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RESUMEN

Objetivo: el proposito central de este trabajo es evaluar la bioactividad in vitro de
capas de alginato de sodio en discos de hidroxiapatita.

Métodos: los discos de hidroxiapatita fueron elaborados mediante procesos sucesivos
de prensado y de sinterizado en un horno eléctrico. Las capas de alginato de sodio se
obtuvieron empleando el método de sobrepresion y una disolucion acuosa de alginato
de sodio al 5 %. En el ensayo de bioactividad las muestras a estudiar fueron
sumergidas en fluido biolégico simulado. La caracterizacion de las muestras se realizo
empleando microscopia electronica de barrido y energia dispersiva de rayos X.
Resultados: en las muestras de hidroxiapatita sometidas al ensayo de bioactividad,
con y sin capas de alginato de sodio, se observé la formacion de precipitados ricos en
calcio y fosforo. Ademas, se determind que con el aumento del tiempo de inmersion
en el fluido biolégico simulado se incrementan las dimensiones de los aglomerados
formados por particulas apatiticas.

Conclusiones: los resultados experimentales corroboran que la hidroxiapatita es
bioactiva y demuestran que las capas estudiadas de alginato de sodio en discos de
hidroxiapatita poseen un comportamiento bioactivo.

Palabras clave: hidroxiapatita, alginato de sodio, bioactividad, fluido biolégico
simulado.
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ABSTRACT

Objective: the main purpose of the study is to evaluate in vitro bioactivity in sodium
alginate layers of hydroxyapatite disks.

Methods: the hydroxyapatite disks were manufactured by successive pressing and
sintering in an electric furnace. The sodium alginate layers were obtained by
overpressure and a 5% sodium alginate aqueous solution. For the bioactivity assay,
the study samples were soaked in simulated biological fluid. Characterization of the
samples was conducted by scanning electron microscopy and energy dispersive X
rays.

Results: the bioactivity assay of hydroxyapatite samples with and without sodium
alginate layers revealed the formation of precipitates rich in calcium and phosphorus.
It was also found that an increase in the time of immersion in the simulated biological
fluid brought about an increase in the size of agglomerates of apatite particles.
Conclusions: experimental results show that hydroxyapatite is indeed bioactive, and
that the sodium alginate layers of hydroxyapatite disks which were studied behave
bioactively.

Key words: hydroxyapatite, sodium alginate, bioactivity, simulated biological fluid.

INTRODUCCION

Existe una gran variedad de materiales ceramicos que pueden ser usados como
implantes en el cuerpo humano, los que comdnmente se conocen como
bioceramicas.? Las bioceramicas empleadas con mayor frecuencia como sustitutos
Oseos son los fosfatos de calcio y dentro de estos la hidroxiapatita (HAp) ocupa un
lugar especial. Las piezas porosas de HAp se han usado de forma exitosa debido a
que favorecen la adhesion celular y, por consiguiente, la formaciéon de enlaces entre el
material implantado y el hueso.' No obstante, la HAp es fragil, aspecto que limita su
uso en zonas del cuerpo humano sometidas a elevadas cargas dinamicas.

Los biomateriales ceramicos pueden combinarse con los poliméricos para formar
materiales compuestos, posibilitando con ello mejorar, en comparacion con los
materiales de origen, su comportamiento biolégico y obtener propiedades mecanicas
mas cercanas al tejido 6seo a sustituir.? También los materiales compuestos pueden
ser utilizados como sistemas de liberacidon controlada de farmacos. Una de las
caracteristicas deseadas en este tipo de materiales es la bioactividad. Los materiales
bioactivos forman una unién fuerte con la superficie del tejido 6seo (se
osteointegran).!

El ensayo de bioactividad in vitro, mediante el método propuesto por T. Kokubo y
otros, es utilizado en la evaluaciéon de las bioceramicas y de los materiales
compuestos.3® En él se simulan las condiciones del cuerpo humano, con el objetivo de
valorar las potencialidades de los materiales de estimular o no el crecimiento 6seo en
su superficie.®” En este ensayo se sumergen las muestras en un fluido fisiolégico
simulado (SBF), el cual tiene una composicion idnica similar a la del plasma sanguineo
humano.”:® Durante el ensayo de bioactividad en la superficie de las muestras
bioactivas se forman estructuras apatiticas, y en algunos casos se llega a obtener una
capa rica en calcio y fosforo.®-12
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El objetivo principal de este trabajo es evaluar la bioactividad in vitro de capas de
alginato de sodio en discos de HAp.

METODOS

Obtencién de los discos

Los discos de hidroxiapatita (HAp) fueron elaborados con un polvo cubano (B1)
fabricado en el Centro de Biomateriales de la Universidad de La Habana, con un
diametro medio de particula de 8,56 um. Estos discos se confeccionaron sin aditivos
formadores de poros por prensado uniaxial empleando una presion de 4 toneladas.
Luego fueron sinterizados en un horno eléctrico de atmoésfera controlada con una
razén de calentamiento de 4 °C/min, empleando temperaturas de 900 °C y 1 200 °C
y un tiempo de 1 h. Como resultado del régimen anteriormente descrito se obtuvieron
porosidades aparentes de 20 y 40 %, respectivamente. Las dimensiones de los discos
utilizados en los experimentos fueron las siguientes: diametro = 16,2-18,8 mm;
espesor = 1,5-1,7 mm; diametro de los poros, entre 18 y 100 nm.

En los discos de hidroxiapatita el calcio y el fésforo se encuentran distribuidos
homogéneamente. Ademas, la porosidad de la hidroxiapatita permite un contacto
mayor con los fluidos biolégicos que rodean el material del implante, debido al
aumento de su area superficial.t

Obtencidn de una capa de alginato de sodio en discos de HAp

Las caracteristicas reoldgicas de la solucién acuosa de alginato de sodio (5g/L)
utilizada fueron: viscosidad aparente media de 35 mPa-s y comportamiento
seudoplastico. La infiltracion del alginato de sodio en los discos de HAp fue realizada
por el método de sobrepresion en un dispositivo con un radio del piston de 20 mm.
En los experimentos se utilizaron prensiones uniaxiales de 15,61 y 31,22 MPa
durante 1 min.

Determinacién de la bioactividad in vitro

La evaluacion de la interaccion del biomaterial con el medio fisiologico se realizé a
partir de la inmersién de muestras de hidroxiapatita y del material compuesto
estudiado en un fluido biolégico simulado (SBF por sus siglas en inglés). El SBF se
prepar6é empleando la técnica descrita por Kokubo y otros.®5#% La concentracién iénica
de la disolucién empleada en los experimentos (en mM) fue la siguiente: Nal*
=142,0; K* = 5,0; Mg?* = 1,5; Ca?" = 2,5; CI** = 147,8; HCOs'" = 4,2; HPO4+* = 1,0;
S042 = 0,5. La relacion volumen de SBF/area de biomaterial utilizada fue 10 mL/cm?.
Las muestras embebidas en la disolucion se mantuvieron en una incubadora a 37 °C
durante 6, 12 o 27 dias con el objetivo determinar cambios en su morfologia
(surgimiento en su superficie de estructuras apatiticas) y en su composiciéon
elemental.
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Equipos

La microscopia electrénica de barrido (MEB) y la espectroscopia de energia dispersiva
de rayos X (EDX) se emplearon para evaluar la bioactividad del biomaterial. En los
ensayos se utilizé un microscopio PHILIPS, Modelo XL30- ESEM, ambiental.

RESULTADOS
Caracterizacion de los discos de HAp

Los discos de HAp estudiados (con porosidades aparentes de 20 y 40 %) estaban
formados por particulas con una configuracién globular y un tamafio generalmente
inferior a 500 nm. Ademas, presentaban numerosos poros en su superficie con
dimensiones nanomeétricas o submicrométricas (figuras 1A, 2A y 3A). El andlisis
elemental mediante EDX mostré que se encontraban constituidos fundamentalmente
por los elementos calcio, fosforo y oxigeno (figura 3A), lo cual resulta tipico de las
apatitas.

Ensayo de bioactividad

La inmersién de discos de HAp, con ambas porosidades aparentes estudiadas

(20 y 40 %) en SBF durante 6 dias, redundé en cambios significativos de su
morfologia (figuras 2B y 3B). En ambos casos se apreci6 que desaparecen los poros
de la superficie de los discos de HAp. Ademas, se observo la formacion de pequerfias
particulas con una configuraciéon globular, las que formaban algunos aglomerados con
dimensiones de aproximadamente 3 mm.

Fig. 1. Morfologia (MER) de discos de HA con 20 % de porosidad aparente antes y después
de su inmersion en SBF. Tiempo de inmersign en dias: A =0,B= 6,C = 12,D = 27,
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En las muestras expuestas al SBF durante 12 o 27 dias (figuras 1C, 1D, 2C y 2D), se
aprecié un incremento en las dimensiones de los aglomerados en comparacién con el
obtenido en las ensayadas durante 6 dias (figuras 1B y 2B). Los aglomerados llegaron
a alcanzar dimensiones en el orden de 10 y 15 mm a los 12 y 27 dias de inmersion en
SBF, respectivamente.

P 2um

Fig. 2. Morfologia (MER) de discos de HA con 40 % de porosidad aparente antes y des-
pués de su inmersian en SBF. Tiempo de inmersion en dias: &4 =0, B =6, C = 12, D =27.

El andlisis elemental a nivel superficial de los discos de HAp después del ensayo de
bioactividad demostré que estan constituidos fundamentalmente por calcio y fésforo
(figura 3A y 3B), lo cual resulta tipico de las estructuras apatiticas. También en el
espectro EDX se revelaron picos que se corresponden con elementos que
originalmente no estan presentes en los discos de HAp (Na, Cl y Mg).
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Fig. 3. EDX de discos de HAp con 20 % de porosidad aparente, antes {A) v despues
de su inmersion en SBF durante 27 dias (B).

Caracterizacion de capas alginato de sodio en discos de HAp

En los discos con capas de alginato de sodio se observé una variacion significativa de
su morfologia y topografia en comparacion con el material del sustrato (figura 4A, 4B,
4C, 4D). Las particulas apatiticas de los discos de HAp no se apreciaron,
comportamiento que indica que quedaron cubiertas por la capa de alginato de sodio.
En las micrografias con menor magnificacién se divisaron algunas irregularidades en
la superficie (figura 4A y 4B), mientras que al aumentar la magnificacion se
observaron zonas con mayor homogeneidad y algunas microgrietas (figuras 4C y 4D).

Fig. 4. Maorfologia (MEB) a diferentes magnificaciones de capas de alginato de sodio en
discos de Hap con 40 9% de porosidad aparente,
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Ensayo de bioactividad de capas alginato de sodio en discos de HAp

El ensayo de bioactividad de capas de alginato de sodio en discos de HAp también
produjo cambios significativos en su morfologia y topografia (figura 5A). En dichas
superficies, de forma similar al comportamiento observado en los discos de HAp
sometidos al ensayo de bioactividad, se observo el crecimiento de particulas que
forman aglomerados. Las referidas particulas cubren todas las superficies estudiadas
(con la excepciéon de algunas microgrietas diseminadas en las superficies estudiadas)
(figura 5A). Ademas, los ensayos de EDX revelaron que las particulas depositadas
durante el ensayo de bioactividad se encuentran formadas por Ca, P, O, Cl, Mg y Na
(figura 5B). La presencia de los elementos Cl, Mg en las particulas formadas,
corrobora la deposicion de apatitas desde el SBF.
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Fig. 5. Morfalogia {MEB) v composicion elemental {EDx) de |a superficie de |a capa de
alginato de sodio en discos Hap con 40 % de porosidad aparente despueés de 27 dias
de inmersidn en SBF,

DISCUSION

Los ensayos de microscopia electronica de barrido demostraron la formacion de una
capa de alginato de sodio en discos de HAp. En general, la capa de alginato de sodio
provoco una disminucion significativa de los poros superficiales en comparacién con
los discos de HAp, comportamiento relacionado con la penetracion del referido
polimero en el material base.

El ensayo de bioactividad provocé cambios significativos en la morfologia y
composicion elemental en la superficie de las muestras de HAp con y sin capas de
alginato de sodio. Este comportamiento se encuentra relacionado con la deposicion de
uno o mas fosfatos de calcio.?* La obtencién de estructuras apatiticas y la posterior
formacion de aglomerados de estas fases ha sido reportada, tanto en la superficie de
muestras sometidas al ensayo de bioactividad como en recubrimientos obtenidos en
SBF_9,13,14

Los ensayos de EDX de las superficies sometidas al ensayo de bioactividad mostraron
la presencia CIl, Mg y Na (figuras 3B y 5B), elementos que no se encuentran dentro de
los componentes de la HAp utilizada como sustrato en los experimentos (figura 3A).
Por otra parte, dichos elementos se encuentran dentro de los componentes del SBF
empleado en el estudio de bioactividad, ello corrobora la formacién de particulas
apatiticas producto de la interaccion que ocurre a nivel superficial entre los discos vy el
SBF. Ademas, diferentes autores han reportado la presencia de estos elementos en
los depdsitos obtenidos en SBF sobre diferentes superficies bioactivas.12:15-17
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La significativa variacion de la morfologia en toda la superficie de las capas de
alginato de sodio en los discos de HAp después de su inmersion en SBF durante
6-27 dias, unida a la presencia de algunas grietas en dichas superficies (figura 5A),
debe encontrarse relacionada con la obtencion de un depdésito apatitico. La existencia
de grietas superficiales en dichas capas coincide con el comportamiento reportado
para diferentes materiales bioactivos al incrementar el tiempo de exposicion en
SBF.17-19 La deposicién de un recubrimiento apatitico sobre las capas de alginato de
sodio en los discos de HAp durante su inmersion en SBF, puede ser un indicador de
que el material compuesto desarrollado tiene una elevada bioactividad. No obstante,
es necesario realizar estudios complementarios para fundamentar la aseveracion
anterior.

La deposicion de estructuras apatiticas sobre la superficie de capas de alginato de
sodio en discos de HAp se produce debido a que algunas particulas de HAp quedan
expuestas al SBF durante el ensayo de bioactividad, lo que permite que actien como
centros de nucleaciéon de dichas estructuras. A esto se une el efecto positivo del
alginato de sodio sobre la bioactividad del material compuesto (HAp + alginato de
sodio) obtenido en la superficie de los discos estudiados.

También se demostré que los niveles de porosidad aparente estudiados en los discos
de HAp no influyen significativamente sobre la morfologia obtenida en las muestras
después del ensayo de bioactividad. Este comportamiento se observo en los discos de
HAp con y sin capas de alginato de sodio.

En general, las micrografias y los espectros de EDX realizados a los discos de HAp
después del ensayo de bioactividad corroboran el comportamiento bioactivo de esta
fase reportado por diferentes autores. En el caso de los discos de hidroxiapatita con
capas de alginato de sodio, también se demostré su comportamiento bioactivo.

Dentro de las limitaciones del trabajo, los resultados indican la factibilidad de evaluar
el material desarrollado como implante 6seo en zonas que no se encuentran
sometidas a elevadas solicitaciones mecanicas. Ademas, permiten sugerir su estudio
como posible sistema para la liberacion controlada de farmacos.
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