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RESUMEN

Los trabajos de investigacion han mostrado que implantes metalicos
fabricados de aleaciones de titanio (Ti6Al4V) recubiertos con
Cas(P0Oa4)3(OH) hidroxiapatita nanocristalina (nHA) han tenido mas
vida util que cualquier otro tipo de implante. Las caracteristicas
nanomeétricas de las nano particulas de péptido anfifilico (APnPs),
hacen que estas sean buenas candidatas para ser empleadas como
recubrimientos de los implantes metdlicos, ya que son vectores de
carga genética no virales, que pueden auto-ensamblarse en micelas
esféricas o estructuras fibrosas con cubiertas hidrofilicas y centros
hidrofébicos con soluciones acuosas y son comunmente empleadas
como transporte de medicamentos. Los APnPs contienen el péptido
acido arginilglicilaspartico (RGD), que no solo promueve la
adherencia de las células sino también otras funciones celulares
como la proliferacién celular. Debido a que no se han realizado
investigaciones en las que se empleen nano particulas de péptido
anfifilico como recubrimientos de implantes metélicos y ya que los
péptidos RGD, ofrecen una buena estrategia para controlar la
interfaz del material, se plante6 como objetivo general del presente
trabajo, la obtenciéon de recubrimientos para implantes metalicos de
Ti6Al4V que contengan hidroxiapatita nanocristalina y APnPs que
puedan mejorar la adherencia de los osteoblastos. La hidroxiapatita
obtenida fue caracterizada por las técnicas de XRD, FTIR, SEM,
TEM, ED y EDS. Se obtuvieron recubrimientos de hidrogel de
pHEMA con hidroxiapatita nanocristalina y APnPs, sobre sustratos
de Ti6Al4V. Se obtuvo la adherencia de osteoblastos y morfologia de
todos los sustratos recubiertos, obteniendo que los recubrimientos
de pHEMA+nHAl1+APnPs son los que presentan la mayor
adherencia de osteoblastos respecto a los sustratos recubiertos con
pHEMA, pHEMA+nHA1 y pHEMA+APNPSs, por lo que los implantes
metalicos de Ti6Al4V recubiertos con pHEMA+nHA1+APNPs tendran

una mejor osteointegracion.



ABSTRACT

Several studies have shown that implants made of Ti6Al4V and
coated with Cas(PO4)3(OH) nanocrystalline hydroxyapatite (nHA)
have lasted longer than any other type of implant. Amphiphilic
peptide nanoparticles (APnPs) are good candidates to coat metallic
implants due to their nanometric features. These nanoparticles are
non-viral gene delivery vectors which can self-assemble into stable
spherical micelles or fibrous structures with hydrophilic shells and
hydrophobic cores with aqueous solutions. APNPs contain the
peptide arginine—glycine— aspartic acid (RGD) which not only
promotes cell attachment but enhances other cell functions such as
cell proliferation. The general objective of this work is to obtain
coatings made of nano hydroxyapatite and APnPs, as there is no
previous research in which amphiphilic peptide nanoparticles are
used as metallic implants’ coatings and RGD peptides offer a good
strategy to control material’'s interface. Hydroxyapatite was
characterized by the following techniques: XRD, FTIR, SEM, TEM,
ED and EDS. Coatings made of pHEMA hydrogel, nanocrystalline
hydroxyapatite and APnPs were obtained over Ti6Al4V substrates.
The osteoblasts adherence as well as morphology was obtained for
all the coatings synthesized. The coatings made of
pHEMA+nHA1+APNnPs showed the greatest osteoblasts adherence
when compared with coatings obtained with pHEMA, pHEMA+nHA1
and pHEMA+APNnPs. Therefore, Ti6Al4V implants coated with
pHEMA+nHA1+APNPs will have higher osseointegration.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Durante muchos afios se ha intentado encontrar materiales mas
adecuados para la fabricacion de implantes 6seos. Con el paso de
los afos, las investigaciones realizadas han permitido establecer los
requisitos que estos implantes deben cumplir para tener el
funcionamiento deseado dentro del cuerpo humano. Primeramente,
los materiales deben tener las propiedades mecanicas adecuadas
para no deformarse durante su estadia en el cuerpo humano; asi
mismo, se busca que estos materiales puedan transmitir de manera
adecuada las cargas a los huesos a los que estan integrados. De
esta manera se buscan materiales que tengan un médulo de Young
cercano al del hueso humano (30 GPa), buena resistencia a la
deformacion permanente, buena resistencia a la fractura y buena
resistencia a la fatiga [1, 2, 3]. También se busca que estos
materiales sean biocompatibles (material que cumple su funcion sin
sufrir dafios, ni causar dafios al medio biolégico), bioactivos (material
gue produce la formacion de hueso entre el tejido y el material) y que
generen osteointegracion (conexion estructural y funcional entre
hueso vivo y la superficie del implante) [4, 5, 6]. Finalmente, se
quieren materiales resistentes a la corrosion para evitar dafios al
medio biologico. Los metales, en especial el titanio y sus aleaciones
presentan buenas propiedades mecéanicas y corrosivas para este fin
debido al enlace metalico que estos presentan [7]. Algunos
ceramicos, como el hidroxido fosfato de calcio o hidroxiapatita (HA),
tienen un moédulo de Young cercano al del hueso y buena
osteointegracion; sin  embargo, ninguno presenta buenas
propiedades mecanicas. Por otro lado, los polimeros solo presentan
un modulo de Young cercano al del hueso. Considerando estas
caracteristicas, se ha decidido que los metales, en especial el titanio
y sus aleaciones, son los materiales que cumplen con mas de los

requisitos necesarios y son por tanto los mas adecuados para la

11



fabricacion de implantes 0seos; sin embargo, la osteointegracion

sigue siendo un tema de estudio en la actualidad.

12



CAPITULO 2. ANTECEDENTES
2.1 Hidroxiapatita (HA)

A pesar de que los implantes metalicos, en particular el titanio y sus
aleaciones, tienen altas resistencias mecénicas, alta resistencia a la
corrosion y buena biocompatibilidad, éstos suelen generar poca
cantidad de hueso en su superficie y no tienen una buena
osteointegracion [8]. Estos implantes metélicos presentan altos
indices de fallas después de 10 a 15 afios de implantacion. Por
ejemplo, en los Estados Unidos, cerca del 11% de los reemplazos de
cadera y el 8% de los reemplazos de rodilla fueron revisiones de
reemplazos fallidos durante el 2003 [9]. Por esta razon, desde los
inicios de los anos 80’s los investigadores han trabajado en la
modificacion de las superficies de los implantes metalicos para
promover su osteointegracion. Una alternativa para mejorar la
osteointegracion y reducir el desgaste de los implantes 6seos es
recubrir sus superficies con materiales similares a los que se
encuentran en el hueso. Los fosfatos de calcio parecen ser buenos
candidatos para este fin, pues el 65 % de la fase mineral del hueso
esta compuesta por Cas(POa)3(OH), hidroxiapatita; sin embargo, solo
algunos de los fosfatos de calcio son Utiles debido a que su
solubilidad incrementa cuando su razén Ca/P se reduce. En la Tabla
2.1, se muestra la relacion Ca/P de los fosfatos de calcio mas

utilizados para recubrir implantes 6seos.

Tabla 2.1 Ca/P de los fosfatos de calcio mas usados para recubrir implantes

o6seos [10].

Fosfato de calcio Formula Estructura Ca/P
Brushita CaHPO4H20 Monoclinica 1.0
Monetita CaHPO4 Triclinica 1.0
Fosfato octacalcico = CasH2(PO4)s5H20 Triclinica 1.33
Fosfato tricalcico Caz(POa4): Hexagonal 1.50
Whitlockita CaisMgs(POa)12 Hexagonal 1.50
Hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH)2 Hexagonal 1.67
Fluorapatita Cai1o(PO4)sF2 Hexagonal 1.67
Cluorapatita Cai10(P0O4)sCl2 Hexagonal 1.67
Fosfato tetracalcico  CasP20¢ - 2.0

13



La hidroxiapatita, es considerada la mejor opcion para recubrir los
implantes metdlicos [11, 12]. La hidroxiapatita tiene una estructura
cristalina hexagonal con parametros de red a = 9.43 Ay c = 6.88 A
[13]. En la Figura 2.1 (A), se muestra su estructura cristalina. La
Figura 2.1 (B), muestra las posiciones teoricas de los iones en la
celda unitaria de hidroxiapatita [14].

(A)

‘_ ' Calcio (eje de tornillo)

0 Calcio (columnar)

@ Fosforo

W OH
@°
(=2 Ca (eje de tornillo)

e Ca (columnar)
® P

(B)

Figura 2.1 A) Estructura cristalina de la hidroxiapatita. B) Posiciones tedricas
de los iones en la celda unitaria de hidroxiapatita [14].
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En la Figura 2.2, se muestra el patron de difraccién correspondiente

a la hidroxiapatita estequiométrica.

[ + Hidroxiapatita
1000 T 211 = Oxido de calcio
5750 +
< : 300
s [
.g B ]
F500 o
= i 22 213
= : 3.32 31.'.'3
250 +
I Lu, ‘L\ ik
ol mJdef ; LM‘W‘ M ,m*t.,:t,m,,}.
20 25 30 35 40 45 50 55 60

20
Figura 2.2 Patrén de difraccion de hidroxiapatita estequiométrica [10].

La Fig. 2.3 muestra el espectro infrarrojo de absorcion de la
hidroxiapatita donde se observan las bandas correspondientes a los
iones PO4%, CO3* y OH-.
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Figura 2.3 Espectro infrarrojo de absorcion de la hidroxiapatita [10].

La estructura de la hidroxiapatita es muy hospitalaria al permitir la
sustitucion de todos sus iones. Las sustituciones de Ca?*, PO4* vy
OH  en la estructura generan cambios en las propiedades
(parametros de la red, morfologia y solubilidad) sin generar cambios

en el tipo de estructura.

Por ejemplo, la sustitucion del ion F por el ion OH causa una
contraccién en el eje "a" sin generar cambios en el eje "c", esto
genera incremento en la cristalinidad, incremento en el tamafio de
cristal y mayor estabilidad a la estructura. La Tabla 2.2, muestra los

parametros de red de apatitas minerales, sintéticas y bioldgicas.
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Tabla 2.2 Parametros de red de apatitas minerales, sintéticas y bioldgicas

[15].
. Maximo Parametros de red
Apatita .
Sustituto “a” “c”
Mineral
Hidroxiapatita (Holly Springs) - 9.422 6.880
Fluorapatita (Durango, Mex) F 9.375 6.880
Dahllita (Wyoming) COs 9.380 6.885
Stafellite (Staffel, Alemania) COs, F 9.345 6.880
Fosforito marino (w. USA) COs, F 9.322 6.882
Sintética (no acuosa)
OH-apatita - 9.441 6.882
F-apatita F 9.375 6.880
Cl-apatita Cl 9.646 6.771
CO:3 apatita COs 9.544 6.859
Sintética (acuosa)
OH-apatita (deficiente de Ca) HPOa4 9.438 6.882
F-apatita F 9.382 6.880
(CI,OH)-apatita Cl 9.515 6.858
COs-OH-apatita COs3 9.298 6.924
COs-F-apatita COs, F 9.268 6.924
Sr-apatita Sr 9.739 6.913
Pb-apatita Pb 9.894 7.422
Ba-apatita Ba 10.162 7.722
Biologica
COs3-OH-apatita (esmalte) HPO4, Cl, COz 9.441 6.882
F-apatita (Esmalte de tiburén) Mg, F, COs 9.382 6.880

La Tabla 2.3 muestra los efectos cualitativos de la sustitucion de los
iones Ca?*, PO4*y OH-, el signo (+) corresponde al aumento en el
parametro, el signo (-) representa reduccion en el parametro y (nc)

significa que no hay cambio en el parametro.

17



Tabla 2.3 Efectos de algunos sustitutos de Ca?*, POs* y OH" sobre los
parametros de red [15].

Sustituto Radio Parametro de red Cristalinidad
i6nico (A°) “a” “c”
Calcio, Ca®* 0.99 9.438 6.882
Estroncio, Sr?* 1.12 +) +) (nc)
Bario, Ba?* 1.34 +) +) )
Plomo, Pb?* 1.20 +) +) ¢
Potasio, K* 1.33 (nc) (nc) (nc)
Sodio, Na* 0.97 (nc) (nc) (nc)
Litio, Li* 0.68 (nc) (nc) (nc)
Magnesio, Mg?* 0.66 ) ) )
Cadmio, Cd?* 0.97 ) ) 0
Manganeso, Mn?* 0.80 ) ) )
zinc, Zn?* 0.74 +) +) )
Aluminio, Al3* 0.51 +) +) )
OH-
Fldor, F- 1.36 ) (nc) +)
Cloro, CI 1.81 +) ) (nc)
PO.3
Carbonato, COs* () (+) )
HPO4* +) (nc) (nc)

Las apatitas bioldgicas, que comprenden las fases minerales de
tejidos calcificados (esmalte, dentina, hueso), difieren de la HA pura
en estequiometria, composicion, cristalinidad y otras propiedades

mecanicas.

Las apatitas bioldgicas usualmente estan deficientes de calcio y
contienen al ion carbonato; por esta razon, se conocen como
apatitas carbonatadas. Desde los afios 80°s se han llevado a cabo
varios estudios clinicos en los que se estudia la respuesta de los

implantes metélicos recubiertos con HA.
Los reportes indican que los implantes recubiertos con HA presentan

una mejor osteointegracion con respecto a los implantes no

recubiertos.

18



En la Tabla 2.4, se muestra la comparacion en composicion,
propiedades cristalograficas y propiedades mecanicas de esmalte,

hueso y HA.

Tabla 2.4 Compaosicion, propiedades cristalograficas, propiedades
mecéanicas
de esmalte, hueso y HA [15].

Esmalte Hueso HA

Composicién (% peso)
Calcio, Ca?* 36.0 24.5 39.6
Fosforo, P 17.7 11.5 18.5
(Ca/P) molar 1.62 1.65 1.67
Sodio, Na+ 0.5 0.7 -
Potasio, K+ 0.08 0.03 -
Magnesio, Mg?* 0.44 0.55 -
Carbonato CO3?* 3.2 5.8 -
Fluor, F- 0.01 0.02 -
Cloro, CI- 0.30 0.10 -
Total inorgénico 97.0 65.0 100
Total orgénico 1.0 25.0
H20 absorbida 15 9.7

Propiedades cristalogréficas
Parametros de red
Eje-a 9.441 9.419 9.422
Eje-c 6.882 6.880 6.880
indice de cristalinidad 70-75 33-37 100
Tamafio de cristal 1300 x 250 X 25-50
300 A
Productos después del HA+TCP HA+CaO HA
sinterizado(950°C)

Propiedades mecéanicas
Médulo de elasticidad (106 MPa)  0.014 0.020 0.01
Resistencia a la tension (MPa) 70 150 100

2.1.1 Recubrimientos por Plasma Spray

La técnica de plasma spray es la mas comiunmente empleada para
la obtencién de recubrimientos de HA. En esta técnica, se genera un
arco eléctrico entre dos electrodos y se hace pasar un gas a través

del mismo.

El arco eléctrico convierte el gas en un plasma con una velocidad de
hasta 800 m/s y temperatura de 20,000°K. El polvo ceramico es
19



agregado al plasma que se encarga de llevarlo hasta el sustrato [16].

La Figura 2.4 muestra un esquema de esta técnica.

Voltaje Polvo y gas de arrastre

Recubrimiento

B e
Agua enfriadora
Electrodo Boquilla Sustrato

Aislante

Figura 2.4 Esquema de la técnica plasma spray [17].

Esta técnica presenta ciertos inconvenientes que afectan la
formacion de los recubrimientos. Primeramente, esta técnica es
dificil de montar y operar; por otro lado, es complicado recubrir
protesis metalicas con geometrias irregulares debido a que los
espesores obtenidos no son tan uniformes y superan 50 pm.
Adicionalmente, en ocasiones el polvo reacciona con el oxigeno y/o

nitrdgeno presente en el plasma [18].

También puede ocurrir la degradacion de algunos componentes del
recubrimiento debido a las corrientes y voltajes aplicados para la
formacion del plasma. Por lo anterior, es necesario explorar otros

métodos de depdsito para la formacion de recubrimientos.

2.2 Materiales nanoestructurados

Los materiales nanoestructurados son aquellos materiales cuyo
tamano de cristal se encuentra entre 1 y 100 nm (al menos en una

direccién) y contienen 10® &tomos o menos en el cllster.
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En la Figura 2.5, se muestra la comparacion entre el radio de
moléculas, nanoparticulas y material voluminoso segun el nimero de

atomos.

Namero de Radio (nm)

atomos

1

Moléculas

10 1
10:\2
10"

. Nanoparticulas
10"
10"° Voluminoso

Figura 2.5 Radio de moléculas, nanoparticulas y material voluminoso segun
el niumero de atomos en el clister [19].

Las nanoestructuras pueden ser clasificadas por sus dimensiones.
De esta manera, si se reduce una de las dimensiones a nanometros
y las otras dos se mantienen grandes, se obtiene la estructura
conocida como pozo cuantico. Si se reducen dos dimensiones y una
se mantiene grande, entonces tenemos un alambre cuantico.
Finalmente, si las tres dimensiones se reducen a nanometros, la

estructura se llama punto cuantico.

Al reducir las dimensiones de un material, las propiedades fisicas se
mantienen iguales en un inicio; sin embargo, cuando se comienzan a
alcanzar dimensiones nanomeétricas, ligeros cambios se comienzan
a experimentar. Cuando las dimensiones caen por debajo de 100
nm, los cambios observados son mas drasticos. Estos cambios se
deben a que las longitudes de los materiales son similares a las

longitudes criticas para una “nueva clase” de fenémenos fisicos.
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La Figura 2.6, muestra la generacion progresiva de estructuras

rectangulares y estructuras curvilineas.

/
(A)

Material voluminoso Pozo Alambre Punto

P
—

SagF
Material voluminoso Pozo  Alambre Punto

Figura 2.6 Generacién progresiva. A) Estructuras rectangulares. B)

Estructuras curvilineas [19].

Cuando la dimension de los materiales es menor que la longitud
critica de algun fenémeno, sus propiedades dependen de la
dispersién en la superficie de la nanoestructura, por esta razén se
busca controlar el tamafio de las nanoparticulas. Las propiedades
estructurales también cambian debido a que aumenta la energia
libre superficial, lo que provoca cambios en el espaciamiento
interatdmico de su estructura. Las propiedades mecanicas dependen
de la cantidad de defectos y cuando el tamafio de las particulas es
menor disminuye la capacidad de las nanoestructuras para tener
defectos. Las propiedades magnéticas dependen de la relacion
superficie/volumen la cual aumenta al disminuir el tamafio de las
particulas, un gran niamero de atomos se encuentra en la superficie
gque es donde se presenta un ambiente local distinto, con un
acoplamiento magnético diferente con los atomos vecinos. De esta
manera surgen fendmenos en las nanoestructuras tales como
supermagnetismo y super-paramagnetismo.
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Las propiedades Opticas (color, desplazamiento de maximos de
absorcion y emision hacia regiones de mayor energia) en
semiconductores y metales también cambian. Se dan cambios en las
propiedades electrénicas de los sistemas nanoestructurados que se

deben principalmente a efectos mecanico-cuanticos.

También cambian considerablemente sus puntos de fusion, sus
propiedades cataliticas, reactividad quimica, potencial de ionizacion,
solubilidad, etc. [19].

2.3 Nanohidroxiapatita (nHA)

Debido a que los nanomateriales presentan mejoras en las
propiedades o nuevas propiedades fisicas en comparacién a los
micromateriales y, dado que la hidroxiapatita del hueso humano es
nanométrica, los investigadores han decidido emplear

nanohidroxiapatita para el recubrimiento de prétesis metdlicas.

Al igual que la hidroxiapatita micrométrica, la hidroxiapatita
nanomeétrica esta compuesta por Caio(PO4)s(OH)2 y presenta una
estructura hexagonal con parametros de red a =9.43 Ay c =6.88 A.
A diferencia de la hidroxiapatita micrométrica, la hidroxiapatita
nanometrica presenta un tamafo de cristal inferior a los 100 nm. La
nanohidroxiapatita ha sido obtenida por diversos métodos, algunos
de estos son: separacion de fase inducida térmicamente, deposito
electroforético, tratamiento térmico, pulverizaciéon de magnetrén por
radiofrecuencia, y precipitacion [20, 21, 22]. La literatura reporta

recubrimientos de nanohidroxiapatita de 1.5 um de espesor [23].

La nanohidroxiapatita ha presentado excelentes propiedades de

citocompatibilidad con los osteoblastos; por otro lado, estudios in
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vitro e in vivo han demostrado mejoras cuando las protesis metalicas

son recubiertas con hidroxiapatita nanocristalina.

Por ejemplo, un estudio in vivo demostré6 que prétesis de tantalo
recubiertas con nanohidroxiapatita, tardaron Unicamente 2 semanas
para una completa oseointegracion, mientras que aquellas
recubiertas con hidroxiapatita de tamafio convencional requirieron de

8 semanas para completar este proceso [24].

2.4 Nanoparticulas de péptido anfifilico (APnPs)

Las nanoparticulas de péptido anfifilico, son vectores de carga
genética no virales que pueden auto-ensamblarse en micelas
esféricas o estructuras fibrosas con cubiertas hidrofilicas y centros
hidrofébicos con soluciones acuosas y son comunmente empleados
como transporte de medicamentos [25]. Las APnPs contienen el
péptido acido arginilglicilaspartico (RGD), que no solo promueve la
adherencia de las células sino también otras funciones celulares
como la proliferacion celular. Recubrir biomateriales con péptidos
RGD ofrece una buena estrategia para controlar la interfaz del
material y asi poder obtener un material bioactivo [26]. Estos
materiales de auto-ensamble son muy hidrofilicos en el exterior y por
ello pueden mejorar la mojabilidad de los materiales que recubren,
mejorando asi la adherencia de osteoblastos. La Figura 2.7, muestra

la estructura de un péptido anfifilico.
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Figura 2.7 Estructura quimica del péptido anfifilico (APnPs) [27].

La Figura 2.8 muestra el tipo de ensamble que presentan las

nanoparticulas de péptido anfifilico.

Figura 2.8 Ensamble de los péptidos anfifilicos [28].

Las esferas azules representan las colas hidrofilicas y los extremos
blancos representan las partes hidrofébicas.

2.5 Técnicas de sintesis

2.5.1 Precipitacién quimica

En una reaccion de precipitacion quimica, los reactivos (compuestos
idnicos) se disuelven para formar cationes y aniones. Uno de los
cationes se une con el anion del otro compuesto para formar un
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compuesto insoluble que finalmente precipita al fondo de la solucion
[29]. EI precipitado puede ser extraido por diversos métodos, como

decantado, centrifugado o evaporacién de la solucion.

Una solucién es una mezcla homogénea de dos o mas sustancias,
en donde una de ellas (disolvente) es el medio en el cual otra
sustancia (soluto) se disuelve. La disoluciéon de un sélido i6nico se
logra cuando se separan ciertos iones de otros de carga opuesta. El
agua es un buen disolvente, pues cuenta con un extremo positivo y

otro negativo.

Al disolver un compuesto i6nico en agua, cada ion positivo queda
rodeado por moléculas de agua con el extremo negativo orientado
hacia el ion positivo, mientras que cada ion negativo queda rodeado
por moléculas de agua con el extremo positivo orientado hacia el ion
negativo. No todos los compuestos io6nicos se disuelven
completamente en agua. Muchos sélo se disuelven en grado bajo,

mientras que otros son practicamente insolubles.

Las reglas para predecir la solubilidad de los compuestos solubles e

insolubles son las siguientes:

Compuestos solubles

e Casitodas las sales de Na*, K*, NH4*

e Sales de NOgz', ClOgz", ClOs4 y CH3CO2

e Casi todas las sales de CI, Br, I, con excepcién de haluros de
Ag+, H922+, Pb2+

e Compuestos que contienen F, con excepcion de fluoruros de
M92+, Ca2+, SI‘2+, Ba2+, Pb2+

e Sales de SO4%, con excepcion de sulfatos de Mg?*, Ca?*, Sr?*,
Ba2+, Pb2+

Compuestos insolubles
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e Todas las sales de CO3?, PO4%, C204%, CrO4%, con excepcion
de las sales de NH4" y los cationes de los metales alcalinos

e La mayoria de los sulfuros metélicos, con excepcién de las
sales de NH4* y los cationes de los metales alcalinos

e La mayoria de los hidréxidos y 6xidos metalicos, con excepcion

de las sales de NH4* y los cationes de los metales alcalinos

2.5.2 Polimerizacién por radicales libres

La polimerizacion es la reaccion quimica que consiste en la unién de

monomeros (moléculas pequefas) para la formacion de polimeros.

Las reacciones de polimerizacidon pueden clasificarse de dos
maneras: sistema de adicidon-condensacion y sistema crecimiento de
cadena-crecimiento en etapas. El sistema de adicion-condensacion
divide las polimerizaciones en dos tipos: polimerizacion por adicion y

polimerizacién por condensacion.

La polimerizacion por adicion es aquella en la que las moléculas
enteras del monémero pasan a formar parte del polimero, mientras
que la polimerizacién por condensacion es aquella en la que parte
de los monémeros se pierde en el proceso de polimerizacién. El
sistema de crecimiento en etapas divide las polimerizaciones en dos
tipos: polimerizacidén por crecimiento de cadena y polimerizacién por

crecimiento en etapas.

En una reaccion por crecimiento en etapas, las cadenas en
crecimiento pueden reaccionar entre si para formar cadenas mas
largas; por otro lado, en una polimerizacion por crecimiento de
cadena, soOlo los monémeros pueden reaccionar con cadenas en
crecimiento. La polimerizacion en cadena presenta reacciones de

iniciacién, propagacion y terminacién. La iniciacion de una
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polimerizacion en cadena puede ser inducida por calor, agentes

guimicos (iniciadores) o radiacion (ultravioleta y rayos gamma).

La polimerizacion iniciada por un iniciador radical se conoce como
polimerizacion de radicales libres, mientras que la polimerizacion
iniciada por un catiéon y un anion se conoce como polimerizacién
cationica y anionica respectivamente. La polimerizacion por radicales
libres consiste en la sintesis de polimeros a partir de monémeros

con doble enlace de carbono y radicales libres.

Como todas las reacciones en cadena, la polimerizaciébn por
radicales libres tiene etapas de iniciacion, propagacion y
terminacion. La etapa de iniciacion comienza con la separacion de
un iniciador radical comun como el Azo-Bis-IsobutiroNitrilo (AIBN),

gue se muestra en la Figura 2.9

Figura 2.9 Azo-Bis-IsobutiroNitrilo (AIBN) [30].

Estas moléculas se separan cuando se rompe uno de sus enlaces
para dar lugar a dos fragmentos llamados radicales libres, cada uno
con un electron desapareado. La Figura 2.10, muestra el proceso de

descomposicion del Azo-Bis-IsobutiroNitrilo en radicales libres.

CH, CH, CH, CH,

H3C—C—N=NT/(|3—CH3 —» HC—Ce +N=N-+ ¢C—CH,

CN CN CN CN

Figura 2.10 Descomposicion del AIBN en radicales libres [30].
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La iniciacion por descomposicibn de un iniciador puede

representarse por la ecuacion (1):

| - 2R°
1)
Donde { = iniciador

R’= radical libre de bajo peso molecular

La velocidad de descomposicion de los iniciadores depende del
disolvente y de la temperatura de polimerizacion. Una vez que se
forman los radicales libres, éstos tienden a atacar pares electrénicos

de los dobles enlaces de los monémeros vinilicos.

Asi, el electron desapareado del radical libre se acerca al doble
enlace del monémero para aparearse con uno de los electrones,
formando un nuevo enlace quimico entre el radical libre y uno de los

carbonos del doble enlace del monémero.

El otro carbono del doble enlace se queda con un electron
desapareado. La Figura 2.11, muestra la reaccion entre el radical

libre formado a partir del peréxido del benzoilo y una molécula de

etileno.
H H
H H
O N — )L
H/ \H | |
H H

Figura 2.11 Reaccidn entre un radical libre y una molécula de etileno [30].

El resultado de la reaccién es la formacion de un nuevo radical libre

(fin de la etapa de iniciacion).
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La reaccion de propagacion comienza cuando el nuevo radical libre
reacciona con otro monomero para formar otro radical libre y ésta

contindia hasta que el proceso de adicionar moléculas monoméricas

a la cadena termina.

La Figura 2.12, muestra una reaccioén de propagacion empleando el

iniciador perdxido de benzoilo.

—Cc—cC
|. H NH

H H

H H H H H H

Figura 2.12 Reaccidn de propagacion empleando el iniciador peréxido de
benzoilo [30].

El proceso de terminacion se produce cuando:

A. Se encuentran dos cadenas en crecimiento

En la Figura 2.13, se muestra la union de dos cadenas en

crecimiento.

H H H H H H H H

| | | | | | | |

~dt—C —C—C—C o e C—C—C— C—uhwx
| I I | | | | |

H H H H H H H H

H H H H H H H H

I I I I I I | I
~d—C —C—C—C—C—C—C— C—udd-

I | I | | I I I

H H H H H H H H

Figura 2.13 Unién de dos cadenas en crecimiento [30].
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B. Se da la desproporcion de dos radicales

En este caso dos cadenas en crecimiento se acercan y el electron
desapareado de una de ellas, en vez de unirse al electron
desapareado de la otra cadena, encuentra un compafero en el
enlace carbono-hidrégeno del &tomo de la otra cadena. La Figura

2.14, muestra la desproporcion de dos radicales.

R H R R H R R H R R
[ [ [ I
mcm—c|:—g—c--|- 'C—CI:—?—CHZW* —_— J=n=t=t«u::H2—t|:—c= c\ + RCH,CHZ—?—CHZW

| | H

H H H H H H H

Figura 2.14 Desproporcion de dos radicales [30].

C. Existe transferencia de cadena al polimero

En este caso reacciona un radical polimérico con una molécula u

otro radical polimérico por transferencia de un atomo de hidrégeno.

En ocasiones, el electron desapareado en el extremo de la cadena
se aparea con un electron de un enlace carbono-hidrégeno de otra

cadena polimérica.

Esto deja un electron desapareado en el medio de la cadena que no
puede formar un doble enlace terminal, pero si puede reaccionar con
una molécula de mondémero. La Figura 2.15, muestra la transferencia

de cadena al polimero [30].
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Figura 2.15 Transferencia de cadena al polimero [30].



2.5.3 Deposito por lanzamiento de gota

La técnica de lanzamiento de gota es una técnica de depdsito usada
para preparar peliculas delgadas en superficies pequeias (~1 cm?) y
requiere una muy baja cantidad de solvente. En esta técnica, una
solucion en forma de gotas es depositada en el sustrato y
posteriormente se deja secando bajo condiciones controladas
(presion y temperatura) impidiendo que la misma se derrame. Una
vez que las gotas estan depositadas sobre el sustrato, el liquido se
esparce sobre la superficie debido a las fuerzas interfaciales que
atraen a la gota hacia la parte exterior del sustrato. Cuando varias
gotas se depositan sobre la superficie del sustrato, los bordes de las
gotas entran en contacto para mezclarse y formar una gota no
circular. Las gotas no circulares tienen razones de deposito
disparejas, regiones altamente convexas, flujo de evaporaciéon mas
alto y depésitos mas densos. Las peliculas producidas por este
método no son uniformes debido a las condiciones de secado
inconsistentes y la falta de control. Estas peliculas son mas gruesas
en el centro y mas delgadas en los bordes debido a que el grosor
depende del volumen de dispersion y la concentracion de particulas,
condiciones que son facilmente manipuladas. La mayoria de las
ocasiones es deseable usar solventes que no son volatiles [31, 32].

La Figura 2.16 muestra un esquema de esta técnica.
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Figura 2.16 Técnica de lanzamiento de gota [31].

2.6 Técnicas de caracterizacion

Se utilizaron diversas técnicas de caracterizacion para obtener las
propiedades estructurales, quimicas, morfolégicas y de
biocompatibilidad de nuestros materiales.

2.6.1 Difraccion de rayos-X (XRD)

Los rayos-X son radiacion electromagnética con longitudes de onda
entre 0.1 A y 100 A. La difraccion de rayos-X es un fenémeno que
permite revelar detalles de la estructura interna de los materiales; es
decir, del ordenamiento que tienen los atomos que constituyen un
determinado material. Si el ordenamiento es de largo alcance,
decimos que se tiene un material cristalino; por el contrario, si sélo
se tiene ordenamiento de corto alcance, tenemos un material
amorfo. El difractdmetro, es el instrumento experimental que utiliza
dicho fendmeno para estudiar la estructura cristalina de los
materiales. Este dispositivo estd compuesto de un tubo al vacié en
cuyo interior se encuentra un cétodo (filamento de tungsteno) y un

anodo (blogue de cobre) entre los que se aplica una diferencia de

34



potencial entre 30 kV y 50 kV. En la Figura 2.17, se muestra

esquematicamente el proceso de difraccion de rayos-X.

Contador
electronico

Filamento
-Q'J Tubo colimador

180°

——

:}D

Muestra

Anticatodo Haz de rayos X
policristalina

L_-

Figura 2.17 Proceso de difraccion de rayos-X [33].

En este instrumento, los rayos-X son producidos en un dispositivo

como el gue se muestra-en la Figura 2.18.

Ventana de Filamento de Vidrio
berilio ~ 4f4 tungsteno
B/ |
Al transformador

/ Electrones )
Agua de / /
enfriamiento 5 A
——= ] =it
>

Blanco - J&L \\ 1j . )

| ! =
Rayos X —> w Lente de enfoque Vacio

Figura 2.18 Esquema del tubo de rayos-X [34].

El flamento es calentado por una corriente de 3 A, que genera la
emision de electrones que son rapidamente atraidos hacia el bloque
de cobre debido al alto voltaje aplicado. Estos electrones son
enfocados con la ayuda de una copa metalica que tiene el mismo
voltaje que el filamento y se encuentra alrededor del mismo. Algunos
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electrones de alta energia cinética desaceleran rapidamente
produciendo radiacion electromagnética continua. Algunos otros

colisionan con electrones de las capas mas internas de los atomos.

Cuando un electron proveniente del flamento golpea a un electron
de la capa interna del atomo de cobre, el &tomo queda en un estado
excitado debido al paso del electrén de la capa interna hacia un nivel
mas alto e incluso ionizando al atomo; posteriormente, un electron
de capa externa pasa a ocupar la vacancia dejada por el otro
electron, emitiendo radiacion caracteristica en el proceso, y dejando
al &tomo en un estado normal de energia. De este modo, el espectro
de la radiacibn emitida esta compuesto por radiacién continua y
radiacion caracteristica. Los experimentos de difraccion de rayos-X
requieren radiacién lo mas monocromatica posible; por esta razén,
se utiliza un filtro que absorbe la radiacion continua y caracteristica
no deseada. Los rayos-X filtrados se hacen incidir sobre el material
gue se desea estudiar.

La Figura 2.19 muestra el proceso de difracciéon de rayos-X en un

cristal.

1 Hazincidente Haz difractado 4.

N ————

Figura 2.19 Proceso de difraccion de rayos-X en un cristal [35].
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Estos rayos interactian con los electrones de los atomos y son
desviados de sus trayectorias originales. La difraccion ocurre cuando
la diferencia de las trayectorias de las ondas es igual a un multiplo
de la longitud de onda. En este caso se satisface la ecuacion (3) en

la condicion de Bragg:

2dsin@ =nA
(3)

Donde d = distancia interplanar
A = longitud de onda de la radiacion incidente

n = ndmero entero

Por lo tanto, se presenta interferencia constructiva y un incremento
en la intensidad del haz difractado. Cuando los atomos del material
bajo estudio presentan un arreglo periédico, su patron de difraccion
estard formado por picos de interferencia reflejados en aquellos
angulos que cumplan la condicion de Bragg. El patron de difraccion
sera caracteristico de la estructura cristalina y del tipo de atomos

gue la formen [36].

2.6.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

(FTIR)

Un enlace covalente puede ser considerado como un resorte elastico
conectado a dos pelotas (atomos). Entre mas fuerte sea el resorte,
mas rapida serd la vibracion; de esta manera, la frecuencia de
vibracion indica la resistencia del resorte y puede ser relacionada
con el tipo de enlace. En la Figura 2.20, se muestra un esquema de

las vibraciones moleculares.
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Vibraciones de tension

N N

Simétrica Antisimétrica

X
X

Vibraciones de flexion

X
<

Balanceo en plano Tijereteo en plano

<
<

Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano
Figura 2.20 Esquema de las vibraciones moleculares [37].

Todas las moléculas tienen su propia frecuencia de vibracion. Las
vibraciones de las moléculas organicas tipicas caen dentro de
diferentes rangos de frecuencias. En seguida se mencionan los
rangos de numero de onda para diferentes tipos de enlaces de

moléculas organicas:

3700-2500 cm™ para la vibracién de X-H (Xes C, N, O 0 S)
2300-2000 cm™ para la vibracién de C=X (X es C o N)
1900-1500 cm? para la vibracion de C=X (X es C, N u O)
1300-800 cm? para la vibracion de C-X (X es C, N u O)

Cuando la longitud de onda de los fotones es mayor que la de la luz
visible, pero menor que la de las ondas de microondas, éstos

reciben el nombre de radiacion infrarroja (IR).

La longitud de onda de la radiacion infrarroja va desde 700 nm a 1
mm. En la técnica de espectroscopia infrarroja se puede considerar
que los enlaces caracteristicos de las moléculas absorben cierta

longitud de onda. En la Figura 2.21, se muestra que cuando la luz
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infrarroja de longitud de onda continua pasa por la muestra, cada

filtro absorbe una longitud de onda caracteristica.

T,

Ty

Absorbancia

Muestra Longitud de onda

Figura 2.21 Luz infrarroja de longitud de onda continua pasa por la muestra,
cada filtro absorbe una longitud de onda caracteristica [37].

De esta manera, cuando un haz de infrarrojo de longitudes de onda
continua pasa por una muestra, cada enlace absorbe una longitud
de onda caracteristica y en el espectro muestra un pico de absorcion

a dicha longitud de onda.

La espectroscopia infrarroja puede ser empleada para identificar un
compuesto conocido en una muestra desconocida, estudiar la
formacion de nuevos enlaces quimicos y hacer analisis cuantitativo

para un compuesto de interés [37].
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2.6.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido es un instrumento que permite
la observacion de la superficie de sélidos en una escala micro a
nanometrica. Este equipo utiliza un haz de electrones, en lugar de
luz, para formar una imagen ampliada de la superficie de un objeto.
La Figura 2.22, muestra un esquema del microscopio electrénico de
barrido.

Haz de electrones

Lente condensador
Generador

de barrido Deflector del haz

Lente objetivo

Brazo de soporte

de la muestra
Pantalla .|

fluorescente

Detector

Figura 2.22 Esquema del microscopio electrénico de barrido [38].

El haz de electrones se genera mediante un cafidon de electrones,
gue puede ser de emisidén termoidnica o de emision de campo. En el
caso de emision termoionica, se tiene un filamento de tungsteno,
gue se mantiene a un potencial de 1 a 50 kV respecto al anodo
colocado en el cafién.

Alrededor de este filamento se encuentra el cilindro Wehnelt, que
esta cargado negativamente respecto al filamento.
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Este campo eléctrico provoca que los electrones emitidos converjan
sobre un pequefio diametro. Los sistemas de lentes magnéticas,
condensadoras y de enfoque, sirven para reducir el diametro del haz
de electrones a un tamafio final de 5 a 200 nm.

El barrido se lleva a cabo mediante los dos pares de bobinas
localizadas entre las lentes del objetivo; de esta manera, uno de los
pares desvia el haz en la direccion X y el otro lo desvia en la
direccion Y. El soporte de muestra es capaz de sujetar muestras de
varios centimetros, de moverse en las direcciones X, Y,y Z y de
rotar alrededor de cada uno de los ejes; por esta razon, las
superficies de las muestras se pueden observar desde casi cualquier

perspectiva.

Las muestras que conducen electricidad son las mas faciles de
estudiar, pues la circulacion de electrones minimiza la generacion de
carga. Se han desarrollado diversos métodos para obtener imagenes
de muestras no conductoras, siendo la mas comun el recubrimiento

de la superficie de la muestra con una pelicula metalica delgada.

Las interacciones de un soélido con un haz de electrones pueden
dividirse en interacciones elasticas (se afectan las trayectorias de los
electrones en el haz sin alterar sus energias) e interacciones
inelasticas (se transfiere al sélido una parte o toda la energia de los

electrones).

De esta manera, el soOlido excitado emite electrones retro
dispersados, electrones secundarios, electrones Auger, rayos-X y a
veces fotones de longitud de onda larga. Los electrones retro
dispersados son electrones que han experimentado numerosas

colisiones y que terminan saliendo de la superficie.
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Los electrones secundarios, que tienen energias entre 3y 5 eV, se
producen como resultado de interacciones entre los electrones de
alta energia y los electrones de la banda de conduccién del sdlido.
Estos electrones contribuyen a la formacion de la imagen.

Un rayo-X caracteristico se produce cuando un electrén incidente
choca con un electrén de las capas internas de un atomo y produce
la expulsion de dicho electron quedando el atomo en estado
excitado. En la Figura 2.23, se muestra la representacion
esquematica de la produccion de rayos-X y emisién de electrones
[38].

foton de electrén
rayos X expulsado ﬁy
4
2
electrén
incidente 4
==

Figura 2.23 Produccion de rayos-X y emision de electrones [39].

2.6.4 Espectroscopia por dispersion de energia de rayos-X

(EDS)

La espectroscopia por dispersion de energia de rayos-X es una
técnica que permite cuantificar la composiciéon elemental de una
muestra bajo estudio, analizando los rayos-X caracteristicos emitidos

por los elementos que forman el material (T), durante el proceso de
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colision del haz de electrones en un microscopio electrénico de
barrido [39].

2.6.5 Microscopia electronica de transmision (TEM)

El microscopio electronico de transmisibn ha sido ampliamente
usado en la ciencia de los materiales y la biologia debido a que los
electrones que atraviesan la muestra contienen informacion
relevante relacionada con la estructura cristalina y los estados de
enlace. La Figura 2.24, muestra el esquema del microscopio

electrénico de transmision.

Catodo

Anodo

Lente

condensadora
Brazo de soporte

de la muestra
Lente objetivo

Lupa de aumento
de la pantalla visual

Lente de
proyeccion

Pantalla visual

Figura 2.24 Esquema del microscopio electrénico de transmisidon [40].

El microscopio electronico de transmision, opera bajo el mismo
principio que el microscopio Optico, pero usa electrones en vez de
luz. Este microscopio es capaz de obtener una resolucion teérica de
0.3 nm.

La relacién entre longitud de onda A y voltaje de aceleracion V de
electrones se determina como en (4)
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lzg(nm)

(4)

Si el TEM es operado a V= 300 kV, los electrones acelerados

presentaran una longitud de onda de 0.02 A.

El TEM, al igual que el SEM, es capaz de generar el haz de
electrones por medio de emision termoionica o emision de campo.
La Figura 2.25, muestra las sefiales generadas por la interacciéon

entre el haz de electrones y la muestra.

Haz incidente

Electrones

Electrones retrodispersados

secundarios
Rayos X

Muestra

Electrones
Haz dispersados

transmitido

Figura 2.25 Interaccioén entre el haz de electrones y la muestra en el TEM [41].

Las lentes de proyeccion expanden el haz reflejado hacia la pantalla
de fésforo u otro dispositivo de visualizacion. Los aumentos del TEM
estan dados por la razén de las distancias entre la muestra y el

plano imagen del objetivo [40, 41].
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2.6.6 Difraccion de electrones (ED)

La difraccién de electrones es una técnica que consiste en hacer
incidir un haz de electrones sobre una muestra y observar el patrén
de interferencia resultante con el proposito de conocer la estructura
cristalina de la muestra. Esta técnica es similar a la difraccion de los
rayos-X o a la difraccion de neutrones. La difraccion de electrones se
realiza normalmente utilizando el microscopio electrénico de
transmision o el microscopio electrénico de barrido. En estos
microscopios, los electrones son acelerados con un potencial
electrostatico con el propdsito de obtener la energia deseada y
disminuir su longitud de onda antes de que estos interactlen con la

muestra.

La estructura periodica de un sélido cristalino actia como una rejilla
de difraccion, dispersando los electrones de manera predecible. Es
posible deducir la estructura del cristal que produce dicho patrén de
difraccién a partir del patron de difraccién observado. La difraccion
de electrones es util para el estudio de solidos cristalinos, sélidos

amorfos y la geometria de las moléculas gaseosas [40, 41].

2.6.7 Ensayo de densidad celular de osteoblastos

El ensayo de densidad celular de osteoblastos es empleado para
determinar la adherencia de osteoblastos (células por cm?). En este
ensayo se siembran osteoblastos fetales humanos (células que
forman hueso, ATCC, CRL-11372, numeros de poblacién 8-10) a
3500 células/cm? en las muestras; posteriormente, son cultivadas en
el medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Gibco/BRL,
Grand Island, NY), modificado del Basal Medium Eagle (BME) el
cual contiene vitaminas y aminoacidos, suplementado con 10% de
suero bovino fetal (FBS; HyClone, Logan, UT) y 1% de

penicilina/estreptomicina (P/S; Hyclone) bajo condiciones de cultivo
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celular estandar (37 °C, 5% CO2/95% aire ambiental) por 4 horas.
Después de este lapso, las células que no se afiaden son retiradas
con solucion salina de fosfato (PBS). Las células que se afiaden son
fjadas con 10% de solucion formalina normal (NBF; Fisher
Scientific), manchados con 4’, 6-diamidino-2-fenilindol, di clorhidrato
(DAPI; Invitrogen, Carlsbad, CA) y contadas en cinco campos de
vista aleatorios para cada muestra empleando un microscopio

fluorescente [-42].
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

3.1 Justificacion

La hidroxiapatita ha sido ampliamente utilizada para recubrir
sustratos metalicos y asi proveer mejor oseointegracion respecto a
los sustratos no recubiertos. Sin embargo, se ha mostrado que la
hidroxiapatita nanocristalina (nHA), incrementa aun mas la
osteointegracion entre el implante y el hueso natural. Por otro lado,
aunque las nanoparticulas de péptido anfifiico (APnPs), han
resultado ser un buen material como transportador de
medicamentos, se desea saber si las APnPs también pueden
funcionar como recubrimiento para implantes metalicos. Por este
motivo surge la necesidad de obtener recubrimientos para implantes
metalicos que contengan hidroxiapatita nanocristalina y APnPs. Sin
embargo, es dificil formar un material que esté compuesto
Unicamente por hidroxiapatita y APnPs, pues no es posible que las
APNPs solidifiquen debido a la alta repulsion que existe entre ellas y
gue contengan a la hidroxiapatita en su interior. De esta manera, se
necesita una base que pueda contener a la hidroxiapatita y a las
APnPs. EIl hidrogel de poli-hidroxietilmetacrilato (pHEMA) es una
buena opcion pues es un material biocompatible. Por esta razén, se
aborda el problema de estudiar la sintesis y caracteristicas de
recubrimientos de hidrogel de pHEMA con hidroxiapatita

nanocristalina y APnPs.

3.2 Objetivos

Obijetivo general

e Obtener recubrimientos de hidrogel de pHEMA con
hidroxiapatita nanocristalina y APnPs sobre sustratos de

TiGAI4V.
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Objetivos particulares:

Obtener hidroxiapatita nanocristalina por el método de

precipitacion.

Caracterizar la hidroxiapatita nanocristalina con XRD, FTIR,
TEM, ED, SEM y EDS.

Obtener recubrimientos de hidrogel de pHEMA con
hidroxiapatita nanocristalina y APnPs.

Caracterizar los recubrimientos de hidrogel de pHEMA con
hidroxiapatita nanocristalina y APnPs mediante la técnica
de adherencia de osteoblastos y SEM.
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CAPITULO 4. DETALLES EXPERIMENTALES

Se utilizé el método de precipitacion para sintetizar la hidroxiapatita
nanocristalina debido a que es un método que se prepara en fase

liquida y no requiere de altas temperaturas.

La caracterizacion de la hidroxiapatita nanocristalina se llevé a cabo
mediante: XRD (Rigaku Smart Lab, Tokyo, Japan), FTIR, SEM
(ZEISS AURIGA, Jena, Alemania), EDS (ZEISS AURIGA, Jena,
Alemania), TEM (JEOL JEM-2010; JEOL, Tokyo, Japan) y ED (JEOL
JEM-2010; JEOL, Tokyo, Japan). Por otro lado, se decidi6é formar los
recubrimientos de hidrogeles de pHEMA con HA nanocristalina y

APNPs por medio del método de polimerizacion de radicales libres.

Los recubrimientos fueron caracterizados por la técnica de
adherencia de osteoblastos y SEM (Phillips/XL30-ESEM).

4.1 Sintesis de hidroxiapatita nanocristalina (nHA)

La sintesis de la hidroxiapatita nanocristalina Cas(POa4)3(OH), se
realiz6 mediante el método de precipitacién. Los precursores usados
para la reaccion fueron; {NH4)2HPO4 (JT Baker, Center Valley, PA,
USA), NH4OH (JT Baker, Center Valley, PA, USA) y Ca(NOz3)24H20
(Fermont, Monterrey, Nuevo Lebn, México). Debido a que la HA es
proactivamente insoluble en H20, éste es un excelente solvente para
esta reaccion [42]. Por otro lado, el (NH4)2HPOs4 es un buen
candidato como fuente de iones PO4*, pues este compuesto tiene
una solubilidad de 1,310 g/L en H20 a 20°C, tiene un punto de fusion
de 155°C y contiene al ion NH4*, que tiende a formar compuestos
solubles [43, 44, 45].
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El NH4OH resulta ser una buena opcion para la obtencion de iones
OH-, pues contiene al ion NH4*. Finalmente, Ca(NO3)24H20 resulta
viable para la obtenciéon de iones Ca?*, pues éste tiene una
solubilidad de 1,210 g/L en H20 a 18°C, tiene un punto de fusion de
561°C y contiene al ion NOs?, que tiende a formar compuestos
solubles [43, 45, 46].

Se obtuvo la hidroxiapatita nanocristalina (nHA1), mediante una
solucién inicial de 410 mL de agua desionizada (dH20) y 2.4 g de
(NH4)2HPOa4. Se afiadid6 NH4OH (98 mL) lentamente a esta solucion
hasta alcanzar un pH de 9.30. Posteriormente, se preparé otra
solucibn de 45 mL de agua desionizada con 7.30 g de
Ca(N03)24H20 y se afiadié a la solucion inicial a la velocidad de 1

gota/s.

La hidroxiapatita nanocristalina (nHA2), se obtuvo mediante una
solucién inicial de 410 mL de agua desionizada (dH20) y 8.6 g de
NH4HPO4. Se afadi6 NH4OH (98 mL) lentamente a esta solucion
hasta alcanzar un pH de 9.30. Posteriormente, se preparé otra
solucibn de 45 mL de agua desionizada con 22.10 g de
Ca(NOs3)24H20 y se afiadio a la solucion inicial a la velocidad de 1

gota/s.

La precipitacion inicié desde la adicion del Ca(NO3)24H20 y continud
por varios minutos a la temperatura de 25°C. Al finalizar la
precipitacion, la muestra nHAL1 y la muestra nHA2 se centrifugaron
separadamente a 5,000 rpm durante 20 minutos. Posteriormente, se
retird la solucion del precipitado y se afiadi6 dH20. Se volvio a
centrifugar cada solucion durante 5 minutos. Una vez que la nHAl y
nHA2 fueron completamente separadas del resto de la solucién,
cada muestra fue colocada en un crisol dentro de un horno de

secado a 80°C durante 10 horas.
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4.2 Sintesis de polihidroxietilmetacrilato (pHEMA)

La solucién de polihidroxietilmetacrilato (pHEMA), se prepar6 con el
método de polimerizacion de radicales libres. En este caso, los
mondmeros con doble enlace de carbono son moléculas de
hidroxietilmetacrilato (HEMA) y el iniciador radical es el 2,2'-
Azobis(2-metilpropionitrilo) (AIBN). La Figura 4.1 muestra la
molécula de hidroxietilmetacrilato.

O

HEC%O/\/OH

CHa

Figura 4.1 Hidroxietilmetacrilato (HEMA) [47].

Una vez que se obtienen los radicales libres por la separacién del
AIBN, cada uno de éstos se acerca a un par de electrones de una
molécula de HEMA y toma uno de ellos para aparearse y formar un
nuevo radical. El nuevo radical reacciona con otra molécula de

HEMA para formar otro nuevo radical.
Este proceso se repite hasta que el radical se encuentra con otro

radical en crecimiento para formar pHEMA. En la Figura 4.2, se

muestra la molécula de polihidroxietilmetacrilato.
O O
~"0OH

CH3 n

Figura 4.2 Polihidroxietilmetacrilato (pHEMA) [48].
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Para obtener la solucion denominada pHEMA, se colocaron en un
recipiente de vidrio, 20 mL de HEMA, se afadieron 12 mL de H20 y
200 mg de AIBN. Se agitd la solucion en un vortex durante 15

minutos y se sonificé 20 minutos.

4.3 Obtencion de pHEMA+nHA1

En un recipiente de vidrio, se colocaron 20 mL de HEMA, 10 mL de
H20, 200 mg de AIBN y 800 mg de nHA1. La solucién se agité en un

vortex durante 15 minutos y se sonificé 20 minutos.

4.4 Obtencion de nanoparticulas de péptido anfifilico

(APNPS)

Las nanoparticulas de péptido anfifilico (APnPs) fueron obtenidas
por la compafiia Biomatik. En la Figura 4.3, se muestra la estructura

guimica de las APnPs.

~“’*;*“W“ﬁ‘*““ 4

HQN HN H,N HN HzN HN HzN HN

Figura 4.3 Estructura quimica del péptido anfifilico [49].
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4.5 Obtencion de pHEMA+APNPs

La solucion pHEMA+APNPs se obtuvo colocando 20 mL de pHEMA,
10 mL de H20, 200 mg de AIBN y 20 mg de APnPs en un recipiente
de vidrio. La solucién se agité en un voértex durante 15 minutos y se

sonifico por 20 minutos.

4.6 Obtencion pHEMA+nHA1+APNnPs

Se colocaron 20 mL de HEMA en un recipiente de vidrio, se
afadieron 10 mL de H20, 200 mg de AIBN, 800 mg de nHAl1 y 20
mg de APnPs. La solucién obtenida se agitdé en un vortex durante 15
minutos y se sonificd por 20 minutos. En la Tabla 4.1, se muestra la

nomenclatura de las soluciones y su composicion.

Tabla 4.1 Nomenclatura de las soluciones obtenidas.

SOLUCION HEMA  H.O  AIBn nHAl  APnPs
(mL) (mL)  (mg)  (mg) (mg)
pHEMA 20 10 200
pHEMA+nHA1 20 10 200 800
pHEMA+APNPs 20 10 200 20
pHEMA+nHA1+APNPs 20 10 200 800 20

4.7 Obtencién de recubrimientos

Se depositaron 20 pL de cada una de las soluciones pHEMA,
pHEMA+nHAl1, pHEMA+APnPs y pHEMA+nHA1+APnPs sobre
sustratos de Ti6AI4V que fueron precalentados a 180°C por 20
minutos para permitir que se llevara a cabo la polimerizacion. Los
sustratos de Ti6Al4V recubiertos fueron sumergidos en agua
desionizada para quitar todo el iniciador que no reacciond, fueron

esterilizados con 70% de etanol y secados con radiacion UV
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después de ser lavados con Solucion Salina Amortiguada por
Fosfatos (PBS), pH=7.2.

Se obtuvieron 4 sustratos de Ti6Al4V recubiertos con cada una de

las cuatro soluciones para un total de 16 recubrimientos.

4.8 Caracterizacion de nHA1

La hidroxiapatita nanocristalina nHA1, fue caracterizada mediante
difraccion de rayos-X, utilizando el difractémetro de rayos-X Rigaku
Smart Lab, para conocer sus fases cristalinas presentes. Se
obtuvieron los enlaces mediante espectroscopia de infrarrojo y
mediante microscopia electrénica de barrido, se determiné su
morfologia. Utilizando el microscopio electronico de transmision
JEOL-JEM-2010, se obtuvo su estructura cristalina, el tamafo de
cristales y las distancias interplanares. Se determiné la composicion

quimica mediante espectroscopia de energia dispersiva.

4.9 Caracterizacion de recubrimientos

4.9.1 Adherencia de Osteoblastos

La linea celular de osteoblastos fetal humana (Hfob, ATCC® CRL
11372™) fue empleada para evaluar la respuesta de los
recubrimientos a los osteoblastos. Las células Hfob fueron cultivadas
con Medio de Crecimiento de Osteoblastos (PromoCell, Alemania)
suplementado con 1% de penicilina-estreptomicina a 34°C y 5% de
COs2. En todos los experimentos se emplearon células con nimero

de pasada entre 4y 7.

Los sustratos de Ti6Al4V esterilizados y recubiertos fueron
sumergidos en medio de cultivo celular por 20 minutos a 30°C.
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Posteriormente, las células Hfob fueron sembradas en los sustratos

a 5x10* células/cm?.

Las células fueron incubadas por 3 dias para permitir la adherencia y

crecimiento en los sustratos.

El medio de cultivo celular fue reemplazado cada 48 horas. El kit de
ensayo de viabilidad celular (MTS), Promega, Madison, WI, USA, fue
empleado para determinar densidades celulares. Al final de la
incubacion, los sustratos con células fueron lavados y se les agrego

1 ml de medio celular mezclado con 200 pL de reactivo MTS.

Después de que las mezclas fueron incubadas por 3 horas, la
absorbancia del cultivo flotante en cada muestra fue tomada y
medida a una longitud de onda de 490 nm utlizando un
espectrofotometro (SpectraMax M3, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA). Se graficé una curva estandar expresando la correlacion
lineal entre diferentes densidades celulares y densidades Opticas

(R2 > 0.95) para estimar el numero de células en cada pozo.

El nimero de células fue determinado con esta curva estandar del
valor OD490. Cada recubrimiento se llevé a cabo por triplicado. Los
datos son expresados como promedio * error estandar del promedio,
S.E.M, y una prueba t de student fue usada para evaluar las
diferencias entre promedios considerando p < 0.005 como

estadisticamente significante.

4.9.2 Morfologia

Se emple6é el microscopio electronico de barrido (Phillips/XL30-

ESEM) para analizar la morfologia de los recubrimientos.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados para la hidroxiapatita
nanocristalina y recubrimientos de hidrogeles de pHEMA con hidroxiapatita

nanocristalina y APnPs.

5.1 Caracterizacion de nHA1

5.1.1 Difraccion de rayos-X

Se utilizé la técnica de difraccion de rayos-X para el analisis de la hidroxiapatita
nanocristalina, para determinar las fases cristalinas presentes en las muestras,
sus distancias interplanares, el tipo de impurezas presentes y las distorsiones
sufridas por la celda unitaria. La Figura 5.1a, muestra los patrones de difraccion
de rayos-X, obtenidos para la muestra nHA1, la muestra nHA2, asi como el
patrén de la HA correspondiente a la International Center for Diffraction Data
(ICDD). En la Figura 5.1b, se muestra el patron de difraccion de nHAL,
incluyendo los indices de Miller de los planos en los que ocurre difraccion. Se
observa que todos los picos obtenidos en los patrones de difraccion de la
muestra nHAL y la muestra nHA2, estan contenidos en el patron de HA de la
ICDD. Por esta razdn, se concluye que ambas muestras contienen HA
estequiométrica. Algunos picos presentan se encuentran desplazados con
respecto a aquellos correspondientes al patron de la ICDD; por ejemplo, el pico
211. Este comportamiento se asocia con la presencia de impurezas en las

muestras obtenidas, pudiendo ser estas impurezas CO3*.
Los picos de difraccion obtenidos son mas anchos que los correspondientes al

patrén obtenido por la ICDD, esto significa que el tamafio de cristal es menor

en las muestras sintetizadas en este estudio.
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Figura 5.1 a) Patrones de difraccion de nHA1, nHA2 y patrén ICDD. b) indices de Miller de
los planos en los que ocurre difraccion en nHAL.
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5.1.2 Espectroscopia infrarroja

Mediante espectroscopia infrarroja se determinaron los grupos funcionales en
las muestras nHA1 y nHA2. Los enlaces fueron identificados por comparacion
con el espectro infrarrojo de la HA mostrado previamente en la Figura 2.3. La
Figura 5.2, muestra los espectros de infrarrojo obtenidos para nHA1 y nHA2.
Se identificaron absorbancias correspondientes a los enlaces P-O y O-H
presentes en la HA. Asi mismo, se identificaron picos de absorbancia
correspondientes al enlace C-O del CO3z%, que pudo haberse formado por la
interaccién del CO2 del medio ambiente con los compuestos presentes en la

reaccion.

Esta impureza es causante de los desplazamientos de algunos picos
observados en el patrén de difraccion de rayos-X. Se determina entonces que

las muestras contienen también COs?-.
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Figura 5.2 Espectroscopia IR de nHA1y nHA2.
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5.1.3 Microscopia electrénica de barrido

La morfologia de nHAL, se determiné mediante microscopia electronica de
barrido. En la Figura 5.3, se muestran conglomerados de nanobarras menores
de 100 nm de longitud.

Figura 5.3 Morfologia de nHA1.

5.1.4 Espectroscopia de energia dispersiva

Se utilizé la técnica de espectroscopia de energia dispersiva para determinar la
composicion quimica de nHA1 y nHA2. La Tabla 5.1 muestra los porcentajes

atomicos de los elementos O, Ca, P, Cy B contenidos en nHAL1 y nHAZ2.

Tabla 5.1 Porcentajes atdmicos de nHA1l y nHA2.

Elemento nI-!Al_ ”*,'A?
(% atémico) (Yoatémico)

@] 57.50 52.87

Ca 17.86 15.02

P 9.26 7.41

C 4.53 12.36

B 10.86 12.34
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Las muestras contienen oxigeno, calcio, fésforo, carbono y boro. Todos estos
elementos estan contenidos en la hidroxiapatita, excepto el boro. Los
compuestos y el medio donde se llevé a cabo la sintesis no contenian este
elemento; por esta razon, se cree que los detectores identificaron algunos

rayos-X caracteristicos del carbono como rayos-X caracteristicos de boro.

5.1.5 Microscopia electronica de transmision

El tamafio del cristal y la distribucion de los planos atomicos en la nHA1, se
determinaron mediante TEM. La Figura 5.4, muestra cristales en forma de
nanobarras con un ancho aproximado de 20 nm y longitud de 40 nm.

Ty
e 3

Figura 5.4 Nano barras de 20 nm de ancho y 40 nm de longitud en nHA1.

En la Figura 5.5a) se muestra la direccion preferencial de los planos atémicos
(200), donde la linea azul paralela a los planos indica la direccion de los

mismos, mientras que la linea azul perpendicular a los planos muestra la
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distancia entre los mismos. La Figura 5.5b) muestra la distribucién de planos

atomicos a mayor resolucion.

Figura 5.5 a) Direccion preferencial (200). b) Distribucidn de los planos atémicos a mayor

resolucion.
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5.1.6 Difracciéon de electrones

La estructura cristalina y las distancias interplanares, se determinaron mediante
difraccién de electrones. La Figura 5.6 muestra el patrén de difraccion de
electrones correspondiente a la muestra nHAL. Se obtiene un patron de anillos

porque la muestra es policristalina.

Figura 5.6 Difraccion de electrones de nHA1.

En la Tabla 5.2, se muestra la indexacion del patrén de difraccion de electrones
correspondiente a la muestra nHAL. Las distancias interplanares se obtuvieron
a partir de la distancia del centro del patrén de difraccién a cada uno de los

anillos correspondientes.
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Tabla 5.2 Indexacién del patron de difraccion de nHA1.

d
Anillo ICDD por XRD (A°) por TEM (A°) Error (%) hkl
1 3.170 3.187 0.53628 102
2 2.814 2.855 1.45700 211
3 2.631 2.538 3.53478 202
4 2.065 2.099 1.64649 113
5 1.722 1.710 0.69686 004
6 1.335 1.335 0.96439 512

5.2 Caracterizacion de recubrimientos

5.2.1 Adherencia de osteoblastos

La Tabla 5.3 muestra los resultados obtenidos de las pruebas de adherencia de

osteoblastos.

Tabla 5.3 Resultados obtenidos de las pruebas de adherencia de osteoblastos.

pHEMA pHEMA+APnPs pHEMA+nHAl1 pHEMA+nHA1+APNnPs
Promedio 65300 53244.44 59422.22 75788.89
(células/cm?)
Desviacion 833.1111 3518.242 1926.489 1694.727
estandar
T de student vs - 0.017095 0.017142 0.002385
pHEMA
T de studentvs  0.017095 - 0.057323 0.002228
Phema+APnP
T de studentvs 0.017141 0.057324 - 0.000450

Phema+HA

Utilizamos 3 muestras para cada condicion y p < 0.005. En la Figura 5.7, se

muestra una gréafica con el promedio de las células por cm? y sus respectivas

desviaciones estandar.
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Figura 5.7 Densidad de osteoblastos en recubrimientos con pHEMA, APnPs y nHA1. Las
barras de error representan las desviaciones estandar.

Los recubrimientos con pHEMA+nHA1+APnPs incrementaron la adherencia
celular de manera estadisticamente significativa (El valor de p de la prueba t de
student es menor que 0.005). Estos resultados mostraron la primera evidencia
de wuna mayor adherencia de osteoblastos en recubrimientos de
pHEMA+nHA1+APnPs comparado con recubrimientos de pHEMA,
pHEMA+nHAl y pHEMA+APNPSs.

Esta investigacién mostrd por primera vez que la adicion de nano HA y APnPs
a un hidrogel como el pHEMA incrementa de manera significativa la adherencia
de osteoblastos. Es importante sefialar que la adicién individual de ambos
componentes (ya sea nHA o APnPs) no increment6 la adherencia de
osteoblastos. Esto indica que hay interacciones entre la nano HA y las APnPs
gue necesitan ser estudiadas con mayor profundidad. Aunque no se determiné
en esta investigacion, es plausible que las APnPs fueron incrustadas en el
pHEMA; esto provocé que las APnPs no pudieran interaccionar con los
osteoblastos para promover la adherencia de estos. Ademas, a diferencia de
otros estudios, es posible que sélo una baja concentracion de nanoparticulas
de HA fue expuesta para promover la adherencia de osteoblastos. Sin

embargo, de manera colectiva las nanoparticulas de HA pudieron haber sido
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recubiertas con las APnPs, promoviendo asi la exposicion superficial del RGD
(y la bioactividad) en las APnPs, hecho que promueve la adherencia de

osteoblastos.

Los mecanismos que producen una mayor adherencia de osteoblastos
necesitan ser elucidados con el fin de optimizar los resultados. Es posible que
mecanismos adicionales alteren la energia de superficie, la cual puede cambiar
la absorcion inicial de proteinas, y alterar la adherencia de osteoblastos. Este
mecanismo ha sido elucidado cuando se afladen nanoparticulas a hidrogeles,
lo cual incrementa la hidrofilia y consecuentemente la absorcidén vitronectina,

comunmente asociada con mayor adherencia de osteoblastos.

Es claro que la adicion de nano HA y APnPs al pHEMA es una forma sencilla

de promover la adherencia de osteoblastos en un material inyectable.

5.2.2 Morfologia

La morfologia de los recubrimientos se obtuvo mediante microscopia
electréonica de barrido. En general se observan areas uniformes y algunas
pequefias particulas sin cambios morfologicos en funcién de los componentes
de los recubrimientos. Por otro lado, se observa que todos los recubrimientos

cubren sus respectivos sustratos.

La Figura 5.8, muestra la morfologia del recubrimiento con pHEMA a baja y alta

resolucion por SEM.
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Figura 5.8 Morfologia del recubrimiento con pHEMA. a) Bajay b) Altaresolucién por
SEM.

En la Figura 5.9, se muestra la morfologia del recubrimiento pHEMA+APNPs a

baja y alta resolucion por SEM.
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Figura 5.9 Morfologia del recubrimiento con pHEMA+APNPs. a) Baja y b) Alta resolucién
por SEM.

La Figura 5.10, muestra la morfologia del recubrimiento con pHEMA+nHA1 a
baja y alta resolucién por SEM.
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Figura 5.10 Morfologia del recubrimiento con pHEMA+nHA1. a) Baja y b) Alta resolucién
por SEM.

En la Figura 5.11, se muestra la morfologia del recubrimiento con
pHEMA+nHA1+APNPs a baja y alta resolucioén por SEM.
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Figura 5.11 Morfologia del recubrimiento con pHEMA+nHA1+APNPs. aA) Baja y b) Alta
resolucion por SEM.
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6. CONCLUSIONES

Se sintetizo hidroxiapatita nanocristalina por el método de precipitacion. Los
precursores (NH4)2HPO4, NH4OH, Ca(NO3)24H20 fueron empleados en la
reaccion. La caracterizacién por difraccion de rayos-X muestra que se obtuvo
hidroxiapatita nanocristalina con ciertas impurezas. Los resultados de
espectroscopia infrarroja demuestran que las impurezas corresponden a COs?.
Por otro lado, la microscopia electronica de barrido muestra que se obtuvieron
nanobarras con una longitud menor a 100 nm. La técnica de espectroscopia de
energia dispersiva indica que se obtuvo hidroxiapatita con carbono.

La caracterizacion por microscopia electrénica de transmisibn muestra que se
obtuvieron nanobarras con 40 nm de longitud y 20 nm de espesor. Finalmente,
la difraccion de electrones sirvid para demostrar que se obtuvo hidroxiapatita

nanocristalina.

Se obtuvieron las siguientes 4 soluciones, 1. HEMA con el iniciador radical
AIBN, 2. HEMA con el iniciador radical AIBN + nHA, 3. HEMA con el iniciador
radical AIBN + APnPs y finalmente 4. HEMA con el iniciador radical AIBN +
nHA + APnPs. Se recubrieron 4 sustratos de Ti6Al4V con cada una de las 4
soluciones para obtener un total de 16 sustratos recubiertos. De esta manera
se obtuvieron 4 recubrimientos con pHEMA, 4 recubrimientos con
pHEMA+nHAL, 4 recubrimientos con pHEMA+APNPs y 4 recubrimientos con
pHEMA+nHA1+APNPs.

Se midi6 la adherencia de osteoblastos de 3 recubrimientos obtenidos bajo
cada condicion. Los recubrimientos compuestos por pHEMA+nHA1+APnPs
tuvieron mayor adherencia de osteoblastos que los recubrimientos obtenidos

bajo las otras 3 condiciones.

De esta manera, se demostré por primera vez que afadir APnPs a

recubrimientos de nHA incrementa la adherencia de osteoblastos. La adicion
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de manera individual de los componentes nHA o APnPs no incrementd la

adherencia de osteoblastos.

Esto indica que hay interacciones entre la HA nanocristalina y las APnPs que
necesitan ser estudiadas con mayor profundidad. Por microscopia electrénica
de barrido se analizaron los recubrimientos obtenidos bajo cada condicion. Esta
técnica mostré que los recubrimientos cubrieron todo el sustrato y no

presentaron cambios en morfologia al cambiar composicion.
La obtencién de un recubrimiento biomimético de pHEMA+nHA+APNPs es una
propuesta prometedora para incrementar la densidad de osteoblastos y

probablemente incrementar la vida util de un implante.

Se sugiere llevar a cabo pruebas in vivo con los recubrimientos obtenidos para

tener una mejor perspectiva de los resultados obtenidos.
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7. PERSPECTIVAS

Se sugiere llevar a cabo lo siguiente en trabajos futuros:
* Variar el porcentaje en peso de nHA 'y APnPs
+ Emplear otros métodos de sintesis
* Aplicar otros tratamientos de superficie a los sustratos
 Hacer otras pruebas de caracterizacion como adherencia del

recubrimiento al sustrato
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Badgrownd: In witn and in vivo studies have shown that metallic implants coated with mano
hydroxyapatiie (HA ] reduce the time nooded for complete ssoointegration compared to metallic
implanis coated with conventional or micron-simed HA - Marcover, due to their biclogically
irspired nanomicter dimessiors, amphiphilic peptide nanaparticles (A PNPs) can also promate
asteoblast attachment and enhance cther cell fimctions if used 2s a coating materis]. Coatings
made of HA and APNPs could improve ostooblast fimctions, but have nover boen tosted.
Purpase: The objoctive of this study was to propere coatings of nanocrystalline HA and APNPs
an poly( -hydroxyothyl methacrylate) (pHEMA) coatings in onder to improve osteoblast (home-
forming colls) adbosion and cell density.

Methods: HA was synthosizod by 2 wet chomical process. Coatings were synthesized with
diifferent conditions and components.

Results: X-my diffraction infranad spectmscopy, ransmission choctron microscopy, and clectron
diffraction showed thet nanocrystalline HA was synthosirod with an expectod nano size and
shape distribution but with low impuritics. pHEMA hydrogels with HA and APNPs incroased
asteoblast densitics afier 3 duys compared to controls.
Condusien: Since coll proliferation is 2 proreguisite function for bone formation, thess results
imply that the curmont materials should be tostod for 2 wids range of orthopedic applications.
Keywords: orthopedic applications, XRD, FTIR, TEM, SEM, coll studies

Introduction

Although metallic implants, especially titanium and its alloys, have high tensile and
compressive strength, high corrosion resistance, and high biocompatibility, they do
not tend o promote the regeneration of bone at their surfaces and they do not show
an ability to support osseointegration over the long term.'” These metallic implants
shoow high failure rates after 10-15 years of implantation. For instance, in the United
States, 11% of hip replacements and 8% of knee replacements required revision in
20603.* For this reason, researchers have developed strategies for the modification of
the surfaces of metallic implants in order io promote csseointegration'** An alterna-
tive to improve osseciniegration and o reduce the wear of bone implants is io apply a

Thomas | Wabster surface coating with materials that are similar o those found in natural bone. Calcium
Fpartmant “*m%‘““ phosphates ssem to be good candidates for this purpose, as 65% of the mineral phase
Snal Cantar, Baston, of bone is composed of Ca (PO, ) (OH) (hydroxyapatite [HA]), a calcium phosphate;
B s however, only some calcium phosphates are useful for this purpose, since its solubility
Erraall th.webestarSmeu. sdu increases when itz Ca/P ratio s reduced. ™2
i s el Ivtarnatioral joursal of Manomedicies 101514 3265-3772 3265
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A short review: hydroxyapatite coatings for metallic implants
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ABSTRACT

The number of onhopedic surgenies will continue increasing over the nest decades The maost
common causes of arthopedic implant failure after implantation are infec tions, inflammatory
response, comoson, mismatch in dastic modulus stress shielding and excessive wear. To
address the problems associated with implants, different modifications related to geometry,
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mateials and surface have been dewsloped. Among the different methods, coating & an m'mhq:“u&'msmwms
effective method to improve the peformance of implant matenals. Hydrosyapatite i the matings; bycdrang patie:
best option to coat metallic implants and it has been used in dinical practice for more than  Biocompetiblty

30 years. In this artide, a comprehenshe review of recent studies has been camied out to
summarize the impact of drosyapatite on metalic implants. The antibacterial
characteristics, biodegradability, biocompatibility, comosion behavior and mechanical
properties for performance evaluation are briefly summarnized. Different effective coating
technigues and addities have been summarized. The results are wseful to produce the

coating with aptimized properties

Int roduction

Today, every country in the world is experiencing
growth in both the size and the proportion of older
persons in the population. By 2030, people aged &0
and over will increase from 1 billion in 2020 to 14
billion and they will represent 16% of the word's popu-
lation. By 2050, the world’s population of people aged
&0 years and older will double (2.1 billion). Between
2020 and 2050, the number of persons aged B0 years
or older is expected to triple to reach 426 million [1,2].
The aging of the population and the fact that patients
in their middle years are incre asingly choosing for ortho-
pedic implants due to lifestyle-related concems such as
early bumout and lack of exerdse are increasing the
number of orthopedic surgeries. In the United States,
the size of the orthopedic implant market in 2021 was
%4530 billion and is estimated to reach 56498 billion
by 2028 with joint reconstruction representing the
largest share among other product types, such as ortho-
biologics, spinal, traruma and dental implants [3]. These
implants are required to be inert to living tis sues, not cr-
cinogenic, not taxic, not dense, strong elastic, ductile,
tough, comosion resistant and must promote osteointe-
gration [4-6]. Many materials induding metals, alloys,
ceramics, polymers and composites are used in orthope-
dic appliations [Fl Among these materias, metallic
materials have shown better mechanical properies
[strength, elastic modulus dudility and toughness). The

most common metals used in orthopedic applications
are stainless steel, titanium alloys and cobalt-chromium
aloys due to their cost-effectivenes s, excellent durability
and favorable mechanical properties; on the other hand,
biodegradable metals, such 2 magnesium, iron and zinc
are wsed for temporary applications [8-13]. Although
metallic implants, especially titanium alloys have great
mechanical properties, they do not show good wear
and corrosion resistance, as well as an ability to
support ossegintegration over the long term [14]. For
this reason, it is necessary to develop novel orthopedic
implants for bone and joint replacement or to support
damaged bones [15-17). One approach to overcome
this issue is to coat the surface of the metallic implants
with functional materials that alter surface morphology
and topography, energy, charge and chemistry [18] A
good coating should have suffident adhesion strength,
high hardness, excellent osseocintegration, good osteo-
conduction, low number of cradks and no indusions.
Caddum phosphates are perfect candidates for this
purpose, since 65% of the mineral phase of bone is com-
posed of CagPO.L(OH) (hydraxyapatite [HA]), a caldum
phosphate; nevertheless, it is important to comsider that
only some caldum phosphates are useful for this
purpose, for its solubility increases when its Ca/P ratio
is lowered. Crystalline HA, which has a hexagonal crystal-
line structure, spatial group P63/m, cell parametersa= b
=942 & and = 688 & is considered the best option to
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