad de células adheridas es estadisticamente mayor con respecto al resto de los
materiales ensayados. Cabe sefialar también que la diferencia es menor para el periodo de
adhesidn mas largo, lo cual sugiere que las células Saos-2 sélo tardan un poco mds en
adherirse a las espumas o al cemento. Una posible explicacién es que las células reconocen
mas rapidamente la superficie plana y liza del plastico de cultivo, que la superficie rugosa de
las espumas y el cemento de referencia, lo cual no necesariamente es una desventaja, sino que
puede ser sefal de la bioactividad del material.

Es importante mencionar que no existen diferencias significativas entre las diferentes
formulaciones de espumas y el cemento de referencia, por lo que se concluye que la
incorporacién de los biopolimeros no tiene efectos sobre la adhesién de las células
osteoblasticas Saos-2.

Se esperaba que al menos la incorporacion de la gelatina como agente espumante
incrementara la adhesidon celular debido a que contiene la secuencia peptidica RGD,
considerada como promotora de la adhesién de gran variedad de células [38]. Sin embargo,
del capitulo 5 se sabe que la gelatina no entrecruzada en las espumas se libera hacia el medio
de fraguado. A pesar de que después de 12 dias no todo el contenido de gelatina se pierde, es
muy probable que se libere primero la gelatina localizada en la superficie. Por lo cual es posible
que las células no encuentren gelatina a la cual adherirse sobre la superficie de las espumas
15Gb-0.75 y 20S-5Gb-0.55 fraguadas y preacondicionadas durante un total de 8 dias en medio
liquido.

A diferencia, el efecto bioldgico de la incorporacién del alginato de sodio sulfatado y del
extracto de soja se espera que sea respectivamente en términos de vascularizacion y
mineralizacién de las espumas, efectos que no pueden observarse a periodos de cultivo tan
cortos como 24 horas. Sin embargo, estos efectos si fueron estudiados dentro de las
actividades del proyecto Smart CaP (resultados no incluidos por pertenecer a otros grupos de
investigacion).

Por otro lado, las imagenes en la figura 6.3 muestran las células adheridas sobre cada material
para el periodo de 24 horas.

Las imagenes evidencian la dificultad para distinguir entre el sustrato de cemento y las células
teiiidas, puesto que el cemento adsorbe la tincién debido a la microporosidad. Sin embargo, es
posible llegar a distinguir las células sobre las espumas como puntos verdes de mayor
intensidad, que en el cemento y las espumas forman agregados distribuidos
homogéneamente. Por otro lado, la adsorcién de la tincién permite distinguir los macroporos
de las espumas, siendo tal vez mas claro este fendmeno para la espuma de mayor
macroporosidad obtenida usando solamente Tween 80 (0.5T-0.55).

La presencia de los agregados celulares sobre los cementos respalda la conclusién de que las
espumas compuestas, al igual que el cemento de referencia, no evitan la adhesion celular sino
que tan solo es mas lenta.
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RefA-0.50 0.5T-0.55 2As-0.5T-0.55

15Gb-0.75 205-5Gb-0.55

Figura 6.3: Imdgenes por FDA de las células adheridas a la superficie de cada material después
de 24 horas de cultivo.

6.5.2.2 Cambio del pH y de la concentracién de calcio
La figura 6.4 muestra la evolucion del pH y la concentracion de los iones calcio en el medio de
cultivo en contacto con las espumas y el cemento de referencia a 6 y 24 horas de adhesion.
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Figura 6.4: a) cambio en el pH y b) cambio en la concentracidon de calcio en el medio de cultivo
después de 6 y 24 horas de contacto del medio con las espumas, el cemento de referencia y el
plastico de cultivo (TCPS).

Cambio del pH: Puede observarse que el medio de cultivo tiende a acidificarse en contacto con
todos los materiales. Ademas, la caida del pH no es la misma para las diferentes espumas, no
obstante, si es igual para 6 y 24 horas.

Por un lado, el medio de cultivo es un caldo proteico inestable que se acidifica a través del
tiempo. Es por ello, que la curva correspondiente al TCPS en la figura 6.4a el pH disminuye
respecto al valor del medio de cultivo fresco (tiempo = 0).
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La disminucidn del pH es mayor en las espumas o el cemento sin espumar, lo cual se puede
atribuir a las interacciones idnicas entre la CDHA y el medio de cultivo. A pesar de que la CDHA
es estable en el intervalo de pH al cual se encuentra el sistema, la superficie alcanza un
equilibrio dindmico con los iones del medio, de tal forma que hay una dilucion y
reprecipitacidén de apatita en la superficie. Ademas, debido a que la concentracién de calcio en
el medio de cultivo disminuye, se puede esperar que el equilibrio este desplazado hacia la
precipitacién. Lo cual es posible debido a que la CDHA estd catalogada como un material
bioactivo [39-41]. La formacion de una nueva capa de apatita sobre la superficie puede
implicar el consumo de los iones calcio, fosfato, hidrogenofosfato e hidroxilo del medio de
cultivo, generando una proporcién mayor de protones con respecto a hidroxilos, que puede
ser la casa de la ligera acidificacion del medio.

La caida del pH fue diferente entre las formulaciones de cemento, siendo las espumas 15Gb-
0.75 y 0.5T-0.55 las que provocaron la mayor caida. Sin embargo, las espumas 2As**-0.5T-0.55
y 20S-5Gb-0.55, que también son mas porosas que el cemento inorganico de referencia,
disminuyeron en menor medida el pH. Por un lado, la mayor caida del pH producida por la
espuma 15Gb-0.75 podria explicarse por la liberacidn de la gelatina tipo B, que como ya se ha
mencionado, tiene un punto isoeléctrico menor a 7, por tanto tiende a acidificar el medio [42].

El mayor descenso del pH producido por la espuma 0.5T-0.55 se puede atribuir a Ia
macroporosidad abierta, que propicia mas superficie expuesta para una mayor interaccion
idnica con el medio.

Cambio en la _concentracion de iones calcio: En la figura 6.4b puede observarse que la

concentracién de iones calcio se mantiene relativamente constante en el TCPS, mientras que la
concentracién de calcio en el medio en contacto con las espumas o la referencia disminuye
mostrando ligeras diferencias entre algunas formulaciones. Como ya se menciond, los fosfatos
de calcio, como la CDHA, son materiales bioactivos capaces de crear una pelicula de apatita
sobre la superficie [39-41], resultado coherente con el hecho de que las espumas adsorben
constantemente el calcio del medio de cultivo.

Ademas, que la caida de la concentracién de iones calcio sea practicamente la misma a 6y 24
horas sugiere que la adsorcion de calcio sobre la superficie de CDHA es muy rdpida y siempre
alcanza un equilibrio quimico, porque la concentracién de calcio en el medio no llega a ser de
cero.

6.5.2.3 Sugerencias para el segundo cultivo celular

De acuerdo a los resultados anteriores, en el segundo cultivo celular sobre las espumas de HA
se realizaron cambios del liquido de fraguado cada 24 horas durante 7 dias para amortiguar el
cambio del pH durante la hidrdlisis del a-TCP, y también se realizaron cambios del medio de
cultivo cada 24 horas para compensar la adsorcion del calcio y la caida del pH. Finalmente,
debido al bajo niumero de células observadas en la figura 6.3, se recomendé incrementar el
namero inicial de células sembradas y optimizar la técnica de tincidn (reduciendo los tiempos
de tincién a no mas de 15 minutos); incluso se recomendd emplear la microscopia confocal
para distinguir entre la fluorescencia del cemento y las células tefiidas.
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6.5.3 Segundo cultivo celular: adhesion, proliferacion y diferenciacion

6.5.3.1 Adhesion y proliferacion
Los resultados de adhesidn a 6 horas y proliferaciéon a 3, 7 y 14 dias para el segundo cultivo
celular se muestran en la figura 6.5.
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Figura 6.5: Cuantificacion del numero de células adheridas en funcion del tiempo de cultivo.
RefA-0.55: cemento no espumado de referencia, 0.5T-0.55 cemento espumado unicamente con
0.5 % de Tween 80 en la fase liquida (ambos con L/P = 0.55 ml/g y 2.5 % de acelerante) y TCPS:
pldstico de cultivo.

En la figura 6.5 puede observarse que el nimero de células se incrementa exponencialmente
sobre todas las superficies, incluso en los cementos. Sin embargo, la rapidez de proliferacién es
mayor sobre el TCPS. Ademds, se observa que no hay diferencias estadisticamente
significativas en proliferacion entre el cemento de referencia sin espumar (RefA-0.55) y el
cemento macroporoso espumado Unicamente con Tween 80 (0.5T-0.55).

El hecho de que la proliferacion celular sea igual en el cemento de referencia y la espuma
sugiere que la incorporaciéon del Tween 80 como agente espumante no genera efectos
citotdxicos. Sin olvidad que el contenido final de Tween 80 en la espuma de HA es menor a la
dosis maxima recomendada para aplicaciones parenterales, y que ademas es probable que el
poco contenido de Tween 80 se libere, al menos parcialmente, durante el fraguado de la
espuma por inmersion en medio liquido.

El resultado de cuantificacion del nimero de células presentes a cada tiempo de ensayo puede
validarse cualitativamente sobre las imagenes de AO mostradas en la figura 6.6, en las que se
puede observar que el nimero de células se incrementa con el paso del tiempo sobre ambos
cementos y el TCPS. Puede observarse como a 7 dias el TCPS ya ha alcanzado la condicién de
confluencia, mientras que los cementos alcanzan dicha condicién hasta los 14 dias de cultivo.

Ademas, en las imdgenes correspondientes la espuma 0.5T-0.55 (figura 6.25 b, e y h) se
observa que las células son capaces de colonizar y multiplicarse al interior de los macroporos.
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RefA-0.55 6 h 0.5T-0.55 6 h

RefA-0.55 7 d 0.57-0.55 7 d

RefA-0.55 14 d 0.5T-0.55 14 d

Figura 6.6: Imdgenes por AO de las células viables (puntos verdes) adheridas a la superficie de
cada material en funcion del tiempo de cultivo. RefA-0.55: cemento no espumado de
referencia, 0.5T-0.55 cemento espumado unicamente con 0.5 % de Tween 80 en la fase liquida
(ambos con L/P = 0.55 ml/g y 2.5 % de acelerante) y TCPS: pldstico de cultivo.

Por otro lado, al contrastar las imagenes de AO con las imagenes de EtBr (ver figura 6.7)
tomadas sobre el mismo campo, se encuentra que la cantidad de células metabdlicamente
deterioradas es minima y es la misma para cada tiempo y material probado, por lo que se
confirma que el cemento RefA-0.55 y la espuma 0.5T-0.55 no son citotéxicos para los
osteoblastos, y que al menos son tan biocompatibles como el TCPS empleado para llevar a
cabo cultivos de gran variedad de células.

Finalmente, cabe sefialar que el nuevo protocolo de tincién celular y toma de imagenes,
descrito en la seccién 6.4.3.3, permite reducir el ruido de fondo causado por la adsorcién de la
tincién en la microporosidad de los cementos.
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Figura 6.7: Imdgenes por EtBr de las células metabdlicamente dafiadas (puntos rojos) en la
superficie de cada material en funcion del tiempo de cultivo. RefA-0.55: cemento no espumado
de referencia, 0.5T-0.55 cemento espumado tnicamente con 0.5 % de Tween 80 en la fase
liqguida (ambos con L/P = 0.55 ml/gy 2.5 % de acelerante) y TCPS: pldstico de cultivo.

6.5.3.2 Cambio del pH y de la concentracion de calcio

El cambio del pH desde el fraguado de los cementos hasta el término del cultivo celular se
representa en la figura 6.8. En la figura se distinguen tres zonas de izquierda a derecha, éstas
son: 1) el fraguado de los cementos durante 7 dias sumergidos en agua destilada (region azul),
2) el preacondicionado de los cementos, y el TCPS, con medio de cultivo durante un dia (region
naranja) y 3) los 14 dias de cultivo celular (regidn rosa), equivalentes a 22 dias totales de
experimentacion. Como caso especial se encuentra la curva correspondiente al TCPS, la cual
inicia el dia 8 del experimento puesto que no requiere de ser fraguado.

Cabe mencionar que el medio liquido (agua destilada o medio de cultivo) en contacto con los
materiales se cambid cada dia y que el valor de pH reportado en la figura 6.8 corresponde al
pH del medio remplazado, es decir del sobrenadante que habia estado en contacto con los
materiales durante un dia.
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Figura 6.8: Evolucion del pH en el medio liquido en contacto con los materiales. La region azul
corresponde a los 7 dias de fraguado en agua, la region naranja corresponde al pre-
acondicionado con medio de cultivo y la region rosa corresponde a los 14 dias de cultivo
celular. Se realizaron cambios de medio cada dia y el valor de pH reportado corresponde al del
medio removido.

Durante el fraguado puede observarse que el valor del pH del agua en contacto con la espuma
(0.5T-0.55) o el cemento (RefA-0.55) disminuye, que la caida es cada dia mayor y que la
espuma genera también un mayor descenso del pH.

Durante el periodo de fraguado, el a-TCP se hidroliza para transformarse en CDHA de acuerdo
a la siguiente reaccién quimica [43-45]:

3 O(,-C33(PO4)2 + H,0 > C89(HPO4)(PO4)5(OH) EQ6.1

El mecanismo de reaccidn implica la disolucién del a-TCP que libera iones calcio y fosfato al
medio. Cuando estos iones quedan en disolucién suceden inmediatamente varios equilibrios
quimicos. Los fosfatos reaccionan con los protones del agua para formar aniones
hidrogenofosfato y dihidrogenofosfato [46], en paralelo, los iones calcio pueden quelar los
hidroxilos del agua, el resultado de éstos equilibrios es que el pH final del agua disminuye.

Una vez que los materiales han fraguado se ponen en contacto con el medio de cultivo celular,
que tiene un pH mayor al del agua destilada, por esta razén después del dia 7 hay incremento
repentino de pH (ver figura 6.8). Durante el periodo de cultivo se observa que el pH del medio
en contacto con el TCPS disminuye como consecuencia de la degradaciéon normal del medio.
No obstante, la caida del pH en el medio en contacto con el cemento y la espuma es mayor,
probablemente a causa de las interacciones idnicas.

A diferencia del fraguado, donde el agua destilada favorece la disolucion del a-TCP, el medio
de cultivo es una disolucién sobresaturada de iones con respecto a la CDHA producto de la
reaccion de fraguado. Bajo estas nuevas condiciones, y puesto que la CDHA es poco soluble
[46], se favorece la precipitacidn de los iones sobre el cemento o la espuma. Ademas es sabido
que la HA es bioactiva [47], es decir, es capaz de propiciar la formacién de una capa de fosfatos
sobre su superficie. Una vez mas, el balance de los diferentes equilibrios idnicos que toman
lugar genera la caida del pH durante el cultivo celular.
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Una prueba de los diferentes equilibrios idnicos referidos anteriormente se muestra en Ia
figura 6.9. En esta figura se muestra la evolucién de la concentracidn de calcio en el agua de
fraguado (region azul), el preacondicionado (regién naranja) y el cultivo celular (regién rosa).
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Figura 6.9: Evolucion de la concentracion de calcio en el medio liquido en contacto con los
materiales. La region azul corresponde a los 7 dias de fraguado en agua, la region naranja
corresponde al preacondicionado con medio de cultivo y la region rosa corresponde a los 14
dias de cultivo celular. Se realizaron cambios de medio cada dia y el valor de concentracion
reportado corresponde al del medio removido.

Durante el fraguado se observa que la concentracion de calcio en el medio en contacto con el
cemento y la espuma se incrementa. Lo cual prueba que parte del calcio del a-TCP se libera
por la diferencia de concentracién y muy probablemente el fosfato también se esté liberando.
En cuanto a la concentracion de calcio durante el cultivo celular, en la figura 6.9 se observa
como el calcio del medio en contacto con el TCPS permanece relativamente constante,
indicador de que el TCPS es un material inerte. En cambio, la concentracién de calcio en el

medio en contacto con la espuma y el cemento disminuye cada dia relativamente en la misma
cantidad.

A diferencia del agua de fraguado el medio de cultivo es rico en calcio, por lo que la tendencia
a liberar calcio durante el fraguado se revierte y el calcio del medio de cultivo es captado por el

cemento y la espuma, probablemente para formar una capa apatitica debido a la bioactividad
de la CDHA [39,47].

En concordancia con los resultados del primer cultivo celular, el mayor cambio del pH y del
calcio se observa en el medio en contacto con la espuma, probablemente por la mayor
superficie disponible para el intercambio idnico.

Finalmente cabe mencionar que la caida diaria de la concentracién de calcio en el medio de
cultivo fue mayor al 50 % de la concentraciéon inicial. Se podria esperar que debido a la
importancia del calcio en el metabolismo celular el déficit impidiera la proliferacidon, no

obstante, debido a que cada dia se renovo el medio, el déficit de calcio no llegd a afectar la
proliferacidn.
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6.5.3.3 Indicadores de diferenciacion
Fosfatasa alcalina: La expresién de ALP normalizada por el nimero de células presente a cada

tiempo de cultivo se muestra en la figura 6.10.
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Figura 6.10: Concentracion de ALP por cantidad de células presentes en funcion del tiempo de
cultivo. RefA-0.55: cemento no espumado de referencia, 0.5T-0.55 cemento espumado
unicamente con 0.5 % de Tween 80 en la fase liquida (ambos con L/P = 0.55 ml/g y 2.5 % de
acelerante) y TCPS: pldstico de cultivo.

En la figura 6.10 se puede ver que la expresiéon de ALP no sefiala ninguna tendencia, ademas,
debido a la elevada desviacion de los resultados no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes materiales estudiados. Por tanto, los resultados obtenidos de
ALP no son concluyentes. Una posible explicacion de no haber encontrado el comportamiento
tipico de expresion de la ALP, es decir un incremento hasta alcanzar un maximo y el posterior
decremento [30], es que los tiempos a los cuales se cuantificd la expresién de esta proteina, no
coincidieron con los picos y valles de la curva.

Osteocalcina: La figura 6.11 muestra imagenes de fluorescencia del cemento de referencia
tomadas a través de microscopia confocal después de 14 dias de cultivo sin agregar factores
osteogénicos.

En la imagen superior izquierda de la figura 6.11 se observan los nucleos celulares como
puntos de color azul intenso, sin embargo, en algunas zonas (alrededor de M en la figura 6.11)
aun se puede distinguir la superficie del material debido a la adsorcién de la tincién en la
microporosidad del cemento. Por el contrario, en la imagen inferior izquierda, Unicamente se
aprecia en color verde la osteocalcina en el citoplasma celular, prueba de la eficaz selectividad
del anticuerpo empleado. Finalmente, al superponer ambas imagenes se obtiene la imagen
compuesta del lado derecho de la figura 6.11, donde se corrobora que la osteocalcina se
encuentra en las células, debido a que concuerda con la posicién de los nucleos. Ademas, la
tincion de la osteocalcina permite distinguir la morfologia celular, aprecidandose células
extendidas y células alargadas que indican una buena adhesidn al cemento RefA-0.55 a través
de sus filopodios como reporta Hockin [48].
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Superposicion de imagenes

Osteocalcina
Figura 6.11: Tincidn en color azul de los nucleos celulares (izquierda arriba), y en verde para la
osteocalcina (izquierda abajo) sobre el cemento de referencia (RefA-0.55). A la derecha se
presenta el acoplamiento de ambas imdgenes donde se aprecia la concordancia entre los
nucleos y la osteocacina, también se ve la morfologia de células extendidas y adheridas sobre

la superficie. M: material.

La figura 6.12a muestra los nucleos celulares (en azul a la izquierda) y la osteocalcina (en verde
a la derecha) a diferentes profundidades focales en el interior y periferia de un macroporo en
la espuma 0.5T-0.55. En las imagenes se ve claramente la presencia de osteocalcina, pero
también se aprecia el contorno de la superficie del cemento, tanto en verde como en azul.
Probablemente el contorno se hace visible cuando la profundidad de foco coincide con la
altura de la superficie, lo cual no sucedia en la muestra de referencia debido a que el barrido
se realizé en una menor profundidad. Pese a ello, al superponer las imagenes tomadas a
diferentes posiciones de foco y las diferentes tinciones realizadas, es facil distinguir entre la
superficie y la osteocalcina producida por las células (ver figura 6.12b). En la figura 6.12b se
marca con la letra “M” una zona del material libre de células, la cual se diferencia de las células
extendidas por: 1) la menor intensidad de la coloracidn en las tinciones, 2) la morfologia de las
células vista a través de la osteocalcina, y 3) los nucleos azul intenso que concuerdan con la
posicién de la osteocalcina.

Finalmente, en la figura 6.12b se senala con la letra “C” células en confluencia dentro de un
macroporo, lo que parece indicar que las células Saos-2 prefieren crecer y mineralizar al
interior de los macroporos.
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Figura 6.12: Imdgenes por microscopia confocal de la espuma de CDHA obtenida tnicamente
con Tween 80 (0.5T-0.55). a) En el lado izquierdo se presentan en color azul los nucleos
celulares dentro de un macroporo para diferentes profundidades de foco, mientras que a la
derecha se aprecia la distribucion de la osteocalcina. b) Acoplamiento de diversas imdgenes
correspondientes a diferentes profundidades de foco y a ambas tinciones empleadas, donde se
observan células adheridas y expandidas sobre el material (M), células en confluencia el
interior de un macroporo (C) y la concordancia entre la posicion de los nucleos y la posicion de
la osteocalcina.

La presencia de osteocalcina es un indicador mas fuerte de mineralizacidn que la presencia de
ALP, porque la osteocalcina estd considerada como una proteina especifica de la
mineralizacién osteoblastica [29]. Por tanto, la presencia de osteocalcina, sin la incorporacion
de componentes osteogénicos en el medio de cultivo, demuestra que el cemento RefA-0.55 y
la espuma 0.5T-0.55 son materiales capaces de soportar el proceso de mineralizacion llevado a
cabo por los osteoblastos. Cabe mencionar que no se buscaron lagunas de mineralizacidn
mediante las técnicas tradicionales de tincién (von Kossa), debido a la dificultad para
discriminar entre la CDHA correspondiente al sustrato y la calcificacién osteoblastica.

6.5.3.4 Comparacion de los resultados con la bibliografia

Al igual que en este trabajo, la mayoria de los cultivos celulares reportados se realizan después
de fraguar los cementos [48], con lo cual se pierde la informacién de lo que puede suceder
durante la reaccion de fraguado. Sin embargo, algunos trabajos muestran que el contacto
directo de células con el cemento durante el fraguado propicia la inhibicion de la proliferacion
y diferenciacién celular [49,50], hecho que se relaciona con la liberacidn de fosfatos al medio
de reaccion [49,51].
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Para un cemento comercial en base a 62 % de a-TCP mds 27 % de fosfato dicdlcico anhidrido
(DCPA), se reporta que los intercambios idnicos inhiben la proliferacién, aun después de 3
meses de prefraguado en medio liquido [49]. A diferencia, realizando cambios de medio cada
24 horas, después de una semana de reaccién el cemento RefA-0.55 y la espuma 0.5T-0.55
(ambos en base a 98 % o-TCP) permiten la buena adhesién, la proliferacién y diferenciacion
celular. La diferencia entre los resultados se debe, por un lado, al cambio frecuente del medio
de cultivo que amortigua la caida del pH y de la concentracién de calcio. Y por otro lado, a que
el DCPA es un fosfato acido que probablemente disminuye en mayor medida el pH, llegando a
afectar el metabolismo celular. Por tanto, asemejar ligeramente las condiciones de ensayo a
las condiciones de un cultivo dindmico, puede evitar posibles efectos adversos de la
acidificacion del medio y el déficit de calcio. A pesar de que dicho cemento comercial no es
citocompatible in vitro, in vivo ha demostrado fraguar y transformase en CDHA sin generar
inflamacién crénica [49]. Por lo que probablemente el intercambio idnico es amortiguado
inmediatamente por el sistema sanguineo y linfatico.

Una estrategia que se propone para mejorar la citocompatibilidad de los cementos en base a
o-TCP es sinterizar la estructura para obtener la fase B de este fosfato [49], la cual es menos
soluble que la fase o [52]. Siguiendo esta estrategia, se reporta que la temperatura éptima de
sinterizacidon para mejorar la proliferacion y diferenciacién en estos materiales es de 1100 °C
[49]. Esta metodologia es una buena solucién para fabricar andamios de aplicacidn in vitro en
ingenieria de tejidos. Sin embargo, para las espumas compuestas significa la pérdida de la
similitud bioldgica, al calcinar la materia orgdnica, y elimina la posibilidad de implantarlas por
inyeccién mediante técnicas de minima invasién quirdrgica.

Un enfoque diferente para evitar el dafo celular ocasionado por los intercambios idnicos,
cuando se desea incorporar células vivas en el interior de la pasta cementante, es la proteccidn
celular mediante geles de alginato, insertados como microesferas en un cemento en base a
fosfato tetracalcico [50].

6.5.4 Implantacion de las espumas en modelo animal

En la figura 6.13 se ilustran las etapas mds importantes del proceso de implantacién de las
espumas compuestas. La figura 6.13a muestra la preparacién de la cavidad donde se
implantaran por inyeccidén los materiales. En la figura 6.13b se presenta una imagen que
muestra como la sangre fue removida de la cavidad, mientras que la figura 6.13c muestra la
cavidad de tamafio critico justo antes de la implantacion. Por otro lado, en la figura 6.13d se
observa como las espumas fueron facilmente implantados por inyeccién dentro de la cavidad,
al mismo tiempo, la figura 6.13e muestra que las espumas tuvieron la cohesién necesaria para
permanecer dentro de la cavidad y no ser expulsados por la presién sanguinea, sin necesidad
de colocar membranas adicionales. Finalmente, la figura 6.13f muestra la colocacién
subcutanea del disco de espuma compuesta prefraguada, antes de cerrar la incision.
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Figura 6.13: Etapas mds relevantes del proceso de implantacion: a) preparacion del defecto de

tamariio critico, b) limpieza de la sangre al interior del defecto, c) defecto libre de sangre, d)
implantacion de las espumas por inyeccion, e) muestra de la cohesion de la pasta en la cavidad
y f) colocacidn del implante subcutdneo antes de cerrar la incision.

6.5.4.1 Observacion macroscopica

Postoperatorio: La figura 6.14 muestra las extremidades caudales de un conejo después de 11
dias de ser implantado el cemento de referencia (RefA-0.50). En la imagen se observa el
implante subcutaneo como un pequefio bulto bajo la piel y a lo largo del experimento no se
noté en ningun caso la migracion del implante. La imagen de la zona de implantacion es
también un ejemplo representativo de la inflamacion y la coloracién observado en todos los
animales entre 7 y 15 dias posteriores a la cirugia. Es probable que el intercambio idnico
causado por el fraguado de las espumas inyectadas fuese la causa de la inflamacién. Pese a
ello, la inflamacion fue aguda y cedidé en un periodo menor a 15 dias, continuando el proceso
normal de cicatrizacién de la herida. En todos los casos los animales mantuvieron los habitos
normales de alimentacién y comportamiento [34], sefial del buen estado de salud.

Figura 6.14: Imagen del postoperatorio (11 dias) donde se
aprecian sefiales de inflamacion en la zona de la
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implantacion. En este caso particular la imagen corresponde
al cemento de referencia. No obstante, fue una reaccion
generalizada.
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Extraccion de la zona del implante: Transcurrido un mes de la implantacion se sacrifico el

primer grupo de animales y se tomaron imagenes de los implantes subcutaneos e inyectados.

La figura 6.15 muestra un disco de espuma prefraguada por cada formulacidén implantada
subcutdneamente durante un mes. En ningln caso se observaron sefiales de inflamacion
cronica o aguda en la periferia del implante. Ademas, los discos fueron cubiertos e
inmovilizados por tejido blando vascularizado, lo cual indica que ninguna formulacién de
cemento estudiada es toxica.

Macroscdpicamente no se observaron sefiales de osteogénesis. En este sentido cabe sefialar
gue el conejo no es un modelo adecuado para evaluar la osteoinduccion [53], por tanto, que
no se haya observado la formacién de hueso subcutdneamente no significa que las espumas
no sean osteoinductivas.

RefA-0.50

2As**-0.5T-0.55

15Gb-0.75

Figura 6.15: Apariencia macroscopica después de un mes de los implantes subcutdneos. No se
observan signos de rechazo ni de osteoinduccion.

Por otro lado, la figura 6.16 muestra la seccién longitudinal del condilo femoral donde fueron
implantados por inyeccion las diferentes formulaciones de espuma y el cemento de referencia
durante un mes; la zona exacta de la implantacion se sefiala por medio del circulo discontinuo.
En cada caso se observa que la cavidad fue completamente llenada por la pasta y que ésta se
adaptd perfectamente al contorno del defecto. No se encuentran indicios de inflamacidn
aguda o crédnica, por lo que los cementos reafirman la biocompatibilidad. Finalmente, la
observaciéon macroscopica parece indicar el inicio de la reabsorciéon y la osteogénesis sobre la
periferia de los implantes, principalmente en las espumas 15Gb-0.75 y 20S-5Gb-0.55.
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RefA-0.50 2As**-0.5T-0.55

15Gb-0.75 205-5Gb-0.55

Figura 6.16: Apariencia macroscopica después de un mes de la zona de implantacion por
inyeccion, donde la posicion exacta de los implantes se marca con el circulo discontinuo. Se
puede apreciar la perfecta adaptacion de las espumas y el cemento a la cavidad y el correcto
llenado de la misma. Ademds, no se aprecian signos de inflamacion.

6.5.4.2 Observacion por p-CT

Las imagenes por p-CT fueron inicialmente realizadas para determinar la densidad dsea. Sin
embargo, en el presente trabajo se reportan sélo algunas imagenes tomadas después de un
mes de implantacién, con el Unico objetivo de confirmar que las espumas inyectadas son
capaces de llenar y adaptarse a la forma del defecto dseo.
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Figura 6.17: imdgenes por 1-CT de la zona de implantacion después de un mes. Las espumas y

el cemento se observan como zonas de mayor densidad. Se aprecia el contacto directo de las
espumas y el cemento con las trabéculas dseas circundantes. También se nota la diferencia en
porosidad entre las diferentes formulaciones de espuma.

La figura 6.17 muestra una imagen de p-CT de la seccidn longitudinal del condilo femoral, o lo
que es igual, la seccién transversal del implante para cada formulacidon de espuma después de
un mes de implantacion. Como primer punto a sefialar estd la diferencia entre la estructura
trabecular 6sea del céndilo femoral y la porosidad de las espumas implantadas, que se utiliza
para confirmar la unién directa entre la espuma y el hueso circundante a causa del buen
llenado del defecto.

En segundo lugar, y como consecuencia de las diferencias en porosidad, se observa la variacion
en la intensidad del brillo entre las diversas formulaciones de espuma. De este modo, el
cemento no espumado RefA-0.50 es el material mas brillante y por tanto el mas compacto,
mientras que la espuma 15Gb-0.75 es la menos intensa y la mas porosa. Por otro lado, con
porosidad intermedia entre el cemento RefA-0.50 y la espuma 15Gb-0.75 se encuentran las
espumas 2As**-0.5T-0.55 y 20S-5Gb-0.55. Se distingue también como la espuma 205-5Gb-0.55
se asemeja mds en macroporosidad a la espuma 15Gb-0.75, a pesar de haber sido preparadas
con proporciones L/P diferentes, y que la espuma 2As**-0.5T-0.55 es similar al cemento RefA-
0.50, pero en contraste la espuma 2As**-0.5T-0.55 posee algunos macroporos.
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6.5.4.3 Conversion de las espumas implantadas a hidroxiapatita

La figura 6.18 muestra los diagramas de DRX de la espuma 2As**-0.5T-0.55 y el cemento RefA-
0.50 después de un mes de implantacidon y de una muestra del céndilo femoral usada como
blanco, en los que se indica qué picos corresponden a cada fase cristalina presente.

® o-TCP

% HA

Blanco

2As**-0.5T-0.55

'S
*
x * . * *
* * RefA-0.50
* * * * erA-u.
* u % Fec L g x
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Figura 6.18: Diagramas de DRX realizados sobre las muestras explantadas después de un mes.
Las muestras embebidas en resina se presentan en el lado derecho; de las cuales el blanco
corresponde al condilo femoral del conejo (apatita bioldgica).

El diagrama correspondiente al blanco presenta un pico muy ancho en la zona correspondiente
a las reflexiones principales de la HA, lo cual es normal porque el condilo estd formado por
apatita biolégica de baja cristalinidad. Sin embargo, el diagrama no presenta las reflexiones de
menor intensidad de la HA por debajo de 30° y por encima de 35°, en escala 20.

Por otro lado, en los diagramas correspondientes a la espuma y al cemento se observa un pico
mas agudo en la zona de la HA. Ademas, se observan las reflexiones de menor intensidad de la
HA, que en el blanco estan ocultas por el ruido de fondo, sefial de que la reaccién de fraguado
tuvo lugar in vivo y que el componente inicial del cemento o de la espuma, a-TCP, se hidroliza
para formar HA. Por tanto, como se esperaba, la reaccién de fraguado tiene lugar cuando el
cemento o la espuma son implantados en el tejido éseo vivo. No obstante, en el diagrama
correspondiente al cemento RefA-0.50, aln se nota la presencia de trazas de a-TCP después

de un mes de implantacién.

6.5.4.4 Observacion histoldgica

La figura 6.19 muestra cortes histoldgicos representativos para cada formulacién de espuma
implantada durante 5 meses. En las imagenes, las trabéculas dseas se aprecian de color azul
claro, la porosidad intratrabecular se ve de color blanco y los cementos de color marrén.
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Figura 6.19: Imdgenes histolégicas macroscopicas (tincion Paragon One) de la region de
implantacion por inyeccion después de 5 meses. Las trabéculas dseas se observan de color azul
claro, la porosidad intratrabecular se ve de color blanco y los cementos de color marron.

En la imagen correspondiente al cemento no espumado de referencia (RefA-0.50) se aprecia la
poca reabsorcién del material aun después de 5 meses de implantacidon. No obstante, en la
periferia del implante se distingue la reabsorcién activa del material y la formacion de hueso
nuevo. También se aprecia la nula macroporosidad del cemento y el contacto directo con el
tejido circundante, al igual como se observd mediante p-CT. A mayor magnificacion se
detectaron pocas células inflamatorias (macréfagos) y alta actividad osteoblastica en la
periferia.

Por su parte, la imagen correspondiente a la espuma 2As**-0.5T-0.55 muestra la poca
reabsorcidn del implante, se aprecian también fragmentos del material de diversos tamanos y
poca formacién de hueso nuevo. En algunos casos, a mayores aumentos, se observd la
presencia de tejido blando entre el material y el hueso circundante, también se encontraron
algunas células inflamatorias y poca actividad osteoblastica.

Por otro lado, la imagen correspondiente la espuma 15Gb-0.75 muestra practicamente la
completa reabsorcidn del implante y la sustitucion por trabéculas 6seas neoformadas. No
obstante, se observan algunos fragmentos remanentes del material. Este resultado convierte a
la espuma 15Gb-0.75 en la formulacién mas reabsorbible y promotora de la regeneracion
Osea, a pesar del poco contenido de macroporosidad abierta introducida por el espumado (ver
capitulo 5). A mayores aumentos (ver figura 6.20 lado izquierdo) se aprecia un estrecho
contacto entre las particulas remanentes y el tejido formado, la degradacion activa de las
mismas y una alta actividad osteoblastica. No se encontraron sefiales de inflamacion
generadas por las particulas remanentes.
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Finalmente, la imagen histoldgica de la espuma 20S-5Gb-0.55 en la figura 6.19 muestra casi la
completa degradacion del implante. No obstante, en la mayoria de los casos la degradacion y
sustitucion por tejido nuevo fue ligeramente menor en comparacion con la espuma 15Gb-0.75.
A mayores aumentos (ver figura 6.20 lado derecho) se observé actividad osteoclastica, seial
de que continla la reabsorcidn activa de las particulas remanentes. Ademas, las particulas
aparecen embebidas en hueso nuevo, sefial del excelente contacto con el tejido circundante.

20S-5Gb-0.35

A '--h;:-'

Figura 6.20: Imdgenes histoldgicas (tincion Paragon One) de las particulas remanentes de
material después de 5 meses de implantacion. H: hueso circundante, M: material remanente,
U: union directa del material con el huso circundante, A: actividad celular y V: posible vaso
sanguineo. Imdgenes correspondientes a las espumas 15Gb-0.75 (izquierda) y 20S-5Gb-0.55
(derecha).

En resumen, todas las formulaciones de cemento estudiadas se implantan facilmente por
inyeccion y se adaptan perfectamente a la geometria del defecto, manteniendo un estrecho
contacto con el tejido dseo circundante. Las espumas son capaces de fraguar in vivo. Una
prueba de ello es que se observd inflamacion en la zona de la implantacién durante una
semana, lo cual concuerda con el periodo de reaccion bajo condiciones fisiolégicas simuladas
(ver capitulo 5) y la caida de pH observada in vitro. No obstante, la inflamacién fue aguda y
desaparecié en menos de 15 dias. Las espumas 15Gb-0.75 y 20S-5Gb-0.55 se degradan
rapidamente por mecanismos activos, se osteointegran completamente y son capaces de
permitir el crecimiento de hueso hacia su interior. Por otro lado, el cemento de referencia se
degrada mucho mas lentamente que las espumas antes mencionadas, aunque es capaz de
osteointegrarse completamente, pero solo por la periferia del implante, por lo que solo actua
como material de relleno y no como soporte para la regeneracion. Finalmente, la espuma
2As**-0.5T-0.55 es poco biodegradable, pero ademds no es capaz de oisteointegrarse por
completo y en algunos casos origina sefiales de inflamacidn, por lo que no es el mejor material
para regenerar lesiones dseas de tamafio critico.
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En el capitulo 5 se sugirié una jerarquizacion de mejor a peor formulacién de espuma para la
regeneracion ésea en base a la macroporosidad y la conectividad entre poros por ventanas de
didmetro mayor a 5 um. El orden propuesto en funcidn de la macroporosidad abierta se
presenta en la siguiente tabla.

Tabla 6.8: Formulaciones de cemento y espumas ordenadas de mayor a menor macroporosidad
abierta. Se esperaba que a mayor macroporosidad la regeneracion del defecto éseo fuera
mejor. Datos obtenidos del capitulo 5 de esta memoria.

Macroporosidad Nano/microporosidad Macroporosidad  Diametro de los
Composicién ab-ierta [%] ab-ierta [%] total [%] macroporos [um]
determinada por MIP  determinada por MIP determinada por medido por analisis
(5-360 um) (6 nm -5 um) inmersion en Hg de imagen
20S - 5Gb - 0.55 31.96 30.41 33.0 50-250
15Gb -0.75 9.62 49,51 27.2 80-480
2As** — 0.5T- 0.55 3.63 45.97 124 40 -150
RefA - 0.50 0.65 45.74 0.0 -

Gb: gelatina bovina tipo B; As**: alginato de sodio sulfatado de alto peso molecular; T: Tween 80;
S: extracto de soja.

El estudio in vivo mostrd que las espumas 20S-5Gb-0.55 y 15Gb-0.75 se osteintegran, degradan
y permiten el rapido crecimiento de nuevo hueso en lesiones de tamafio critico. Sin embargo,
no se observaron grandes diferencias en la rapidez de regeneracién entre ellas. Incluso, a
pesar de que la espuma 20S-5Gb-0.55 posee un 32 % de macroporosidad abierta y que la
macroporosidad abierta en la espuma 15Gb-0.75 es de tan sélo 10 %. Exciten tres posibles
explicaciones para este resultado.

1. A pesar de que la macroporosidad abierta de la espuma 15Gb-0.75 es menor, la
cantidad de macroporosidad total es similar a la de la espuma 20S-5Gb-0.55. Por tanto
ambas tienen el mismo espacio vacio para permitir la penetracién de nuevo hueso.

2. El didmetro de los macroporos en la espuma 15Gb-0.75 es mayor que en la espuma
20S-5Gb-0.55, lo cual brinda mayor superficie para la actividad celular. Por tanto si las
células son capaces de penetrar en los macroporos internos, es probable que se
acelere el proceso de remodelacion ésea [54].

3. La mayor proporcion L/P empleada en la espuma 15Gb-0.75 genera mayor cantidad de
nano/microporosidad, lo cual puede acelerar la reabsorcién activa del material y
permitir la penetracion celular.

La espuma 15Gb-0.75 tiene la ventaja sobre la espuma 20S-5Gb-0.55 de ser mas facil de
preparar, puesto que se evita la mezcla de dos disoluciones biopoliméricas diferentes, hecho
gue incrementa las posibilidades de introducir el material al mercado clinico. Sin embargo,
debido a la menor proporcidn L/P de preparacién de la espuma 20S-5Gb-0.55, ésta presenta
mayor resistencia mecanica, pudiendo llegar a ser una mejor alternativa para la regeneracion
de lesiones sometidas a esfuerzos.
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El cemento RefA-0.50 resultd ser mejor alternativa para el relleno de defectos dseos que la
espuma 2As**-0.5T-0.55; confirmando la propiedad de osteintegracion y la baja rapidez de
reabsorcion observada en estudios previos de implantacion en conejos [54-57].
Contrariamente a lo esperado, la espuma 2As**-0.5T-0.55 no se osteointegréo ni se
biodegradd, provocando indicios de inflamacién en el tejido circundante. Es posible que la baja
macroporosidad, en conjunto con el menor didmetro de macroporo y la escasa
macroporosidad abierta, sean las causas de la baja penetracion dsea. Mientras que los
fragmentos de material encontrados son la causa probable de la inflamaciéon y Ia
encapsulacion del material [58].

Por ultimo, para seleccionar una formulacidn apta para uso clinico se propone comparar solo
las espumas 15Gb-0.75 y 20S-5Gb-0.55 en un modelo animal con mayor similitud
microestructural y mecdnica al tejido 6seo humano, probablemente cabra u oveja [35].
Ademas, aprovechando las mayores dimensiones del esqueleto de estas especies podria
compararse la eficacia en la regeneracién de las espumas de HA en relacidn con injertos éseos
autologos [59], incluso en condiciones bajo carga y sin carga para la espuma 20S-5Gb-0.55. Los
posibles sitios de implantacién podrian simular condiciones de reconstruccion de huesos largos
o la reconstruccion maxilofacial. Finalmente se podria avaluar si las espumas son
osteoinductivas o no.

Para obtener una explicacién mas extensa sobre el estudio in vivo y un andlisis cuantitativo
profundo de los resultados se recomienda revisar la tesis doctoral de Gockelmann M. [60].

6.6 Conclusiones
Las conclusiones que se pueden extraer del presente trabajo son:

Preparacion de espumas bajo condiciones estériles:

e La esterilizacién de los componentes base de los cementos por radiacion gamma
resultd ser eficaz. Ademas, la radiacion no modificé las propiedades de los materiales
ni propicié inconvenientes al proceso de espumado, sino que facilitd determinar
cuando la mezcla del polvo con la espuma fue homogénea.

e Los cementos macroporosos compuestos son faciles de preparar bajo condiciones de
esterilidad, ya sea para realizar cultivos celulares o para ser implantados in vivo dentro
de quirdfanos con servicios estandar.

Cultivo de células Saos-2 sobre las espumas de HA:

e Las espumas de HA originan una ligera caida del pH del medio de cultivo celular, la
disminucién es mayor en cementos macroporosos y tiende a un equilibrio con el paso
del tiempo de inmersién.
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e Las espumas de HA adsorben el calcio del medio de cultivo. La adsorcién sucede en
menos de 24 horas y en el intervalo estudiado no disminuye con el paso del tiempo de
inmersion.

e Bajo condiciones apropiadas de cultivo, las células Saos-2 son capaces de proliferar
sobre las espumas de HA, tendiendo a colonizar los macroporos de la estructura.
Incluso pueden llegar a situaciones de confluencia en periodos de 14 dias. Ademas, las
células son capaces de diferenciarse mostrando la produccién de osteocalcina.

Implantacidn de las espumas mediante inyeccion:

e Todas la formulaciones de espumas autofraguables in situ estudiadas presentaron
cohesion in vivo, manteniéndose al interior de la cavidad donde fueron implantadas, y
reaccionando para formar HA en un periodo menor a un mes de implantacion.

e Las imagenes macroscopicas y de p-CT confirmaron que las espumas de HA inyectadas
son capaces de adoptar la forma del defecto donde son implantadas, manteniendo la
porosidad después de la inyeccion y logrando un contacto directo con el tejido dseo
circundante.

e Ninguna formulacion de espuma mostré sefiales de toxicidad cuando fueron
implantadas subcutaneamente. En cambio cuando fueron inyectadas, la espuma
2As**-0.5T-0.55 origino ligeras sefiales de inflacion crénica.

e A diferencia del cemento no macroporoso de referencia que se osteointegra
Unicamente por la periferia, en las espumas de HA el hueso neoformado penetra a
través los poros. Ademads, las espumas de HA son reabsorbidas en tanto que el
cemento no macroporoso se mantiene casi intacto.

e Las espumas autofraguables in situ con caracteristicas adecuadas para la futura
caracterizacién en modelos in vivo mas desarrollados son 15Gb-0.75 y 20S-5Gb-0.55.
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Chapter 7: Conclusions.

1. One of the most important milestones achieved in this thesis was to obtain injectable
and in situ self-setting hydroxyapatite foams, which can be applied in the treatment of
bone defects through minimally invasive surgery, in fields like regenerative medicine,
orthopedic, oral, and/or maxillofacial reconstruction. The possibility of obtaining a
synthetic material that satisfies moldeability, injectability, macroporosity, bioactivity
and in situ self-setting capacity, represents a substantial progress in the development
of new materials for bone regeneration or to increasing bone mass, via minimally
invasive surgical techniques.

2. The incorporation of 0.5 w/v % Tween 80 in the liquid phase of the cement based on
alpha tricalcium phosphate, enables to obtain injectable hydroxyapatite foams with
Tween 80 content below the maximum dosage recommended for parenteral
administration. Furthermore, the Tween 80 incorporation as foaming agent did not
affect the setting reaction of the cement.

3. Gelatin and soy extract can be used as natural foaming agents to obtain
hydroxyapatite foams. In addition, these two biopolymers improve the cement paste
injectability and the use of gelatin considerably increases the cohesion of the foams. In
contrast with the performance of gelatin and soy extract, sodium alginate showed no
great advantages as foaming agent, as injectability or cohesion promoter.

4. By comparing the two types of the studied foaming agents (synthetic and natural) it
can be concluded that the synthetic surfactants, like Tween 80, were more efficient to
produce hydroxyapatite foams in comparison with natural ones. However, gelatin and
soy extract improve the injectability and/or the cohesion of the foamed pastes, both
essential properties to use these foams as injectable synthetic bone grafting materials.

5. The incorporation of the soy extract increases the cement paste moldability, also
improves considerably the paste injectability and decreases the load needed to inject
the cement. This allows working with low liquid/powder ratios which permit an
increase in the final compressive strength of the cements. Nevertheless, soy
extract/cements have low cohesion, which can be improved by incorporating gelatin to
the cement formulation.

6. The foamability of the liquid phase was the most significant parameter to obtain
hydroxyapatite foams. Nevertheless, the obtained liquid foam should be stable enough
to resist the stresses produced when is mixed with the cement powder. In this sense,
the liquid phase properties could be tailored through the polymer molecular weight
and concentration. High polymer concentrations, or high molecular weight, decrease
foamability, but increase foam stability. In contrast, low polymer contents, or low
molecular weight, increase the foamability but decrease the foam stability. In order to
obtain the best results, the foamability should be promoted.
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10.

11.

12.

13.

Open macropores were created before cement setting due to the partial breakage of
the continuous phase of the foam. There are two reasons which prevent the formation
of interconnections between macropores a) very stable liquid foams, such as foams
able to gelify, and/or b) low macropore formation due to the use of a low
liguid/powder ratio.

The incorporation of macroporosity in the cement decreases the cohesion of the
pastes. On one hand, cement pastes with cohesion are suitable for bone grafting as
self-setting material. On the other hand, pastes without cohesion could be used for the
fabrication of preset grafts or scaffolds, with the advantage that they could be
obtained in large quantities and in all kinds of geometries and required sizes.

The increase of the liquid/powder ratio increases the macroporosity of hydroxyapatite
foams; the upper limit was associated to the mechanical resistance of the solid foam.
To maintain the spherical shape of the macropores it is important to inject the foamed
paste as soon as possible. To obtain open macropores on the surface of the preset
scaffolds it is recommended to impregnate the mold with demolding oil.

The macropores incorporation decreases exponentially the compressive strength of
the foams. Due to this, the obtained self-setting hydroxyapatite foams should be used
as grafting materials for non-bearing conditions. Sintering the hydroxyapatite foams
allows obtaining beta tricalcium phosphate foams, with higher compressive strength.
Nevertheless, the sintered foams cannot be implanted by minimally invasive surgery.

Saos-2 osteoblasts like cells were able to proliferate on the hydroxyapatite foams, to
colonize the open macropores at the surface, and reach the confluence after 14 days
of culture. Furthermore, these cells showed osteocalcin production as a sign of
mineralization. Therefore, the foams were able to support osteoblast metabolism.

Gamma radiation was a good method to sterilize the raw materials for the sterile
preparation of the hydroxyapatite foams. When the hydroxyapatite foams were
implanted in vivo by injection, they showed enough cohesion to set in situ, adapting
perfectly to the bone defect shape. Hydroxyapatite foams obtained with soy extract
and/or gelatin did not show chronic inflammation. Furthermore, they were
osteointegrated, resorbed and substituted by new bone. In contrast, the foams
obtained with sodium alginate showed some chronic inflammation.

The in vivo study showed the feasibility of applying the liquid phase foaming method in
clinical conditions. Nevertheless, future preclinical studies should be performed in
order to select the best hydroxyapatite foam formulation.
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8.2 Perspectivas futuras

La gran ventaja que poseen las espumas de hidroxiapatita (HA) desarrolladas en esta tesis, es
la posibilidad de ser implantadas mediante procedimientos quirdrgicos minimamente
invasivos. Esta caracteristica se debe a la capacidad de autofraguado bajo condiciones
fisioldgicas del cemento en base a fosfato tricalcico alfa (a-TCP).

Por esta razdn, el siguiente paso en la caracterizacion podria ser un estudio preclinico in vivo
con una especie animal de mayor similitud al ser humano. En este estudio se podria
determinar la factibilidad de uso clinico de al menos una formulacién de espuma inyectable.
Ademas, se podria determinar si las espumas poseen per se propiedades osteoinductivas,
propiedad que no pudo ser determinada en el proyecto Smart CaP, puesto que el conejo no es
un buen modelo para tal fin.

Tomando ventaja de que la reaccion de fraguado tiene lugar a temperatura fisioldgica, una
estrategia para acelerar la regeneracién de lesiones éseas es incorporar factores de
crecimiento dseo o de vascularizacidon en las espumas de HA. La incorporacion de estos
factores puede hacerse mediante dos alternativas. La primera, y probablemente con mayor
potencial, es incorporar los factores durante la preparacién de las espumas, probablemente en
la fase liquida del cemento. Bajo este enfoque, los factores estarian homogéneamente
distribuidos en la espuma y podrian liberarse controladamente conforme se degrada una vez
implantada. La dificultad de esta metodologia radica en los intercambios idnicos y la variacion
de pH que tienen lugar en el material durante la hidrélisis del a-TCP, los cuales podrian
desnaturalizar los factores incorporados o disminuir su actividad bioldgica.

La segunda alternativa consiste en depositar los factores por adsorcion en la superficie de la
espuma prefraguada. Esta estrategia es mas sencilla de llevar a cabo, sin embargo, es poco
probable que la distribucién de los factores sea homogénea, puesto que es mas dificil que el
factor difunda hacia la parte interna de la espuma. Ademas, es probable que la liberacién del
factor no dependa de la degradacién de la espuma, sino de la desorcién del mismo una vez
implantada. La ventaja de este método es que los factores no estardan expuestos al
microambiente agresivo que tiene lugar durante el fraguado de la espuma.

Algunos factores que pueden ser incorporados son la proteina morfogenética ésea (BMP-2), el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) o concentrados de plaquetas humanas, los
cuales son una mezcla de factores con un alto poder regenerativo.

Otra posibilidad para obtener espumas de HA osteoinductivas es modificar la microestructura
y/o la composicion del material. Por un lado, se sabe que las propiedades superficiales del
material pueden llegar a inducir la formacién de hueso. La morfologia de la superficie de las
espumas de HA puede modificarse variando el tamafio de particula del polvo de a-TCP.
Cristales de HA con forma de agujas y de mayor superficie especifica se pueden obtener
empleando polvos de cemento de menor tamaino en comparacién al empleado en esta tesis, el
cual genera cristales de HA con forma de placas.
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Por otro lado, se sabe también que las mezclas HA/fosfato tricalcico beta (B-TCP),
denominadas ceramicas bifasicas, poseen propiedades osteoinductivas. Existe la posibilidad de
obtener espumas ceramicas bifasicas autofraguables partiendo de una fase sdlida de cemento
consistente en la mezcla de o-TCP/B-TCP. La hipdtesis es que el B-TCP se mantendra
relativamente intacto durante la hidrélisis del a-TCP a CDHA, produciendo una mezcla
CDHA/B-TCP potencialmente osteoinductiva.

Un reto que queda pendiente es aumentar el tamafio de la macroporosidad abierta inducida
en las espumas obtenidas con los biopolimeros. Para lograrlo se podrian combinar al
espumado de la fase liquida otros métodos de obtencidn de cementos macroporosos, como
por ejemplo la incorporacidn de particulas solubles o la generacién de gases. Cabe mencionar
gue esta tarea es mas sencilla en el caso de las espumas prefraguadas, debido a que se puede
controlar en el laboratorio las condiciones de fraguado, como por ejemplo el fraguado en
atmoésfera saturada de humedad, condicidon que no requiere que las pastas espumadas posean
cohesion inmediata.

Independientemente de las diferentes lineas que se pueden seguir para optimizar las espumas
de HA, las espumas desarrolladas pueden ser empleadas para realizar gran variedad de
estudios de interés. Por ejemplo, se podria estudiar en tres dimensiones el sembrado, la
proliferacion y la diferenciacion de células mesenquimales dentro de un bioreactor.
Adicionalmente se podria determinar el efecto de la estimulacién mecanica en el desarrollo de
tejido 6seo artificial. Otro estudio podria consistir en determinar los mecanismos de
interaccion idnica entre el medio de cultivo y las espumas de HA para optimizar las condiciones
de cultivo.

Debido a la buena biocompatibilidad del B-TCP, se podrian estudiar in vitro e in vivo el poder
osteogénico las espumas de B-TCP obtenidas a través de la sinterizacidén de las espumas de HA.
Seria también de interés comparar la eficacia en la regeneracién ésea de estos dos tipos de
espumas.

Como puede observarse, a pesar de los avances obtenidos, quedan diversos aspectos
pendientes en el sentido de obtener materiales que cumplan por completo y de forma
eficiente los requisitos de la medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos.
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A.1 Lista de abreviaturas

A
ALP
An

As
AS**

a-TCP
B-TCP
CDHA
cMmC
CPC
DRX
DS

ECM
E-Iny

EQ
FDA

RGD

SBF

Acelerante T
Fosfatasa alcalina TCPS
Alginato de sodio sin sulfatar W
Alginato de sodio sulfatado w/v
Alginato de sodio sulfatado de w/w

alto peso molecular

Fosfato tricalcico alfa

Fosfato tricalcico beta
Hidroxiapatita deficiente en calcio
Concentracidn micelar critica
Cemento de fosfato de calcio
Difraccion de rayos X

Grado de sulfatacion

Espumado

Matriz extracelular

Espumado e inyectado

Ecuacién

Food and drug administration
Gelatina tipo A

Gelatina tipo B

Hidroxiapatita

Infrarrojos

Ingenieria de tejidos
Liquido/polvo

Lactato de deshidrogenasa
Microscopia electrénica de barrido
Porosimetria de intrusién de mercurio
Célula mesenquimal
Micro-tomografia computacional
No espumado

Porosidad

Punto isoeléctrico

Peso molecular

Plan de trabajo

Densidad

Arginina-glicina-acido aspartico
Extracto de soja

Fluido fisiolégico simulado

Tween 80

Plastico de placa de cultivo
Agua

Peso/volumen

Peso/peso
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A.2 Analisis estadisticos

A2.1 Propagacion de errores

El valor de una propiedad fisica X se determina experimentalmente realizando medidas de la
misma. Sin embargo, debido al principio de incertidumbre de Heisenberg, no se puede medir el
valor real de la propiedad y por tanto siempre se comete un error experimental denominado AX.
Con el objetivo de disminuir el error experimental se realizan varias mediciones de X, con las que
se puede determinar un valor promedio denominado X, que se acerca mds al valor real cuantas
mas replicas se realizan.

Por otro lado, muchas de las propiedades de interés cientifico son obtenidas indirectamente
mediante combinaciones aritméticas de valores determinados experimentalmente. De tal forma
que el resultado numérico de la propiedad calculada incluye el error experimental de cada una de
las variables involucradas en el célculo. Por lo que para realizar el analisis objetivo de los datos, es
importante conocer el valor del error con el que se estima la propiedad. A lo cual se le denomina
calculo de la propagacion de errores.

Como se acaba de mencionar, el error en el calculo de la propiedad f es funcién del error
experimental de cada una de las variables involucradas en su determinacion. Lo cual se expresa
matematicamente mediante la ecuacion Al.1.

Af(X,Y,Z,..) = |§—§|Ax+|g—§| AY+|Z—£|AZ+--- EQ AL1

Con la ecuacion anterior es posible calcular la propagacion del error para cualquier relacién o ley
fisica existente. A continuacién se da un ejemplo del calculo del error para una relacidn fisica tan
sencilla como un cociente.

En este ejemplo la propiedad a determinar es Z, que puede representar fisicamente la densidad
de un material y es funcion de las variables X y Y. La relacidn entre las variables se representa
mediante la ecuacion A1.2.

ZX,Y)=7% AL

Sustituyendo la ecuacién Al.2 en la ecuacién Al.1 se obtiene la ecuacién Al.3:
X

o X
AZ(X,Y) = [EAX + LAY ki3

Al realizar las operaciones correspondientes y simplificar la ecuacion Al.3 se obtiene la

representacion del error cometido en el cdlculo de Z (AZ), en funciéon de los errores
experimentales AX y AY (Ecuacion Al.4).

AX =AY
AN = —+— EQAl.4
X Y
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Como se ve, el cdlculo final del error es sencillo y depende solamente de los valores
experimentales.

A2.2 Representacion de los errores experimentales
Los valores de los errores experimentales reportados a lo largo de la tesis corresponden a la
desviacién estandar del conjunto de datos analizados.

A2.3 Pruebas estadisticas
El analisis estadistico realizado a lo largo de la tesis no requiri6 del empleo de software
especializado.

Las pruebas de igualdad de medias se realizaron aplicando la prueba estadistica t de Student.

El criterio de rechazo o aceptacidn de la hipdtesis nula se fijé en todos los casos en un porcentaje
de probabilidad del 0.05 %.
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A.3 Protocolo de espumado para obtener espumas de hidroxiapatita

A3.1 Condiciones de espumado de la fase liquida

2 ml de disolucidn de fase liquida son espumados por agitacion mecanica durante un minuto
dentro de recipientes de polipropileno de 3 cm de didmetro por 7 cm de alto (Eurotubo —
Deltalab). El agitador empleado para la formar la espuma se describe a detalle en el capitulo 3 de
esta tesis, y debe ser operado en la velocidad mas baja (1.5 v).

Para trabajar bajo condiciones de esterilidad, el recipiente del espumado y la punta del agitador
deben estar estériles y usarse una sola vez por cada preparacion. En el caso del recipiente, éste se
vende estéril para su uso desechable. Mientras que la punta debe esterilizarse cada vez por
autoclave. Es recomendable tener disponibles tantas puntas estériles de recambio como sean
necesarias.

A3.2 Mezcla de la fase sdlida con la liquida

Inmediatamente después de formar la espuma, el polvo del cemento debe ser agregado en un
solo paso sobre la espuma en el mismo recipiente del espumado. La mezcla del polvo con la
espuma consta de dos etapas.

En la primera etapa, la mezcla con espatula debe realizarse lentamente provocando que la espuma
moje al polvo. Durante esta etapa se tiene la impresién de que el cemento no formara una pasta
moldeable, sin embargo 20 — 30 segundos después se observa un incremento en la fluidez de la
pasta. Es en este momento cuando se inicia la segunda etapa del mezclado. En la segunda etapa,
la mezcla debe hacerse con mas fuerza y velocidad con movimientos circulares en una sola
direccién, para conseguir homogenizar la pasta. Sin embargo, debe tenerse precaucion de no
exceder la fuerza y romper las burbujas de la espuma. Cuando la pasta es homogénea, puede ser
moldeada sin dificultad. El tiempo total maximo de mezcla recomendado es de 1.5 minutos.

A3.3 Moldeo y fraguado

Finalmente, la pasta cementante puede ser inyectada o moldeada con espatula de acuerdo al tipo
de aplicacién y a las caracteristicas de la espuma preparada. La inyeccidon debe realizarse lo mas
rapidamente posible para no perder la inyectabilidad.

Si la pasta se inyecta dentro de cavidades, se recomienda iniciar la inyeccién por el fondo e ir
subiendo lentamente hasta llenar la cavidad. En cambio si se moldea con espatula se recomienda
no comprimir la pasta para no colapsar las burbujas.

A.3.4 Preparacion de las muestras para cultivo celular

La preparacidon de espumas estériles de hidroxiapatita se realiza bajo campana de flujo laminar,
siguiendo las buenas practicas de laboratorio que se usan en biologia para realizar cultivos
celulares, y con materias primas esterilizadas.
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Tomando ventaja de la buena inyectabilidad de los cementos, entre 0.4 y 0.6 ml de pasta deben
ser inyectados dentro del pozo de la caja de cultivo para 48 muestras, donde se realizara el
experimento.

Una vez inyectada la pasta de cada jeringa, es necesario golpear ligeramente la base de la placa de
cultivo sobre la superficie de trabajo, con la intencidon de expandir el cemento sobre el pozo y
obtener una superficie de cemento plana. Este paso debe hacerse inmediatamente después de
inyectar cada jeringa, si se demora, la pasta inicia el fraguado y ya no puede ser expandida.

Para conservar de la mejor forma la porosidad introducida por el proceso de espumado, se deben
inyectar las espumas en orden creciente de fluidez y tiempo de fraguado.

Una vez inyectados todos los cementos se colocaron 500 pl de agua destilada estéril sobre cada
pozo para llevar a cabo la reaccién de fraguado, el agua debe cambiarse cada 24 horas. La placa
con las espumas se incuba a 37 °C durante 12 dias para realizar el fraguado.

Finalmente, antes de iniciar el cultivo celular y después del fraguado, se remueve el agua de cada
pozo y se colocan 500 pl de medio de cultivo completo durante las 24 horas previas al sembrado
de las células. Este paso puede evitarse en el caso de formulaciones funcionalizadas.

A.3.5 Preparacion de las espumas de hidroxiapatita para implantar
mediante inyeccion

Las espumas de hidroxiapatita deben ser preparadas bajo condiciones estériles para poderlas
implantar. Se recomienda preparar la fase liquida de las espumas, bajo campana de flujo laminar,
el dia anterior a la implantacién, y ademas separar dosis de los componentes adecuadas a las
cantidades de espuma que se pretenden implantar.

Dentro del quiréfano debe haber una zona de trabajo desinfectada del mismo modo que la mesa
de operaciones. En el caso de implantar espumas que contengan gelatina se requiere ademas de
un calentador térmico con agua previamente esterilizada, para minimizar las posibilidades de
contaminacion.

En el momento en que el cirujano requiera la pasta se abren las dosis con los componentes de la
espuma a implantar. Y se realiza el proceso de espumado de la misma forma como si se trabajara
dentro de una campana de flujo laminar. De tal forma que la mezcla de la espuma con el cemento
en interior de los recipientes es estéril.

Una vez obtenida la pasta espumada, aproximadamente en 2 minutos, ésta debe ser introducida
en la jeringa con la que se implantara. Puesto que el operario ha trabajado con instrumental no
estéril, pero aséptico, no puede sujetar la jeringa que el cirujano empleard para inyectar el
material. Por tanto, el cirujano debe abrir la jeringa y sujetarla mientras que el operario introduce
la pasta. Una vez llena la jeringa, el cirujano debe inyectar la espuma inmediatamente, de acuerdo
al anexo A3.3.
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A.4 Notas y fe de erratas
Este es un espacio dedicado para quien desee hacer sus contribuciones, marcando las erratas no
halladas durante la redaccién y las revisiones de la memoria de tesis.





