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RESUMEN

La ingenieria de tejido 6seo surge como una nueva opcion para el tratamiento de muchos tipos de
afecciones, entre ellas las enfermedades 6seas, permitiendo resolver multiples problemas en el area médica.
El desarrollo de una matriz de hidroxiapatita para cultivo de células 6seas permitird contar con otra alterna-
tiva para enfrentar las enfermedades causadas en el hueso y articulaciones que frecuentemente llevan a la
discapacidad en las personas. En este trabajo se obtuvo hidroxiapatita sintética por la ruta de precipitacion
a partir de fosfato de amonio NH H PO, y nitrato de calcio Ca(NO,),"4H,0. Se formaron matrices en las
cuales se indujo macroporosidad con el agente natural Zea mays, con particulas entre 350 um y 600 um, y
microporosidad con celulosa en proporciones peso/peso de 4% y 8%. Las muestras fueron caracterizadas
con pruebas de compresion, microscopia electrénica de barrido (SEM), que incluyé espectroscopia por
dispersion de energia de rayos X (EDS) y difraccién de rayos X (DRX). Se obtuvieron matrices macroporosas
de hidroxiapatita cristalina con un didmetro de poro entre 300 um y 500 um en promedio, con porosidades
entre 35,85% y 45,61%, densidades en el rango de 1,48-1,77 g/cm? y relaciéon Ca/P de 1,7. Para los bloques
con 4% de agente microporoso la resistencia a la compresion fue de 1,06 MPa y el médulo de elasticidad,

! Ingeniera Biomédica EIA-CES. bmmarin@eia.edu.co
2 Ingeniera Biomédica EIA-CES. bmalero@eia.edu.co

3 Fisica, MSc Ingenierfa. Area Ingenieria Biomédica. Escuela de Ingenierfa de Antioquia y Universidad CES.
pfmalon@eia.edu.co

4 Ing. Met, Ph.D, Universidad de Antioquia. aechave@udea.edu.co

Articulo recibido 7-1II-2007. Aprobado 23-V-2007
Discusion abierta hasta diciembre de 2007



FABRICACION Y CARACTERIZACION DE UNA MATRIZ TRIDIMENSIONAL DE HIDROXIAPATITA MACROPOROSA...

de 67,15 MPa. Los bloques con 8% tuvieron una resistencia a la compresién de 1,08 MPa y un médulo de
elasticidad de 54,65 MPa.

PALABRAS CLAVE: hidroxiapatita; matrices macroporosas; ingenieria de tejidos; hueso.

Bone tissue engineering came up as a new option treatment for different kinds of illness, among them
bone diseases. All this development has allowed solving multiple medical problems. The development of a
hydroxyapatite scaffold for bone cells culture will be another alternative to attend several diseases that are
caused on bones and that usually lead to disabilities in people. In this study synthetic hydroxyapatite was pro-
duced by a precipitation route with amonium phosphate (NH,H,PO,) and calcium nitrate (Ca(NO,),*4H,O)
as precursors. Scaffolds were manually molded, and macroporosity was induced with a natural agent, named
Zea mays, with a particle size ranging between 350 um and 600 um. Microporosity was induced using cellu-
lose with proportions of 4% and 8% (weight/weight). The samples were characterized by compression test,
scanning electronic microscopy (SEM), energy dispersive spectroscopy (EDS), and X ray diffraction (XRD).
Crystalline hydroxyapatite scaffolds were obtained and they presented an average pore diameter between
300 um and 500 um, porosities between 35,85% and 45,61%, densities in the range of 1,48-1,77 g/cm? and
Ca/P ratio of 1,7. The calculated compressive strength for the 4% of microporous block was 1,06 MPa and
the elastic modulus was 67,15 MPa; while the 8% microporous blocks showed a strength of 1,08 MPa and
an elastic modulus of 54,65 MPa.

KEY WORDS: hydroxyapatite; macroporous scaffolds; tissue engineering; bone.

plazar la funcién perdida del tejido afectado, pero
estas soluciones estan sujetas a limitaciones como

Los traumas y las enfermedades de huesos
y articulaciones frecuentemente llevan a dafos
estructurales en la superficie del cartilago articular
y en el hueso, lo que produce un dolor severo y la
discapacidad de millones de personas alrededor del
mundo . Normalmente el tratamiento médico de
este tipo de afecciones esta dirigido a aliviar el dafio
y las molestias sin mejorar las lesiones subyacentes.
Las estrategias actuales para reparar el hueso inclu-
yen el uso de autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos,
las cuales son terapias con muchas limitaciones,
debido a problemas como fuentes limitadas de ob-
tencién de hueso, morbilidad de los sitios donantes,
problemas de rechazo del injerto y transmisién de
enfermedades. También se han utilizado implantes y
dispositivos biomédicos que tienen como fin reem-

fatiga, fracturas, toxicidad y desgaste. Ademas, el
comportamiento de estos implantes y dispositivos
no responden completamente a las exigencias de
6rganos y tejidos que reemplazan?4.

Como alternativa de solucién a estos proble-
mas, surge la ingenieria de tejidos, que se define
como “una ciencia interdisciplinaria donde se aplican
principios de ingenieria y las ciencias de la vida para
crear sustitutos biol6gicos que restauren, mantengan
o mejoren la funcién de un tejido u érgano que ha
sido afectado”®!.

El éxito de la ingenieria de tejidos depende del
desarrollo de matrices porosas que proporcionen el
soporte necesario a las células para su proliferacion
y el mantenimiento de sus funciones diferenciadas o



sefiales bioldgicas requeridas para la conservacion
de la expresion especifica de los genes en el tejido®.
Un material que ha de ser elegido como matriz debe
cumplir con los siguientes requisitos: ser biocompati-
ble, osteconductivo, bioabsorbible y tener suficientes
propiedades mecéanicas para proveer un soporte
estructural durante el crecimiento y la remodelacién
del hueso® &8,

Gracias a su excelente biocompatibilidad y a
su semejanza quimica y cristalina con la fase mineral
del hueso, los fosfatos de calcio se han usado en
medicina desde hace unos 20 anos. Aunque no han
mostrado efecto osteoinductivo, los fosfatos de calcio
tienen efectos osteoconductivos y pueden, en ciertas
condiciones, unirse al hueso. Numerosos ensayos
in vivo e in vitro han reportado que los fosfatos de
calcio, no importa en qué forma: compactos, recubri-
mientos, porosos o en polvo ni en qué fase: cristalinos
o amorfos, siempre soportan la union, diferenciacién
y proliferacién de células como osteoblastos y células
mesenquimatosas. La hidroxiapatita (HA) es uno de
los fosfatos maés eficientes!”, debido a su estabilidad
ante cambios de pH, temperatura y composicién
del fluido fisiol6gico®!?. La HA puede obtenerse de
fuentes naturales o mediante sintesis artificial, pre-
feriblemente de reactivos analiticos como el nitrato
de calcio y el fosfato de amonio!. La HA obtenida
por sintesis artificial tiene la ventaja de ser muy pura
y, ademaés, durante el proceso de sintesis se pueden
seleccionar la relacién Ca/P, el tamano de grano, la
cristalinidad, entre otras caracteristicas!'?.

Se han desarrollado muchas rutas para sin-
tetizar HA sintética, usando métodos de hidrdlisis,
hidrotermales o de precipitacion. De estos, la preci-
pitacién se caracteriza por su simplicidad, bajo costo
y potencial aplicacién industriall2.

El desarrollo de matrices de hidroxiapatita para
su aplicacién en ingenieria de tejido 6seo ha dado
muy buenos resultados. T. M. Chu et al.!¥! fabricaron
dos matrices de hidroxiapatita de diferente arquitec-
tura interna y las evaluaron in vivo. Ambas matrices
mostraron regeneracion ésea en las primeras cinco
semanas y se hallé que el hueso penetrd todos los

Escuela de Ingenieria de Antioquia

b

canales de la matriz. La hidroxiapatita también ha
sido utilizada en matrices compuestas para mejorar
la biocompatibilidad y la osteointegracién. Guobao
Wei y Peter X. Ma B! crearon matrices compuestas de
HA y obtuvieron buenas propiedades mecéanicas; con
este proceso se mejoro la distribucién celular dentro
de la matriz, debido a la introduccién de hidroxia-
patita osteoconductiva. De la misma manera, H. W.
Kim et al.”?! crearon matrices compuestas de gelatina
e hidroxiapatita y encontraron mejores respuestas
celulares que las halladas con las matrices de gelatina
pura. Sang-Soo Kim et al.'¥ demostraron que con
matrices hechas de hidroxiapatita y 4cido polilactico-
co-glicélico (PLGA) se incrementa la formacién de
hueso, debido a la presencia de hidroxiapatita en la
superficie de la matriz, 1o cual permitié un contacto
directo con las células trasplantadas y estimulé la
proliferacién celular y la diferenciacién osteogénica.
Lopez et al.l') crearon matrices de HA porosa con el
agente Zea mays y obtuvieron porosidades grandes
(>85%) y densidades altas (3,11 g/cm?), aunque
propiedades mecanicas bajas.

En este trabajo se disefaron y construyeron
matrices de hidroxiapatita sintética. Esta es la primera
fase de un proyecto cuyo fin es obtener matrices
macroporosas con porosidad interconectada para
su posterior evaluacién bioldgica, su uso en cultivo
de células y su futura aplicacién en injertos que per-
mitan restaurar la funcién dsea perdida por traumas
o defectos congénitos.

Se obtuvo hidroxiapatita sintética por la ruta
de precipitacion a partir de soluciones acuosas de
nitrato de calcio Ca(NO,),4H,0 (Merck 97,3%), y
fosfato de amonio NH H PO, (Merck 99,5%) partien-
do de la reaccién!519;

10 Ca(NO,),4H,0 + 6HH,PO, + 14NH,OH —
Ca, (PO,),(OH), + 20NH NO, + 52H,0
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Para garantizar las condiciones basicas de la
reaccion y evitar que sea reversible, ambas solucio-
nes se alcalinizaron, una vez preparadas y antes de
mezclarse, utilizando hidréxido de amonio 28-30%
(vol/vol). (J. T. Baker). Luego se mezclaron ambas
soluciones en un recipiente con agitacién continua a
20 1. p. m. Una vez mezclados los productos, se man-
tuvieron en constante agitacioén y posteriormente se
dejan en reposo en un proceso llamado maduracién.
Luego del reposo, se recuperd el precipitado y se
realizaron varios lavados con agua destilada, con el
fin de obtener un pH de 7.

La hidroxiapatita obtenida se dividié en dos
partes iguales para adicionar el agente microporége-
no, que se obtuvo a partir de papel de filtro picado
y disuelto en agua destilada para ser agregado a la
hidroxiapatita en cantidades de 4% y 8% (peso/peso).
La mezcla se dej6 en reposo y después se centrifugd
usando la centrifuga Heraeus Instruments Megafuge
1.0. Con esto se obtuvo una masa blanca y himeda
a la cual se le agregd el agente macroporoso, que
se obtuvo picando Zea mays (“crispeta” cocida). A
todas las muestras de HA se les adiciond un 30% de
agente macroporoso (peso/peso) y luego se procedid
a fabricar los bloques manualmente con dimensiones
de 1,5mmx 1,5 mm x 2,3 mm (figura 1).

Figura 1. Bloques de HA obtenidos por moldeo
manual. A,: 4% de celulosa + 30% Zea mays
B,: 8% de celulosa + 30% de Zea mays
HA: bloque sin agentes poroégenos.

Los bloques son de 1,5 mm x 1,5 mm x 2,3 mm

Finalmente, los bloques se sometieron a un
calentamiento suave a 120 °C en estufa de secado
Memmert durante dos horas para retirar el exceso
de humedad y luego se llevaron a un tratamiento
térmico hasta alcanzar una temperatura de 1050 °C
en una mufla Vulcan 3-550.

Para analizar la composicién quimica y la
cristalinidad de la hidroxiapatita se usa difractémetro
Rigaku Miniflex (lampara de cobre, 100-8000 cps).

Las muestras se analizan en un microscopio
electrénico de barrido JEOL JSM-5910LV para
evaluar la morfologia de poro, la microestructura y
la composicidon quimica por EDS.

Se pesa un bloque de hidroxiapatita seco (P1)
y luego se sumerge en 100 mL de agua destilada y se
calienta a 200 °C durante una hora. La muestra se
deja en reposo en la misma agua durante 23 horas
mas. Los bloques se pesan mientras se encuentran
suspendidos en agua para obtener el peso boyante
(P3). Para terminar, se retira la muestra, se seca la
superficie y se pesa nuevamente (P2). La porosidad
y la densidad relativa se calculan a partir de las
ecuaciones %)

I

P, - I
Porosidad = ;7)' Densidad = ——

2 3 2 3

Se cargan 14 bloques porosos de 9,55 mm x 6,6
mm X 6,2 mm en la maquina de ensayos universales
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Test Resources, y se evalian en compresion a una
velocidad de carga de 0,1 mm/min hasta su ruptura.
Adicionalmente se cargan dos bloques compactos
como punto de referencia para el andlisis de las pro-
piedades mecénicas.

De los resultados se obtiene el médulo elasti-
co E y la resistencia a la compresion. Se realiza una
prueba basandose en el estadistico T (Prueba-t)
(=0,05) para analizar las diferencias entre las mues-
tras con 4% (peso/peso) y 8% (peso/peso) de agente
microporégeno.

RESULTADOS Y DISCUSION

Difraccion de rayos X

La figura 2 muestra el difractograma de una
muestra sinterizada a 1050 °C. Los picos estrechos
y agudos indican la alta cristalinidad de la muestra.
Se observa una cerdmica bifdsica, con presencia
de 90% de hidroxiapatita (HA) y 10% de fosfato
tricalcico (FTC). Los picos marcados con * son los
caracteristicos de la HA, mientras que el pico con
la marca ¢ corresponde al FTC segln lo expresado
en el articulo de Lopez et al.t'sl,

Microscopia electronica de barrido
(SEM)

A partir de la SEM y la EDS, se observan la
microestructura y la composicién quimica de las
muestras. En la figura 3 se puede ver la superficie de
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Figura 2. Espectro de DRX de hidroxiapatita sintética
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la hidroxiapatita donde se presentan cristales con for-
ma redondeada, debido al proceso de sinterizacion;
la microporosidad presente se debe a la falta de una
completa unién entre las particulas. También se pue-
den apreciar algunos microporos, con un didmetro
promedio de 2 um, en la superficie de la muestra.

UNALMED A % _
L1SkU XS, 656 S pm

L a® b

UMNALMED

Figura 3. Micrografia SEM

a) Microestructura del bloque con 4% de microporosidad.
b) Microestructura del bloque con 8% de microporosidad.

Enla figura 4 se observan algunos macroporos
con morfologias irregulares. Se presentan algunos
poros redondeados con un didmetro entre 300 um
y 500 um, adecuado para el crecimiento celulart7-2”),
En las fotografias se alcanza a observar claramente
el contorno de los poros, aunque no se observa la
profundidad, por la presencia de polvos de HA que
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Figura 4. Fotografia con SEM

a) Muestra con 4% de microporosidad.

quedan atrapados en el poro debido al proceso de
preparacién. En las muestras se observa muy poca
microporosidad e interconectividad, y principal-
mente se ven poros cerrados. La interconectividad
favorece el crecimiento de células, por lo cual es
importante buscar esta caracteristica adicionando
una mayor cantidad de agente porogénico.

La composicién quimica se realiza en dos
muestras para calcular un valor promedio de las
proporciones de Ca/P; los resultados indican una
relacién Ca/P de 1,70 que confirma la cristalinidad
de la hidroxiapatita (figura 5)©1224,

92

b) Muestra con 8% de microporosidad.

9,74
16,36
1,67906

11.05
19.09
1.7276

Figura 5. Composicién quimica de los bloques de HA
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Para los bloques de 4% de microporosidad se
obtuvieron una porosidad del 35,85% y una densidad
de 1,77 g/cm?. El bloque de 8% mostrd una porosidad
de 45,61% y una densidad de 1,48 g/cm?3. Los valores
de densidad y porosidad para el control fueron de
2,36 g/cm?y 11,28%, respectivamente. Esto evidencia
la presencia de poros en las muestras ceramicas. El
valor de densidad del control es menor que el valor
tedrico de la hidroxiapatita (3,16 g/cm?3), que puede
deberse a la dificultad que hay al remover los vacios
durante el proceso de fabricacion.

Las porosidades tipicas reportadas en la li-
teratura varian entre el 35% y 92%!7 15 2022261 'y ]og
resultados aqui obtenidos se encuentran dentro de
este rango.

Las pruebas de compresion se realizaron a 16
muestras. Se evaluaron 14 muestras macroporosas; 7
con 4% de celulosa y 7 con 8% de celulosa. También
se evaluaron dos muestras compactas, sin ningun tipo
de porosidad, correspondientes a las muestras C. Los
resultados de los valores medios y las desviaciones
estdndar se muestran en la tabla 1.

En ambos casos, las propiedades mecanicas de
las matrices estuvieron por debajo de los valores de
resistencia y elasticidad de las muestras compactas C2
y C3. La resistencia de los bloques porosos es mas o
menos 10 veces menor que la de los que no presentan
porosidad. Respecto al médulo de elasticidad, es unas
8 veces menor para los bloques porosos. Estos resul-

_—

tados muestran que la porosidad afecta la resistencia,
pues reduce el area de la seccidn transversal sobre
la que se aplica la carga y, por lo tanto, disminuye la
tension que el material puede soportar.,

La variabilidad en los resultados de las muestras
fabricadas en las mismas condiciones puede deberse
a que durante el moldeo manual de los bloques no
hay una distribucién controlada del agente porégeno
y pueden obtenerse bloques mas porosos que otros.
Ademas, puede haber fallas estructurales o grietas en
cada muestra que hacen que el comportamiento de
un bloque difiera considerablemente de otro.

Las diferencias entre las propiedades de las
muestras con 4% y 8% de microporosidad se anali-
zan basandose en el estadistico T (Prueba-t), el cual
sigue una distribucién t-Student con v grados de
libertad. Esta prueba se elige dado el tamano de la
muestra (n = 7).

Con esta prueba se concluyd que no hay dife-
rencia significativa entre las propiedades mecanicas
de las muestras con 4% y 8% de celulosa. Aunque
con estas dos proporciones de microporosidad no
se obtuvieron diferencias considerables, en estudios
anteriores!'®!, donde se trabajé con 16% del mismo
agente microporoso, se obtuvieron propiedades
mecénicas muy bajas, lo que indica que la micropo-
rosidad si afecta la resistencia del material.

En este trabajo se construyeron matrices de
hidroxiapatita macroporosa por moldeo manual, un
meétodo sencillo, practico y econémico, que permite

Tabla 1. Valor promedio y desviacién estandar de la resistencia y el médulo de elasticidad de cada tratamiento

Microporosidad Resistencia media o2 Resistencia E Medio c2
(MPa) (MPa) (MPa) E (MPa)
A (4%) 1,063 0,1705 67,150 20,3891
B (8%) 1,077 0,3792 54,655 20,5792
C (sin porosidad) 10,080 3,543 489,000 322,582
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elegir la forma de la matriz, el tamano del poro y el
grado de porosidad, aunque presenta limitaciones si
se desean controlar la interconectividad y la estruc-
tura porosa interna.

La matriz obtenida fue cristalina bifasica con
un porcentaje de hidroxiapatita de 90% y de fosfato
tricalcico de 10%. Para inducir la macroporosidad y
la microporosidad se usaron el agente Zea mays y
celulosa en proporciones de 4% y 8% (peso/peso),
respectivamente. Se obtuvo una matriz macroporosa,
con un didmetro de poro entre 300-500 um, adecuado
para el crecimiento celular, y algunos microporos de
~2 um. La densidad de las muestras porosas estuvo
entre 1,48 g/cm? y 1,77 g/cm’® y la porosidad entre
35,85% Yy 45,61%. Si bien los tamaros de poro son los
reportados en la literatura como ideales para creci-
miento celular, se debe buscar mejorar la interconec-
tividad entre ellos para facilitar dicho crecimiento.

Las propiedades mecanicas de las matrices
mostraron resistencias y médulos de elasticidad muy
bajos, con respecto al hueso esponjoso. Generalmen-
te, la mayoria de los materiales usados en ingenieria
de tejido 6seo no alcanzan a igualar las propiedades
mecanicas del hueso?”. Sin embargo, se ha mostra-
do que es suficiente con que las matrices alcancen
propiedades mecénicas suficientes para soportar el
crecimiento celular; ademés, las células, al invadir
la matriz, mejoran dichas propiedades lo cual ha
quedado demostrado en ensayos in vitro.

Los autores expresan los agradecimientos a
la Escuela de Ingenieria de Antioquia y a la Univer-
sidad de Antioquia por el patrocinio brindado para
la realizacién de este proyecto.
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