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RESUMEN

El envejecimiento de la poblacion mundial ha provocado el incremento de
afecciones relacionadas con la pérdida de hueso. Debido a este incremento, resulta
necesario mejorar los métodos actuales de regeneracion 0sea, avanzando hacia la creacion
de sustitutos sinteticos del hueso. En este sentido, la investigacion en ingenieria de tejidos,
se centra en la creacion de matrices tridimensionales porosas, las cuales se unen al hueso
a reparar, promoviendo la proliferacion y diferenciacion de las células necesarias para su

regeneracion.

Las cerdmicas bioactivas resultan de gran interés para la creacion de estas
matrices, ya que son capaces de unirse al hueso a reparar, promoviendo su regeneracion.
Sin embargo, la bioactividad no es la Gnica propiedad a tener en cuenta, la resistencia
mecanica, entre otras, es una propiedad fundamental, necesaria para el correcto
funcionamiento del implante. Conseguir buenas propiedades mecénicas y bioactividad

resulta complicado, ya que, generalmente, son caracteristicas antagonicas.

Con el objetivo de obtener matrices con ambas propiedades, en el presente
proyecto, se ha desarrollado una nueva metodologia, la cual permite obtener matrices
tridimensionales porosas de alta resistencia mecénica. Para ello, se ha utilizado la técnica
sol-gel, formando un nucleo poroso de Wollastonita (CaSiOs), el cual se recubre con fase
vitrea perteneciente al sistema binario CaO-P.0Os, obtenida también mediante técnica sol-
gel. Esta estructura de alta resistencia mecanica presenta un exceso de fase vitrea, por lo
que, para controlar este exceso, se vuelve a recubrir con Wollastonita, también con una
fase vitrea de Boro. Con objeto de dotar a los nucleos obtenidos de bioactividad, se realiza
un recubrimiento de Wollastonita dopada con iones Mg?* y K*, obteniendo los nticleos
finales. Los nucleos finales no mostraron bioactividad adecuada, debido a falta de control
en el exceso de fase vitrea, por lo que se desarrollé un nuevo proceso capaz de eliminar
este exceso, sumergiendo los nucleos en suero fisioldgico artificial (SFA) durante 3 dias.
Una vez eliminado el exceso de fase vitrea, se obtuvieron ndcleos de alta bioactividad, en
los que sucede un proceso ciclico de precipitacion y disolucion de hidroxioapatito. Las
muestras obtenidas a lo largo del proyecto se caracterizaron mediante Microscopia
Electrénica de Barrido con Espectroscopia Dispersiva de Energia de Rayos X (SEM-
EDX) y Difraccién de Rayos X (DRX). Por ultimo, se realizaron ensayos de bioactividad

in vitro de los nucleos finales, realizando inmersiones en SFA.



ABSTRACT

World population ageing has led to an increase in diseases related to bone loss.
Because of this increase, it has been needed to create new synthetic bone substitutes,
replacing actual bone regeneration methods. On this matter, tissue engineering research,
focuses on the creation of highly porous 3D extracellular matrix or scaffold, that bonds

to the bone, promoting bone regeneration.

Bioactive ceramics have shown as the main candidates for bone regeneration, due
to their good bioactivity properties and their biocompatibility. However, as well as
bioactivity, these bone substitutes need to have other properties, such as mechanical
strengh, among others. Having a mechanical performance similar to the bone one is

essential, but, generally, bioactivity is antagonistic to mechanical strengh.

In this project, it has been developed a new methodology, which allows the
creation of highly porous scaffolds with high mechanical strengh. These scaffolds were
created using sol-gel processing, by forming a wollastonite (CaSiO3) core, that was coated
with a layer of CaO-P20s glass. Those scaffolds had an excess of glassy phase so, to
control that excess, the high strengh scaffolds were coated with one of these phases:
wollastonite or borate bioactive glass. Moreover, to improve their bioactivity, these
scaffolds were coated with a layer of doped wollastonite, resulting in the final scaffolds.
These final scaffolds were not bioactive, because of the excess of glassy phase, so, by
soaking them in SBF for 3 days, that excees was removed, obtaining new bioactive
scaffolds. The scaffolds obtained in this project have been studied using X-Ray
Diffraction (XRD) and Scanning Electron Microscope fitted with Energy-Dispersive X-
Ray Spectroscopy (SEM-EDX). Furthermore, the bioactivity of these scaffolds has been
analyzed in vitro in simulated body fluid (SBF).



1. INTRODUCCION

1.1. Historia de los Biomateriales

A lo largo de la historia del ser humano se puede observar un claro avance en
términos tanto de longevidad como de calidad de vida. Esta evolucion, esta relacionada
con el interés de la sociedad en la mejora de la vida de las personas, que lejos de haber

cesado, estd cada vez mas a la orden del dia.

Parte de este interés puede observarse a través de la historia en la constante
busqueda de formas de reparar el cuerpo humano. Claros ejemplos de esta blsqueda,
quedan plasmados tanto en la utilizacion de técnicas incipientes de reparacion del cuerpo,
como la utilizacion de madera en la antigliedad para reemplazar tejidos dafiados debido a
enfermedades, hasta la actual utilizacion de implantes de cadera o mallas metalicas
extensibles, utilizadas para la apertura de conductos obstruidos en el cuerpo humano
(“stents”) [1].

De este interés nacié una nueva rama del conocimiento que se encarga del estudio
de materiales para aplicaciones meédicas: los biomateriales. Sin embargo, aunque la
utilizacion de materiales en aplicaciones relacionadas con la salud comienza ya en épocas
de la era cristiana o del antiguo Egipto, se considera que la investigacion planificada y
sistematica, en el area de los biomateriales, se da a partir de la segunda mitad del siglo
XX, consecuencia de los numerosos heridos ocasionados en la Il Guerra Mundial [2].
Ademas, la revolucién de la Biologia Molecular de los afios setenta y los avances de
Gendmica y Protedmica de finales del siglo XX y principios del XXI, ocasionaron una
nueva revolucion en el disefio y utilizacion de biomateriales, que se tradujo en un
incremento considerable de los estudios relacionados con esta materia 'y, en consecuencia,
la creacion de numerosos equipos y departamentos especializados. Por ejemplo, solo en
Estados Unidos, se pasé de la presencia de solo 12 departamentos de ingenieria biomédica
en 1975, a méas de 75 departamentos en 2009 [1].

Para entender de una mejor forma la evolucion de los biomateriales, estos se
dividieron en tres generaciones. Esta division no se ha de interpretar como un orden
cronoldgico sino como uno conceptual, cada generacion responde a una evolucién en las
propiedades y requerimientos de los biomateriales, de modo que una generacion no

desplaza a la anterior, como ocurre en clasificaciones clasicas, sino que todas siguen



teniendo sus aplicaciones especificas y siguen en desarrollo. Profundizando maés en estas
generaciones, se tiene, en la primera generacion, a materiales “bioinertes”, en ellos se
busca una serie de caracteristicas fisicas, a la vez que reducir a la minima expresion
posible la respuesta inmune del organismo. En la segunda generacion se encuentran
materiales “bioactivos”, en los que se busca una respuesta bioldgica, una union del tejido
al material, asi como una posterior degradacion de este, dejando paso a nuevo tejido sano.
Por ultimo, a la tercera generacion pertenecen nuevos materiales, capaces de estimular

respuestas celulares especificas a nivel molecular [3].

El desarrollo de materiales incluidos en estas tres generaciones ha permitido que
afecciones que antes parecian incurables, se presenten como problemas rutinarios, todo
gracias a los éxitos logrados en el campo de la cirugia y a los avances en ingenieria de
tejidos [4].

1.2. Ingenieria de Tejidos

El envejecimiento de la poblacibn mundial trae consigo una serie de
consecuencias relacionadas con la pérdida de hueso. La principal enfermedad referida a
este fendmeno seria la osteoporosis, causada por un desbalance entre la reabsorcion y la
formacion de hueso, produciéndose una reduccion de la densidad y la resistencia del
mismo [5]. Solo en Reino Unido, se datan aproximadamente 150.000 fracturas por afio
debidas a la osteoporosis [6]. Ademas, no solo estd la osteoporosis como causa de la
pérdida de hueso, los traumatismos, las infecciones o la artritis son también relevantes en
este aspecto. Todos estos fendmenos hacen que sea necesario adoptar diferentes

estrategias para conseguir reparar el hueso dafiado.

Como métodos generalizados de regeneracion 0sea se encuentran, actualmente,
los injertos de hueso y trasplantes de células, ya sean del propio paciente (aut6logos), de
un donante (alogénicos) o de otra especie (xenogénicos). Sin embargo, estos procesos
tienen una serie de desventajas, como: una fuente insuficiente de hueso o celulas,
problemas relacionados con morbilidad en el sitio donante o, si el injerto es de un donante,
problemas relacionados con la transmision de enfermedades, el rechazo del trasplante o

la reabsorcién del mismo [5,6].
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Debido a las restricciones antes comentadas, los métodos actuales de regeneracion
0sea necesitan avanzar hacia la creacion de sustitutos sintéticos del hueso, que imiten su
estructura original, de forma que la respuesta biol6gica y mecénica del sustituto promueva
la regeneracion del hueso dafiado. La ingenieria de tejidos responde a esta necesidad,
aunando conocimientos de distintas ramas, como pueden ser la ciencia de materiales, la
quimica, la biologia o la medicina. Con la union de estas ramas del conocimiento se busca
desarrollar un tejido viable para la implantacion en el cuerpo humano, cuyo objetivo es
mantener o recuperar la funcionalidad perdida [3]. En este sentido, para optimizar los
resultados obtenidos, ha sido imprescindible ampliar los conocimientos sobre fisiologia

0sea, siendo necesario descartar la vision del hueso como estructura inerte.

1.3. Fisiologia Osea

El esqueleto 6seo presenta un papel fundamental en el cuerpo humano, siendo sus
principales funciones las de proteccion de 6rganos vitales, almacenamiento de minerales,

factores de crecimiento y proteccion la medula 6sea roja.

En el hueso humano se pueden identificar una parte organica y otra inorganica.
Esta primera, conocida como matriz organica o sustancia osteoide, representa
aproximadamente el 35% del peso 6seo, compuesta principalmente por proteinas, siendo
el colageno el principal componente. La parte inorganica del hueso, esta formada por una
fase mineral compuesta por fosfatos célcicos en forma de microcristales de hidroxiapatita
(HA, Cal0(PO4)6(OH)2) [7]. Esta parte mineral del hueso cumple dos funciones
principales, mecanica y homeostatica. Los cristales de apatito refuerzan la matriz de
colageno, dandole resistencia y rigidez al hueso, ademas de servir de almacenamiento

para iones fundamentales, como pueden ser los iones de Ca?*, Mg®* 0 PO4* [8].

Como ultimas consideraciones sobre la fisiologia del hueso, es necesario entender
que el hueso no es un material compacto y uniforme, sino que esta formado por una capa
externa de mayor densidad y resistencia llamada hueso cortical, que rodea a un tejido
poroso menos denso, llamado hueso trabecular. Esta porosidad presente en el hueso es
fundamental, ya que permite el acceso de los fluidos corporales y las células a las

diferentes zonas del tejido 6seo, ademas de provocar una anisotropia mecanica [9].
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El entendimiento de todos estos aspectos ha permitido el avance del disefio de
biomateriales, de modo que se busca que estos materiales se asemejen lo méaximo al hueso
real y a su comportamiento. Un claro ejemplo de esto son los denominados “scaffolds”,
estructuras soporte que se inspiran en la estructura del hueso trabecular y que sirve de

base para la elaboracidn de biomateriales de tercera generacion.

1.4. Scaffolds

Los scaffolds son los pilares de la ingenieria tisular centrada en el sistema 6seo.
Estos scaffolds son matrices tridimensionales biodegradables cuyo objetivo es servir de
soporte para las células osteogénicas. Su funcion es unirse al tejido a reparar,
promoviendo la proliferacion y diferenciacion de las células necesarias para su
regeneracion. A su vez, el scaffold debe degradarse, dando paso a nuevo tejido sano
[6,10].

Como primer requerimiento de un scaffold, se encuentra la biocompatibilidad. El
scaffold debe actuar de soporte para una actividad celular normal, sin producir ningun
efecto toxico. Ademas, debe ser osteoinductivo, de modo que las células puedan adherirse
a él, proliferando y formando una matriz extracelular; y osteoinductor, induciendo la
formacion de hueso mediante sefializacion molecular y reclutamiento de células

progenitoras [11].

Las propiedades mecénicas del scaffold deben ser similares a las del hueso del
paciente, transmitiendo la carga de una forma eficiente. Existe una gran variedad de
propiedades mecanicas entre los distintos elementos que conforman el sistema
esquelético humano, por lo que el estudio del comportamiento mecanico del scaffold es
fundamental [11].

Ademas de resistencia mecanica, para la supervivencia de las células, se necesita
una correcta difusion de nutrientes esenciales y oxigeno, es decir, se requiere una
vascularizacion de la zona. Para ello, los scaffolds deben presentar una porosidad
interconectada, siendo 200-350 pm el rango 6ptimo de tamafio de poro. También se ha
demostrado que son importantes las porosidades tanto a nivel macroscopico como a nivel
microscopico. Sin embargo, la presencia de porosidad reduce las propiedades mecanicas
de los scaffolds, ademés de complicar su disefio [11].
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En cuanto a la regeneracion ésea, en las Ultimas décadas, la investigacion sobre
biomateriales se ha centrado en la aceleracion del proceso de generacion del hueso,
buscando una regeneracion del hueso dafiado desde el momento de la implantacion del
material. Para ello, el estudio exhaustivo de la superficie del scaffold es fundamental, ya
que es la primera parte que entrard en contacto con el cuerpo del paciente. Las
modificaciones en la superficie del material seran fundamentales para obtener una

bioactividad y osteoconductividad adecuadas [12].

La biorreabsorbilidad se presenta como Ultima caracteristica fundamental de los
scaffolds. Se debe obtener un material que se degrade in vivo de una forma controlada,
creando un espacio para el crecimiento del nuevo hueso [11].

Otra funcion a tener en cuenta es la utilizacion de scaffolds para la aplicacion
regulada de medicamentos en la zona afectada. De este modo, se pueden administrar
antibidticos para evitar infecciones o se pueden administrar sustancias que favorezcan la

regeneracion del hueso. [13,14].

Para cumplir con las necesidades anteriormente mencionadas, es necesario que el
scaffold induzca la proliferacion y diferenciacion de las células madre mesenquimales,
ademas de crear una unién al hueso [15,16]. En este sentido, los principales candidatos
son los polimeros, composites y bioceramicas, siendo estas Gltimas objeto de estudio de

este proyecto.

1.5. Bioceramicas

Desde el descubrimiento del 45S5 Bioglass por parte del profesor Hench en 1969,
las bioceramicas se han convertido en la base de la investigacion de materiales para
regeneracion Osea. Este material es considerado el primero perteneciente a la tercera
generacion, ya que se probd que ademas de obtenerse una fuerte union tejido-implante,
también se consiguio una activacion genética que ocasionaba una respuesta beneficiosa a

nivel celular [17].

El término bioceramica auna no solo a los materiales ceramicos, sino que se refiere
a todos los vidrios, cerdmicas y vitrocerdmicas que se usan a modo de implante [18]. En
cuanto a las biocerdmicas de tercera generacion, estas se caracterizan por presentar una

fuerte union al hueso, gracias a la aparicion en su superficie de una capa de hidroxiapatito

13



(HA), similar al HA del hueso [19]. Ademas de unirse al hueso, estos implantes
promueven la generacion de nuevo tejido a lo largo de la superficie del material, es decir,
son osteoconductivos. Algunos de ellos incluso pueden ser osteoproductores, estimulando

la proliferacion de células en lugares distintos de la zona del implante [20,21,22].

1.5.1. Tipos de Bioceramicas

Dentro de las cerdmicas bioactivas, se puede hacer una division en funcion de que

material forma la base de la ceramica:

e Bioceramicas basadas en silicatos: la joya de la corona de estos materiales es el
vidrio 45S5. Basandose en la investigacion de la union de este material al hueso,
se pudo observar el rol fundamental del silicio en la formacion de la capa
superficial de HA. No solo resulta interesante la formacion de esta capa de HA,
sino que a este proceso le sigue la proliferacion y diferenciacién de las células
osteoprogenitoras. Aunque la bioactividad del vidrio 45S5 se presenta como el
estandar, sus limitaciones, como pueden ser su dificil procesabilidad o baja
degradabilidad, hacen que otros materiales basados en silicatos estén cobrando
mas importancia [23].

e Bioceramicas basadas en boratos: las recientes investigaciones sobre vidrios
basados en boro han demostrado la aparicion de la capa de HA en un proceso
similar al que ocurre en las bioceramicas basadas en silicatos. Ademas, estos
vidrios también ayudan a la diferenciacion y proliferacion de células. EI control
sobre su degradabilidad hace de estos materiales un gran sujeto de estudio
actualmente, si bien es necesario estudiar la toxicidad del boro que se libera al
organismo [23].

e Bioceramicas basadas en fosfatos: estos materiales resultan interesantes por la
similitud de sus componentes con los de la fase mineral del hueso. La afinidad
quimica y la capacidad de controlar su solubilidad son sus principales ventajas
[23], ademas de que se ha demostrado que los fosfatos célcicos inducen una
respuesta celular favorable que promueve la formacion de hueso [24,25].

1.5.2. Desarrollo de Bioceramicas

A la hora de obtener un scaffold de un material bioceramico se pueden seguir

diferentes métodos. El principal modo de obtencion de bioceramicas es la formacion de
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particulas o fibras, utilizando un método tradicional de procesado de ceramicas y vidrios,
para posteriormente darle la forma deseada utilizando un molde. El proceso se finaliza
uniendo las particulas, ya sea mediante un tratamiento térmico o utilizando otros
materiales que actien a modo de nexo [23]. Esta forma de obtener el scaffold presenta
una serie de desventajas, como dificultad para obtener un tamafio de poro adecuado o

conseguir una correcta conectividad entre poros [23].

Otra forma basica de obtener bioceramicas es mediante la técnica sol-gel,
empleada en el desarrollo de este proyecto, en la que se obtiene una disolucion donde los
precursores sufren una reaccién polimérica formando un gel. Si bien la técnica sol-gel
requiere una menor temperatura de sinterizado, los procesos de secado y condensacion
hacen que las bioceramicas finales presenten una serie de grietas que pueden
comprometer su resistencia mecanica. Sin embargo, las ventajas que presenta son
significativas, presentando las biocerdmicas obtenidas mediante sol-gel una
nanoporosidad inherente, ademas de un area superficial dos érdenes de magnitud mayor
que la de las bioceramicas obtenidas por otros métodos. Ademas, se ha probado que se
degradan de forma mas rapida y presenta una mejor bioactividad, formando la capa de
HA mas rapidamente que las bioceramicas con misma composicion obtenidas mediante

el método antes comentado [18,22].

Estos son los dos principales métodos de procesado de biocerdmicas, aunque no
son los unicos, la pulverizacion catddica o la ionizacion por electrospray, entre otros, son
métodos mas innovadores y complejos que han aparecido en los Gltimos afios, pudiendo

resultar interesantes en el futuro [26].

1.6. Proceso Sol-Gel

La sintetizacion de materiales inorganicos mediante la técnica sol-gel comenzé a
mediados del siglo XIX, gracias a los estudios realizados por Ebelman y Graham. Como
resultado de sus investigaciones se observo que la hidrolisis del TEOS (Si (OC2Hs)s) en
condiciones acidas, promovia en la obtencion de SiO2 en forma vitrea [27]. Sin embargo,
no fue hasta los afios treinta que finalmente se aceptd, principalmente gracias al trabajo
de Hurd, la teoria de que la estructura de los geles de silice consistia en un esqueleto

polimérico (basado en &cido silicico) que encapsulaba una fase liquida [28].
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Mas tarde, entre los afios cincuenta y sesenta, Roy y colaboradores aprovecharon
el potencial del sol-gel, por el cual se podian alcanzar grades niveles de homogeneidad
quimica en los geles coloidales, para desarrollar gran cantidad de nuevas cerdmicas que
no se podian conseguir mediante los métodos tradicionales que utilizaban polvos
ceramicos [29]. No obstante, no fue hasta la mitad de los afios setenta, que se realizé una
de las investigaciones mas relevantes, en la que se demostrd que se podia producir geles
monoliticos a temperaturas bajas. [30]

El proceso sol-gel, como su propio nombre indica, consiste en la formacién de un
sol (dispersion de particulas coloidales en fase liquida que son suficientemente pequefias
para permaneces suspendidas por movimiento Browniano) y su posterior gelificacion y
densificacion. La gelificacion del sol da como resultado un gel, siendo este un solido
consistente en al menos dos fases: una fase sélida que atrapa e inmoviliza a una fase
liquida. [29]

Los pasos seguidos para la realizacion de materiales cerdmicos mediante el

proceso sol-gel en el presente proyecto son los siguientes:

- Mezcla.
- Vaciado.
- Gelificacion.

- Secado.

El proceso de mezclado se puede llevar a cabo utilizando diferentes tipos de
precursores. A lo largo de esta investigacion se utilizaran precursores del tipo alcoxido,
como puede ser el ortosilicato de tetraetilo (TEOS). En esta primera etapa, el TEOS se
mezcla con agua y se hidroliza en medio acido, obteniendo como resultado acido silicico
(Figural).

OCHxCH3 OH
Hidrélisis
CH,CHO Si OCH,CH; + 4HOH = HO Si OH + 4HOCH,CH,
OH
OCH.CH3

Figura 1: Reaccion de hidrdlisis del TEOS
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Una vez formados los &cidos silicicos, estos interactian entre si mediante
reacciones de condensacién, formando enlaces Si-O-Si y liberando al medio agua o

alcohol (Figura 2).

OH OH OH OH
condensacion ‘
HO——Si OH 4+ HO——Si OH — HO Si (0] Si OH+4 H,O
OH OH OH OH

Figura 2: Reaccion de condensacion

Posteriormente, se siguen formando enlaces Si-O-Si en una reaccion de
policondensacion, dando como resultado una red tridimensional (Figura 3). EI H2O y los

alcoholes liberados durante esta reaccion permanecen en los poros de la red.

OH OH OH 0 o OH

. i | | t | |
HO—Si—O—Si—OH + 6Si(OH); ———z— HO—Sli—O—Si—O—S|i—O—Si—OH
OH OH OH O 0 OH

HO—Si—O—Si—OH

OH OH
Figura 3: Reaccion de policondensacion y formacion de la red tridimensional

Cuando se tienen suficientes enlaces Si-O-Si, estos responden en conjunto como
particulas coloidales o sol. El tamafio de las particulas del sol y el grado de

entrecruzamiento dependen principalmente del pH y de la variable R (proporcion

).

[H20]
[ Si (O CH2CH3)4]

agua/TEOS), siendo R = (

La hidrolisis se inicia a pH 7, asi que trabajando con pHs més acidos o basicos se

provocaria una aceleracion del proceso, provocando una disminucion del tamafio de
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particula. En cuanto al parametro R, se conseguiria un mayor tamafio de particula

aumentando este parametro, ya que se conseguiria una mejor hidrolisis de los monémeros.

Una vez obtenido el sol, este puede ser introducido en cualquier tipo de molde, ya
que este es un liquido de baja viscosidad. Este proceso se denomina vaciado y en el
presente proyecto se ha realizado sumergiendo esponjas de poliuretano en el sol. Este
proceso se denomina réplica de esponja de polimero, y su combinacion con la técnica sol-
gel, permite obtener una ceramica con una estructura con poros de gran tamafio

interconectados, pudiendo controlarse el tamafio de poro [31].

A medida que pasa el tiempo, se produce la gelificacion del sol, aumentando las
reacciones de condensacion, generando la red tridimensional que provoca el aumento de
la viscosidad de la disolucion hasta convertirse en un sélido (gel), que adopta la forma de

las esponjas de polimero.

Posteriormente se realiza el secado del gel, eliminando el agua presente en los
poros de la red tridimensional. Durante este proceso, se eliminan parcialmente los enlaces
silanol (Si-OH) de la superficie de la red porosa, obteniéndose un sélido de alta porosidad.
Una vez finalizado el secado, se realiza la densificacion del s6lido obtenido, aplicando

altas temperaturas al gel y obteniendo la ceramica final.

Una vez obtenida la cerdmica, resulta necesario comprobar si se ha obtenido un
material bioactivo. La principal caracteristica que deben presentar las ceramicas
bioactivas es la formacion de una capa de hidroxiapatito (HA) biol6gicamente activo en
su superficie en contacto con el suero fisioldgico artificial (SFA). Esta capa es similar
estructural y quimicamente a la fase mineral del tejido 6seo, por lo que produciria una

unién entre en implante y el tejido 6seo [19].

1.7. Mecanismo de Generacion de Apatito en Bioceramicas (Bioactividad)

El mecanismo de formacion de esta capa de HA en ceramicas fue descrito por

Hench [19] y consta de las siguientes etapas:

1. Lixiviacion e intercambio iénico de protones (H™ o H3O") del medio fisiol6gico

por iones labiles modificadores de red (Na*, K* o Ca?* entre otros).
Si—O—Na*"+ H" + OH —== Sj — OH + Na' + OH"
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Este intercambio entre protones e iones modificadores de red provoca un aumento del
pH en la interfase ceramica-disolucion, el cual puede variar en valores del rango de 9
a 10.5, segun el estudio realizado por De Aza et al. [32] en el que se realizaron
medidas de pH interfacial con un microsensor (ISFET) sobre diferentes materiales

bioactivos.

2. Reduccion de protones en la disolucion que provoca un aumento en el pH. Este
aumento del pH provoca la disolucién de la red de SiO2 en la interfase ceramica-
disolucién, formandose en consecuencia grupos silanol (Si-OH). Ademas se

pierde silice soluble en forma de Si(OH)a.
Si—0—Si + H,0 —= Si —OH + Si— OH

3. Condensacién y polimerizacién de una capa amorfa de SiO; en la superficie

OH OH OH OH
HO——Si——OH 4+ HO—Si OH — HO Si o} Si OH =+ H,0
OH OH OH OH

4. Migracion de los iones Ca?" y POs* a la superficie de la capa rica en silice,
formando una pelicula amorfa rica en CaO-P20s. Esta pelicula ir4 creciendo
debido a la captacion de mas iones Ca?* y PO4> procedentes de la disolucion.

5. Cristalizacion de la capa amorfa de CaO-P.Os debido a la incorporacion de
aniones OH,, COs*> o F de la disolucion formando carbohidroxiapatito o

fluorcarbohidroxiapatito

El mecanismo expuesto por Hench ha sido actualizado, de modo que en la
actualidad se toma como innecesaria la migracion de los iones calcio y fosfato a través de
la capa de silice amorfa (etapa 4). Ademas, se observo que las ceramicas basadas en CaO
y SiO> son capaces de formar la capa de apatito en su superficie al ser introducidas en
suero fisiologico (SFA), demostrando que las ceramicas no precisan contener fosforo en

su composicion para producir HA [33].

Kobuko et al. [34] sopesaron que los grupos silanoles proporcionaban sitios
favorables para la nucleacién y crecimiento de la capa de HA, por lo que estos serian los

responsables de la aparicion de esta capa.
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1.8. Antecedentes y Objetivos

La investigacion en bioceramicas para regeneracion 0sea es un campo en continuo
desarrollo, numerosos estudios se llevan a cabo con el objetivo de encontrar un material
Optimo para su utilizacion en implantes. Gran nimero de materiales son los candidatos,
si bien es complicado encontrar un material que cumpla todas las especificaciones
necesarias:  biocompatibilidad, bioactividad, osteoinduccién, osteoconduccion,

biodegradabilidad, propiedades mecéanicas, etc.

Como punto de partida en el desarrollo de materiales en el contexto de este
proyecto, la investigacion se centrard en conseguir una buena relacién entre propiedades
mecénicas y bioactividad, dado que esta relacion es fundamental para el adecuado
comportamiento del implante, aunque, en general, son propiedades opuestas.

Se han realizado numerosos estudios buscando obtener materiales con
comportamiento adecuado en ambas propiedades. En este sentido, recientemente Mata et
al. [35], han publicado un estudio en el que se desarrollaron scaffolds compuestos por
pirofosfato dopado con iones Mg?*, mostrando la presencia de una matriz vitrea, basada
en el sistema CaO-P.0s, que rodeaba los cristales de pirofosfato, dotando al scaffold final
de altas capacidades mecanicas. En base a este resultado, en el presente proyecto, se
emplearan vidrios pertenecientes al sistema binario CaO-P2Os para desarrollar scaffolds
de alta resistencia mecanica. Las composiciones vitreas pertenecientes a este sistema, que
se estudiaran a lo largo del proyecto, serdn CaP4O11 y CaPsO17, ya que estas
composiciones presentan una relacion Ca/P similar a la fase vitrea analizada en los
scaffolds desarrollados por Mata et al. (0.25 < Ca/P < 0.35).

En el proceso de obtencion de estos vidrios, es necesario utilizar altas
temperaturas, imposibilitando la creaciéon de un scaffold de vidrio mediante réplica de
esponja de polimero, ya que, a la hora de obtener la fase vitrea, la esponja se calcinarg,
fluyendo el vidrio, no obteniendo la forma deseada. Por lo tanto, es necesario el desarrollo
de un molde ceramico altamente poroso, que resista la temperatura de fusion de los
vidrios, y que actie como nucleo del scaffold. En este sentido, para desarrollar estos
nucleos, se empleara Wollastonita (CaSiOs), debido a que numerosas investigaciones
realizadas sobre sistemas bidimensionales de esta fase demuestran una buena
biocompatibilidad y degradabilidad, indicando que la Wollastonita tiene el potencial de

convertirse en una muy buena opcion para desarrollar scaffolds tridimensionales
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orientados a regeneracion dsea, sin embargo, esta fase presenta alta fragilidad, asi como
baja resistencia mecénica y alta disolucion ionica, caracteristicas que han condicionado
su uso [36]. De este modo, al recubrir los nucleos de Wollastonita con las fases vitreas

mencionadas anteriormente, se obtendra un scaffold con alta resistencia mecanica.

Ademés de las caracteristicas mencionadas, la Wollastonita presenta una
excelente bioactividad, tanto in vivo como in vitro [37,38,39]. Esta condicion es altamente
deseable, dado que, en base a los resultados obtenidos en el estudio de materiales basados
en pirofosfatos y fase vitrea, anteriormente mencionado, la fase vitrea inhibia la
bioactividad de las muestras. De esta forma, la presencia de Wollastonita en el nucleo, asi
como recubrimientos externos de Wollastonita dopada con iones Mg?* y K* [36],

permitira modular la bioactividad.

En base a lo anteriormente expuesto, el objetivo general del presente proyecto es
“el desarrollo y caracterizacion de estructuras porosas multicapa de alta resistencia
mecanica, basadas en las fases Wollastonita/CaP4O11/Wollastonita y Wollastonita/
CazPeO17/Wollastonita”

Con el objetivo de cumplir con el objetivo general mencionado, se han planteado

los objetivos especificos del presente proyecto:

Obtencion de nucleos de Wollastonita altamente porosos mediante técnica sol-gel
y replica de esponja de polimero.

Recubrimiento vitreo de los nucleos de Wollastonita empleando las
composiciones CaP4011y CazPeO17.

- Estudio y comparacion de las propiedades mecéanicas de los nicleos obtenidos.

- Desarrollo de estructuras soporte basadas en Wollastonita/CaP4O11/Wollastonita
y Wollastonita/ Ca2PsO17/Wollastonita.

- Desarrollo de estructuras soporte basadas en Wollastonita/CaPs011/B20O3 vy
Wollastonita/ CazPsO17/ B20s.

- Determinacion de la composicion mineralogica y microestructural de las muestras
mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM), Microanélisis de Energia
Dispersiva de Rayos X (EDX) y Difraccion de Rayos X (DRX)

- Realizacion de ensayos de bioactividad en suero fisioldgico (SFA) de las muestras
obtenidas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Preparacion de las Muestras

Como se ha descrito en secciones anteriores, las propiedades que debe reunir un
material para su empleo en regeneracion 6sea son multiples, y en muchos casos opuestas,
claro ejemplo es que el material posea alta porosidad y alta resistencia mecanica. En este
sentido, es altamente improbable que un material con una formulacion sencilla sea capaz
de cumplir todos los requisitos deseables en regeneracion Gsea. Por este motivo, en este
proyecto, se ha desarrollado una nueva metodologia para obtener materiales de alta

resistencia mecanica y con bioactividad.

En este estudio se ha desarrollado un material multicapa complejo, constituido por
un ndcleo de alta resistencia mecanica, basado, principalmente, en las fases vitreas
CaP401; (a partir de ahora P4) y Ca>PsO17 (a partir de ahora P6).

Este nlcleo, ademas de las fases vitreas antes mencionadas, estaba constituido por
una capa de Wollastonita, con la que se recubria el molde de esponja de polimero. Esta
capa de Wollastonita se obtiene por sucesivos recubrimientos de la esponja, hasta obtener
el grosor adecuado. Una vez sinterizada la esponja con la Wollastonita, se recubre con
una capa de la composicion conducente a la fase vitrea P4 o P6, segun se puede observar
en la Figura 4. Con el objeto de obtener la fase vitrea se vuelve a sinterizar, obteniendo
un nacleo preliminar, de altas propiedades mecanicas, pero con exceso de fase vitrea.
Para modular el exceso de fase vitrea, este nucleo preliminar, se vuelve a recubrir con
Wollastonita (Figura 5a) o con vidrio de Boro (Figura 5b), volviéndose a sinterizar,
obteniendo asi el nucleo final. Este nlcleo, tal como se describe en los antecedentes, no
es bioactivo, de modo que, con el objeto de dotarlo de bioactividad, se recubre de una

capa de Wollastonita dopada con iones Mg?* y K*.
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Wollastonita

- Vidrio CaO-P205

I Poliuretano Wollastonita

Sol-Gel

_"
Replica
esponja
polimero

Figura 4: Obtencion del nucleo preliminar de altas capacidades mecdnicas

a ) Wollastonita
Wollastonita | Vidrio CaO-P;0s
Wollastonita [ Vidrio CaO-P205 B Wollastonita
M Vidrio CaO-P,0s B Wollastonita

B wollastonita dopada

Sol-Gel

b ) Wollastonita

Wollastonita [ Vidrio CaO-P,05
Wollastonita B Vidrio CaO-P,0s5 M Vidrio B,Os
B Vidrio CaO-P,05 B Vidrio B203 B Wollastonita dopada

Figura 5: Distintos recubrimientos realizados a los nucleos preliminares: a) niucleo basado en
Wollastonita/CaO-P,0s/Wollastonita; b) nticleo basado en Wollastonita/Ca0O-P,0s/B,03
2.1.1. Preparacion de Nucleos de Wollastonita.

El desarrollo de este material multicapa comienza con la formacion de un nucleo
poroso de Wollastonita. Como ya se ha comentado anteriormente, estos nucleos se
desarrollaron mediate el proceso sol-gel, utilizando como precursores ortosilicato de
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tetraetilo (TEQOS, Si(OC2Hs)), cuya funcion es aportar el silicio necesario, y carbonato

calcico (CaCOs), que aportara el calcio.

Para la obtencion de 10 g de Wollastonita se tienen que aportar 19,2 mL de TEOS
y 8,6 g de CaCOs, realizdndose dos disoluciones diferentes, que se mezclan para la
obtencidn de la disolucion final. Los pasos a seguir son los siguientes:

1. Se realiza una disolucion en la que se afiaden consecutivamente los 19,2 mL
de TEOS, 5 mL de etanol y 15mL de H>0.

2. Se hidroliza el TEOS, afiadiendo 2 mL de &cido clorhidrico concentrado
(37%).

3. Finalizada la hidrolisis, se afiade CaCO3 hasta obtener un pH final entre 2 y 3,
obteniendo la primera disolucion.

4. Se realiza una segunda disolucién, mezclando el CaCOs restante con 20 mL
de H20.

5. Se afiade acido clorhidrico a esta disolucion hasta conseguir un pH, de nuevo,
deentre2y 3.

6. Esta segunda disolucion se afiade a la primera, obteniendo la disolucion final

con la que se desarrollaran los scaffold de Wollastonita.

En el desarrollo de las disoluciones es importante el control del pH, ya que con
un pH maés bésico no se podria disolver todo el CaCOs, provocando una gelificacion de
la disolucion. Trabajar con un pH acido hace que las muestras finales se degraden mas
facilmente en suero fisioldgico, pero ha de llevarse cuidado, ya que un pH demasiado

acido podria afectar a los diferentes equipos con los que se trabaja.

A partir de las disoluciones descritas, se obtienen estructuras tridimensionales,
constituidas mediante la formacion de enlaces Si-O-Si. La existencia de iones calcio,
provoca que ademas se generen enlaces tipo i6nico Si-O --Ca?*--O"-Si. Este fenomeno
permite tener una bioactividad adecuada, ya que favorece el intercambio cationico, pero
al disminuir el nimero de enlaces de interconexion Si-O-Si, ocurre una disminucion de

las propiedades mecanicas de la estructura final.

Durante el desarrollo de los enlaces Si-O-Si, antes de que el nimero de enlaces
sea elevado, provocando la gelificacién, se introducen repetidamente, en la disolucion,
esponjas de poliuretano con un tamafio aproximado de 1 cm de didmetro y 0,8 cm de

altura, que actuan de molde. Tras cada capa de disolucion es necesario centrifugar las
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esponjas, de modo que se elimine el exceso de liquido y no se comprometa la porosidad
de las muestras finales. Una vez centrifugadas las esponjas, se secaron a una temperatura
de entre 140° y 180° antes de realizar la siguiente capa. El secado permite una
densificacion de la estructura que se quiere formar, mejorando sus propiedades

mecanicas.

2.1.2. Sinterizado

Una vez las esponjas de poliuretano tienen la cantidad de formulacion suficiente
para obtener muestras con una resistencia mecanica final que permita su manejo (Figura
6), se procede a sinterizarlas. El sinterizado es un tratamiento térmico que consiste en
aplicar temperaturas que permitan eliminar el componente organico (esponjas de
poliuretano) y obtener las fases deseadas, tanto cristalinas como vitreas, sin llegar a la
temperatura de fusion de la estructura. En este proyecto se ha llevado a cabo el tratamiento
térmico descrito en la Figura 7, donde se ejecuta una primera etapa en la que se realiza
una rampa de calentamiento hasta 950° durante 55 horas, partiendo desde la temperatura
ambiente de la sala. La duracién de esta primera rampa permite que no se produzcan
excesivas fracturas en el material, debidas a una rapida condensacion, evitando asi

disminuir las propiedades mecénicas de la muestra final.

Figura 6: Esponjas de poliuretano con reactivos incorporados
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Figura 7: Proceso de sinterizado de la Wollastonita

Una vez se alcanza la temperatura de 950° esta se mantiene durante 8h,
realizandose las transformaciones de fase deseadas y alcanzando un tamafio de grano
Optimo. Como resultado del sinterizado descrito se obtuvieron los scaffolds ceramicos de
Wollastonita, que se puede apreciar en la Figura 8.

Figura 8: Scaffolds ceradmicos de Wollastonita post sinterizado

Por altimo, las muestras se enfrian hasta temperatura ambiente dentro del horno.
Con un enfriamiento lento, se evita, de igual modo que con el calentamiento lento, la
aparicion de microfracturas en el material que comprometan su resistencia mecanica final,
ademas de obtener de esta forma las fases estables a temperatura ambiente.
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2.1.3. Desarrollo de Recubrimientos Vitreos

Los nucleos de Wollastonita serviran de soporte para la estructura vitrea que se
quiere formar. El objetivo es recubrir, estos ndcleos, con vidrios de fosfato calcico, de
modo que el vidrio penetre en la estructura porosa y la dote de altas capacidades
mecénicas.

Con el fin anteriormente descrito, se desarrollaron cuatro composiciones
diferentes de vidrios: CaP4O11 (P4), Ca2PsO17 (P6) y sus equivalentes dopados con litio
(P4Li y P6Li). Este ion se utiliza en biomateriales como dopante, favoreciendo la
formacion de hueso y la angiogénesis [40,41,42]. Ademas, el litio reduciria la temperatura
de fusion de los vidrios, siendo posible formar los recubrimientos a temperaturas

menaores.

Estos recubrimientos también se realizaron mediante el proceso sol-gel, utilizando
esta vez como precursores el fosfato de tetraetilo (TEP, (C2Hs)3POs), el carbonato célcico
(CaCO:3) y el carbonato de litio (Li2COg), en las proporciones que aparecen en la Tabla
1.

TEP (mL) CaCOs (g) Li,COs (9)
P6 (Ca2Ps017) 18,94 3,72 0
P4 (CaP4011) 19,99 2,94 0
P6Li (Ca2PsO17 + Li) 18,94 3,72 0,5
P4Li (CaP4011 +L1i) 19,99 2,94 0,5

Tabla 1: Composicion de los distintos recubrimientos vitreos (Cantidades calculadas para 10 g de
composicion)

Los pasos a seguir para obtener las distintas composiciones son los siguientes:

1. Se realiza una primera disolucion donde se mezcla el TEP con 5 mL de etanol y
15 mL de agua (en ese orden).

2. Una vez mezclado todo, se hidroliza el TEP afiadiendo 2 mL de HCI concentrado
(37%).

3. Una vez finalizada la hidrdlisis, se afiade el carbonato célcico poco a poco hasta
conseguir un pH final entre 2-3, teniendo asi la primera disolucion.

4. Lasegunda disolucion se inicia afiadiendo el resto de carbonato célcico en 10 mL

de agua.
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5. A continuacion, se disuelve el carbonato afadiendo acido clorhidrico hasta
conseguir un pH entre 2-3.
6. La segunda disolucion se afiade a la primera.

En cuanto a las composiciones que contienen carbonato de litio, este simplemente
se mezcla con el carbonato célcico, ejecutando el resto de los pasos de igual forma,

afiadiendo esta mezcla en lugar de solo el carbonato célcico.

Obtenida la disolucion final, esta se calienta, generandose una clara separacion de
fases en el proceso de calentamiento. Una fase polar, de mayor densidad, donde se
encuentra el Ca?*, y otra, apolar, de menor densidad, donde se encuentra el precursor TEP
hidrolizado. Durante el proceso de calentamiento, se produce la evaporacion de los
disolventes, permitiendo que las dos fases se unan, obteniendo asi la disoluciédn final con

la composicién formulada.

Una vez se tiene la disolucion con la viscosidad deseada, se procede a sumergir
los scaffolds de Wollastonita en ella, para posteriormente secarlos a temperaturas entre
180° y 200°. Este paso se repite hasta recubrir completamente los scaffolds, no siendo
necesario centrifugar, ya que, durante la obtencion del vidrio, este penetrard en la

estructura y se adaptara a la forma porosa del ntcleo de Wollastonita.

2.1.4. Obtencién de Fases Vitreas

Una vez obtenidas las muestras recubiertas en su totalidad por las formulaciones
vitreas, es necesario realizar el tratamiento térmico conducente a la obtencion del vidrio.
Para ello es necesario realizar el estudio del diagrama de equilibrio de fases del sistema
binario CaO-P20s.

Segun la version de este diagrama ofrecida en 1967 por Kreidler y Hummel [43]
(Figura 9), las dos composiciones de vidrio que se han desarrollado, alcanzan la fase
liquida a temperaturas inferiores a 900°. Sabiendo esto, y con el objetivo de optimizar los
procesos llevados a cabo durante el desarrollo de este proyecto, se decidid utilizar la
misma rampa térmica que se utiliz6 para realizar el sinterizado de la Wollastonita (Figura
7).

Para la realizacion del estudio de resistencia mecénica se realizaron muestras con

varias capas de vidrio, de forma que se pueda estudiar como afecta la cantidad de vidrio
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en la muestra o el nimero de recubrimientos a las propiedades mecanicas. La forma de
actuar fue aportarles méas vidrio a las muestras, volviendo a realizar los pasos comentados
en el apartado 2.1.3., pero esta vez con nucleos que ya presentaban vidrio, repitiendo el

proceso hasta obtener muestras con 1,2 y 3 recubrimientos vitreos.
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Figura 9: Diagrama de equilibrio de fases del sistema binario CaO-P;0s.

2.1.5. Desarrollo de Recubrimientos Reguladores de Solubilidad

Como ya se ha comentado con anterioridad, los vidrios que se han utilizado para
recubrir los ndcleos de Wollastonita se hidrolizan rapidamente al ser sumergidos en suero
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fisiolégico, formando grandes cantidades de un precipitado blanco que enturbia y
condiciona el comportamiento del suero. Con el objetivo de solucionar esta problematica,
se decidio realizar un nuevo recubrimiento que “selle” la capa superficial de las muestras,
bloqueando asi la rapida liberacion de particulas al suero, ademas de ofrecer una

superficie susceptible de formar hidroxiapatito.

Para realizar este recubrimiento sellante se tomaron dos caminos diferentes: un
recubrimiento de Wollastonita o un recubrimiento de vidrio de Boro. El recubrimiento
con Wollastonita esta motivado al ser una fase con alto contenido de calcio, un calcio por
cada silicio (CaSiOz), siendo esta fase fuente de calcio, mientras que las fases vitreas,
deficientes en calcio, son fases receptoras de estos iones, obteniendo fases con mayor
relacién Ca/P. Por otro lado, la fase Wollastonita, ya se ha empleado en el desarrollo del
nucleo, dentro de este proyecto, por tanto, no se afiade una nueva composicion al material
final. A la hora de realizar este recubrimiento, se recubren las muestras vidriadas segin

los pasos comentados en el apartado 2.1.1., realizandose posteriormente su sinterizado.

Ademas de las fases vitreas ya descritas, se empled una fase vitrea de boro,
esperando un comportamiento complementario a las fases vitreas de fosforo, permitiendo
controlar la solubilidad, evitando la liberacion excesiva de particulas en suero fisiologico
por parte del vidrio de fosfato. La formulacion empleada esta basada en los estudios sobre
vidrios bioactivos desarrollados por Gu et al. [44]. En este sentido, para realizar el
recubrimiento, se utilizaron como precursores acido bérico (H3BO3), carbonato célcico
(CaCO0:s) y bicarbonato sodico (NaHCO3).

Vidrio de Boro
H3BOs 11,34 ¢
CaCO3 3,06 g
NaHCO3 5139

Tabla 2:Composicion recubrimiento de vidrio de Boro (cantidades
para obtener 10 g de composicion)

Para realizar el recubrimiento primero se mezclaron los precursores (Tabla 2) con
un poco de agua, obteniendo una pasta con la que se recubrieron las muestras. Una vez
recubiertas las muestras, estas se secaron y sinterizaron utilizando de nuevo la misma

rampa térmica que la de sinterizado de la Wollastonita.
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2.1.6. Desarrollo de Recubrimiento de Alta Bioactividad

Hasta el momento, el nucleo desarrollado no es de esperar que presente
bioactividad, ni con la adicion superficial de Wollastonita, ya que la funcidn de esta es
liberar calcio para modular el comportamiento de la fase vitrea en contacto con el suero.
Con la metodologia descrita, se ha proporcionado una posible solucion a la problemaética
relacionada con la rapida hidrolizacion de los vidrios de fosfato célcico, y, como Gltimo
paso a realizar en el material multicapa que se esta desarrollando, se decidié dar un ultimo
recubrimiento que fuese capaz de dotar a las muestras de una alta bioactividad. De nuevo,
el candidato elegido para esta Gltima capa es la Wollastonita, esta vez segln la
formulacién de Wollastonita dopada aportada por Ros-Téarraga et al. [36]. Esta
Wollastonita dopada presenta una gran bioactividad, llegando a formarse apatito en la

superficie del material estando sumergido en suero tan solo durante 6 horas.

La elaboracion del recubrimiento de Wollastonita dopada se realizé de forma
similar a la que se utilizd para crear los nucleos de Wollastonita (apartados 2.1.1. y
2.1.2.), pero esta vez utilizando la formulacion de Wollastonita dopada. El unico cambio
en el procedimiento es la sustitucion del carbonato célcico por una mezcla de los
precursores MgCl,, K.CO3y CaCOz (Tabla 3).

Wollastonita dopada
MgCl, 0,70 g
CaCOs 8,08 g
K>CO3 0,24 ¢
TEQOS 19,20 mL

Tabla 3: Composicion recubrimiento de Wollastonita dopada
(cantidades para obtener 10 g de composicion)

Una vez elaborada la disolucién, se le dieron 10 capas de esta a las muestras
obtenidas tras realizar los recubrimientos descritos en el Apartado 2.1.5., sinterizandose

posteriormente, obteniendo asi el material final.
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2.2. Técnicas de Caracterizacion de las Ceramicas

2.2.1. Ensayos de Resistencia Mecanica

Ya que el principal objetivo de este proyecto es lograr obtener muestras porosas
con una alta resistencia mecanica, es necesario poder caracterizar las propiedades
mecanicas de las muestras generadas para, ademas de saber si se ha conseguido este
objetivo, compararlas entre si para saber cudles cumplen mejor con las especificaciones

que se buscan.

Para conseguir estas medidas de resistencia mecanica, se dispone de una maquina
de ensayos de traccion, la cual también permite realizar ensayos de compresion. Las
muestras se colocaron entre las dos mordazas de la maquina, como se puede ver en la
Figura 10, sometiendo a las muestras a una fuerza de compresion creciente hasta provocar

su rotura.
Una vez ocurre la rotura de la muestra, se registra la fuerza que ha provocado
dicha roturay, utilizando la Ecuacion 1, se obtiene la tensién de rotura de cada muestra:

e Ecuacion 1: of = m

Donde F es la fuerza de rotura de la muestra en Newtons y r es el radio de la

muestra en metros.

Observando de nuevo la Figura 10, se puede ver como la muestra que esta siendo
sometida al ensayo de compresion, estando situada entre dos placas de esponja
polimérica. Esta disposicion de la muestra trata de paliar el hecho de que las superficies
superior e inferior de las muestras no son perfectamente lisas, por lo que, al realizar el
ensayo, la fuerza se concentraria en los pocos puntos del relieve que harian contacto con
las mordazas. Debido a este fendmeno, la fuerza no se aplica a lo largo de la superfice de
la muestra, por lo que la tension obtenida en la Ecuacion 1 no seria real. Afiadiendo las
superficies poliméricas, se permite una mejor distribucion de la fuerza a lo largo de la
superficie de la muestra, ya que la esponja se adapta a esta, obteniendo asi datos mas
cercanos a la realidad. El fendmeno se reduce, pero sigue ocurriendo, y, ademas, la
utilizacion de estas esponjas hace que la curva tension-deformacion no sea valida, sin
embargo, los datos de la tensién de rotura si son validos, lo que permite realizar una

comparativa entre muestras. De este modo, y como se ha comentado en el apartado 2.1.4.,
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se podran comparar las propiedades de las muestras con distintas capas de vidrio, asi
como comparar las propiedades mecanicas de las diferentes composiciones de los vidrios
de fosfato.

Figura 10: Ensayo de resistencia mecdnica de una muestra porosa

2.2.2. Difraccion de rayos X (DRX)

La técnica DRX permite conocer las distintas fases cristalinas presentes en un
material, ademas de poder identificar la composicién de estas fases.

La técnica de difraccion de rayos X, se basa en la reflexiébn de ondas
electromagnéticas por planos sucesivos de atomos en un cristal. Sabiendo que las
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longitudes de onda A de los rayos X son similares a las distancias interatdbmicas presentes
en los materiales cristalinos, se pueden utilizar para identificar pardmetros caracteristicos

de los materiales cristalinos.

En este sentido, para caracterizar un sélido cristalino, se hace incidir un haz de
rayos X en el material a caracterizar, emitiendo para ciertos angulos un haz difractado, el
cual puede ser captado por un detector. Este haz difractado debe de cumplir la ley de
Bragg:n - A =2 - d - sen©; donde n es el orden de difraccién, 1 es la longitud de onda, d
es la distancia entre planos y © es el angulo donde aparecera el pico de difraccion,

teniendo en cuenta que aparece a 20

En el presente proyecto se dispone de un equipo DRX modelo Bruker-AXS D8
Advance. Para caracterizacion de las muestras con este quipo es necesario preparar las
muestras empleando la técnica de Debye-Scherrer o técnica de polvos. Por este motivo,
para obtener un alto namero de granos muy finos, orientados de manera aleatoria, es

necesario moler las muestras a analizar.

2.2.3. Microscopia Electrénica de Barrido-Microanalisis de Energia Dispersiva de
Rayos X (SEM-EDX)

Analizar la superficie del material que se ha desarrollado es de gran importancia,
ya que esta superficie es la primera gue entra en contacto con el cuerpo humano. Para el
analisis de superficies se dispone de un equipo de Miscroscopia Electronica de Barrido
(SEM) modelo Hitachi S-3500N.

El SEM ofrece una imagen magnificada de la superficie del material con una
resolucion que puede llegar a unos pocos nm. Esta imagen se obtiene de proyectar un
haz de electrones acelerados con una energia de 25kV sobre una muestra opaca a estos
electrones. El haz realiza un barrido sobre la superficie de la muestra, siguiendo lineas
paralelas, mostrando asi la superficie del material. La imagen se forma por la deteccion
de los electrones secundarios de baja energia, que son emitidos por la muestra como

consecuencia de la interaccion con el haz que incide en ella.

En este proyecto se dispone de un equipo SEM acoplado a un equipo de
Microanalisis de Energia Dispersiva de Rayos X (EDX). Ademas de obtenerse electrones

secundarios de baja intensidad, debido a la interaccion del haz incidente con la muestra,
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se obtienen dos tipos de radiacion mas: electrones retrodispersados y rayos X. El equipo
EDX capta los rayos X, permitiendo analizar la composicion de la superficie del material.
ElI EDX funciona excitando electrones de capas interiores, haciendo que salga de su nivel
de energia, generando en consecuencia un hueco. Este hueco es ocupado por un electrén
de un nivel mas externo, dando lugar a la emision de radiacion, en forma de rayos X,
equivalente a la diferencia energética entre ambos orbitales. La magnitud de esta emision
es caracteristica de cada elemento de la tabla periodica, por lo que el EDX es capaz de
detectar la composicion atomica del punto que se estd analizando, ademas de poder

detectar el porcentaje de cada uno de estos atomos.

Si las muestras a analizar no son conductoras, como es el caso del presente
proyecto, es necesario recubrirlas de una capa que si lo sea. De este modo, las muestras
se recubrieron de Paladio, haciéndolas conductoras y evitando que se carguen

negativamente.

2.3.  Ensayos de Bioactividad

A lo largo del documento se ha insistido en que es imprescindible que los
materiales que se vayan a utilizar para regeneracion dsea formen una union al hueso. Esta
union se forma por la aparicion de hidroxiapatito en la superficie del material. Se ha
demostrado que los implantes que no se unen al hueso de esta forma son menos duraderos,
ya que el movimiento relativo entre el hueso y el implante conduce a la degradacion de
este [19]. De este concepto también nace la definicidn de bioactividad dada por Hench:
“material que permite formar una unién quimica con el tejido vivo” [19]. Con todo esto
en cuenta, se puede definir a un material bioactivo como aquél que es capaz de formar en
su superficie una capa de un material similar al componente inorganico del hueso, es

decir, hidroxiapatito.

La necesidad de prever si un material es bioactivo de una forma en la que no sea
necesario emplear animales en el proceso, llevé a Tadashi Kobuko a realizar estudios in
vitro utilizando suero fisiologico artificial (SFA) [45]. Asi, gracias al método ofrecido por
Kobuko, realizando estudios in vitro, se puede saber si un material es candidato para ser
implantado, ya que si forma una capa de hidroxiapatito ante SFA, probablemente también

sera capaz de formarla en el cuerpo humano.
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En cuanto al suero fisioldgico artificial, este se trata de una disolucion con
concentracion iénica muy similar a la del plasma sanguineo (Tabla 4) [45]. Para producir
1L de suero fisiologico artificial, se siguieron las directrices dadas por Kobuko [45]

utilizando los reactivos descritos en la Tabla 5.

lon Plasma sanguinero (mM) | SFA (mM)
Na* 142 142
Cr 103 147,8
HCO* 27 4,2
K* 5 5
Ca* 2,5 2,5
Mg?* 1,5 1,5
HPO,* 1 1
SO4* 0,5 0,5
pH 7,2-7,4 7,4

Tabla 4: Concentracion de iones del SFA y del plasma sanguineo humano [45]

Producto Cantidad
Cloruro sédico (NaCl) 8,035 ¢
Bicarbonato de sodio (NaHCO:s) 0,355¢g
Cloruro potasico (KCI) 0,225 ¢
Hidrogeno fosfato trihidratado de potasio (K;HPO.-3H.0) 0,231 ¢
Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCly-6H,0) 0,311 ¢
Acido clorhidrico (HCI 1 M) 39 mL
Cloruro célcico (CaCly) 0,292 g
Sulfato de sodio (Na;SO4) 0,072 ¢g
Tris-hidroximetil aminometano((HOCH,)sCNH>); (Tris) 6,118 g
Acido clorhidrico (HCI 1 M) 0,5 mL

Tabla 5: Componentes necesarios para realizar 1 L de SFA [45]

Para realizar los ensayos de bioactividad se introducen las muestras a analizar en

tubos Falcon para posteriormente rellenarlos de SFA. Para tener unas condiciones
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similares a las que se tendria en el cuerpo humano, los tubos se sumergieron en un bafio
que permanece aproximadamente a 37°. Las muestras permanecieron en estas condiciones
durante 3 y 7 dias, para asi obtener una primera aproximacion de su bioactividad. Una
vez las muestras se sacan del SFA, es necesario secarlas antes de realizar cualquier otro

tipo de prueba.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tal y como se ha descrito en el apartado anterior, la realizacion de cada una de las
muestras multicapa es un proceso laborioso, llegando a estar constituidas algunas de las
muestras por 4 capas de diferente composicion. Por este motivo, el tiempo es un factor
clave en el desarrollo de los materiales estudiados. Para completar este estudio ha sido

necesario obtener mas de 200 muestras.

El estudio y desarrollo de los materiales descritos en este proyecto se puede

estructurar en tres grandes bloques:

1. El primer blogue del proyecto se basé en la obtencion de muestras altamente
resistentes utilizando los vidrios P4, P6, PALiy P6L.i. Para ello, primero se realizd
un primer estudio del comportamiento de estos vidrios al desarrollarlos utilizando
la técnica sol-gel. Obtenida la composicion final de los vidrios, capaz de aportar
las propiedades mecanicas a las muestras, se paso a realizar ensayos de resistencia
mecanica de estas.

2. Una vez obtenidas muestras con alta resistencia mecanica, se desarrollaron las
muestras finales con los distintos recubrimientos mencionados en el Apartado 2:
Materiales y Métodos.

3. EIl proyecto finaliz6 con la caracterizacién microestructural de las diferentes
muestras obtenidas a lo largo del proyecto mediante DRX y SEM-EDX y la
realizacion de ensayos de bioactividad de las muestras finales.

Ya que se han generado diferentes tipos de muestras, cada una con una
composicion diferente, y para lograr un mejor manejo de la informacion, se le ha dado a
cada composicién un nombre especifico. Cada composicién y su referencia aparecen
recogidos en la Tabla 6, donde se ordenan los distintos estratos que forman la muestra,

partiendo del nucleo y acabando en su capa mas externa.
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Nombre Nucleo Capa 1l Capa 2 Capa 3

P4Li Wollastonita Vidrio P4Li - -

P6Li Wollastonita Vidrio P6Li - -

PAW Wollastonita Vidrio PALi Wollastonita -

PeW Wollastonita Vidrio P6Li Wollastonita -

P4B Wollastonita Vidrio PALi Vidrio de Boro -

P6B Wollastonita Vidrio P6Li Vidrio de Boro -
P4WBio Wollastonita Vidrio P4Li Wollastonita Wollastonita dopada
P6WBIo Wollastonita Vidrio P6Li Wollastonita Wollastonita dopada
P4BBio Wollastonita Vidrio P4Li Vidrio de Boro | Wollastonita dopada
P6BBiIo Wollastonita Vidrio P6LI Vidrio de Boro | Wollastonita dopada

Tabla 6: Muestras utilizadas durante el proyecto y las distintas capas que las componen

3.1. Comportamiento de los vidrios de composiciones P4, P6, P4Liy P6Li

El primer acercamiento al desarrollo las estructuras soporte consistio en el
recubrimiento de los ndcleos de Wollastonita (Figura 11a) con la composicién sin dopar
de los vidrios (P4 y P6), para posteriormente darle un tratamiento térmico, donde se
realizd una primera rampa de 8h hasta llegar a 950°, manteniendo esta temperatura
durante 3h. Segun el diagrama de fases de la Figura 9, el vidrio deberia haberse formado,

sin embargo, los reactivos no alcanzaron la fase liquida.

Una vez observado esto, se dio a estas muestras un tratamiento térmico de mayor
duracion, utilizando la rampa térmica del sinterizado de la Wollastonita (Figura 7),
observandose esta vez mejores resultados. Se obtuvieron las muestras que aparecen en la
Figura 11b y en la Figura 11c. Si bien estas presentan ciertas partes donde se ha formado
lo que parece ser vidrio, siguen recubiertas por parte de los reactivos que no han fundido
y forman ‘“nubes” que se desprenden facilmente de la estructura, no aportando
propiedades mecéanicas. Ademas, al no llegar a la fase liquida gran parte de los reactivos

afiadidos, la porosidad de la muestra se ve altamente comprometida.

Ya que el aspecto de estas muestras parecia indicar que no se estaba llegando a la
temperatura de fusion, incluso habiendo superado con margen la temperatura que indica
el diagrama de fases, se decidid afiadir una sustancia dopante que redujese la temperatura
de fusion de los vidrios. Se decidi6 esta solucion en vez de subir la temperatura del
tratamiento térmico, ya que se busca realizar el material a la minima temperatura posible,

ademas de que la adicion de un dopante puede traer una serie de ventajas a la hora de
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actuar como implante. De esta forma se recubrié la Wollastonita de las composiciones

P4Liy P6LI, obteniendo esta vez un resultado muy diferente.

En efecto, la adicion del litio a la composicidn de los vidrios hace que baje su
temperatura de fusion, de modo que esta vez se obtuvieron las muestras que aparecen en
la Figura 11d y Figura 11e. Estas muestras salieron del tratamiento térmico totalmente
vidriadas y con un brillo y color caracteristicos, que no aparecian en los procedimientos
anteriores. Ademas, el vidrio fundio totalmente, penetrando por la estructura porosa del
nucleo de Wollastonita y dotando a las muestras de una alta resistencia mecanica, la cual

se puede apreciar a simple vista.

Figura 11: Muestras obtenidas durante el estudio de la formacion de los vidrios P4 y P6 mediante sol-
gel: a) Scaffold de Wollastonita; b) Scaffold de Wollastonita recubierto de la composicion P4; c)
Scaffold de Wollastonita recubierto de la composicion P6; d) Scaffold de Wollastonita recubierto de la
composicion P4Li; e) Scaffold de Wollastonita recubierto de la composicion P6Li
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en esta parte del proyecto, las
composiciones de los vidrios sin dopar (P4 y P6), se descartaron, siguiendo en los
siguientes puntos de la investigacion con las composiciones dopadas con litio (P4Li y
P6L.i), las cuales cumplen los requisitos que se buscaban en estos recubrimientos vitreos.
En un principio, ambas composiciones parecen mostrar un comportamiento similar. En
los siguientes estudios, se realiz6 una comparativa entre sus comportamientos de
resistencia mecanica y bioactividad, para poder decidir cual de las dos cumpliria mejor

los requisitos que se buscan para su uso como biomaterial.

3.2. Ensayos de Resistencia Mecanica

Los ensayos de resistencia mecanica permiten caracterizar la influencia de la
cantidad de vidrio presente en la muestra, cada muestra a la que se le realizé el ensayo de
resistencia mecanica, fue pesada antes y después de realizar los recubrimientos de vidrios
PALi y P6Li. De este modo, se tienen datos de la tensiébn maxima que soportaron las
muestras y de la cantidad de vidrio que se les afiadid. La representacion grafica de los

parametros citados permite analizar la relacion entre estas dos variables.

En la citada representacion gréafica, no se puede utilizar directamente la cantidad
de vidrio en gramos que se le ha afiadido a cada muestra, dado que no permitiria realizar
un andlisis comparativo entre muestras. Esta restriccion viene dada por el hecho de que,
aunque dos muestras hayan captado la misma cantidad de vidrio, no significa
necesariamente que vayan a presentar una resistencia similar, ya que otras variables,
como el tamafio inicial del nacleo de Wollastonita, también influyen en el
comportamiento de las muestras a la hora de analizar su resistencia mecanica. Para
normalizar este fendbmeno, es necesario crear la variable “Cantidad de vidrio”, que se
obtuvo de dividir la cantidad de vidrio en gramos presente en cada muestra entre la masa
inicial del nucleo de Wollastonita. De esta forma, se obtiene un parametro que se puede
extrapolar a todas las muestras, relacionando la cantidad de vidrio presente en cada

muestra con la masa inicial de su nucleo.
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Conocido el origen de la variable “Cantidad de vidrio” que aparece en los graficos
de las Figuras 12 y 13, se puede pasar al analisis de estos. Como primera conclusion, se
puede observar, gracias a las lineas de tendencia, la relacion lineal que existe entre la
tension de rotura de una muestra y la masa de vidrio que se le ha aportado. Este fendmeno
es algo esperable, a mayor cantidad de vidrio, mayores son las propiedades mecanicas de
las muestras. Ademas, si comparamos ambas gréficas, se ve un comportamiento muy
parecido en cuanto a las propiedades que aporta cada gramo de vidrio. Sin embargo, las
tensiones de rotura maximas obtenidas en las muestras con vidrio P6Li son mayores,
debido a que las muestras recubiertas de esta composicion captaron mas cantidad de
vidrio. Este fendbmeno se observard mejor analizando la influencia del nimero de capas

de vidrio en sus propiedades mecénicas.

Ensayos de resistencia mecanica P4Li
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Figura 12: Representacion cantidad de vidrio P4Li captada por las muestras frente a tension de rotura.
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Figura 13: Representacion cantidad de vidrio P6Li captada por las muestras frente a tension de rotura.
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Para observar esta influencia, se generaron muestras con 1, 2 y 3 capas de vidrio
de ambas composiciones, de modo que se puedan obtener datos de las resistencias que se
consiguen con esas muestras. A la hora de representar los datos solo resultaran
interesantes las resistencias maximas, minimas y promedio que se han obtenido, de modo

que se pueda observar si este promedio tiende a la resistencia maxima o minima.

Lo primero que se puede apreciar al observar las representaciones graficas de las
Figuras 14 y 15 es que, como es evidente, cuantas mas capas de vidrio se les da a las
muestras, las tensiones maximas y minimas obtenidas son mayores. Este comportamiento
se relaciona con el fendmeno antes comentado de que, a mayor cantidad de vidrio,
mayores son las propiedades mecanicas obtenidas, pero, ademéas de esto, se observan
mejoras relacionadas con la eliminacién de imperfecciones en las muestras, gracias a los
sucesivos tratamientos térmicos. Estas mejoras estan asociadas al hecho de que, al afiadir
las sucesivas capas de vidrio a las muestras, y al volver a realizar el tratamiento térmico
que permita su fusion, se produce también la fusion de la capa de vidrio ya presente en la
muestra. Esto permite eliminar las posibles grietas y otras imperfecciones que se

generaron durante la formacion de esta capa, mejorando asi sus propiedades mecanicas.

Se observa también, en ambas representaciones, un gran salto en las propiedades
mecanicas entre la primera capa de vidrio y la segunda, llegando a multiplicar casi por
cinco la resistencia mecanica de ambas composiciones. Esto ocurre porque, si no se le da
la cantidad suficiente de vidrio a las muestras en esta primera capa, los beneficios que se
obtienen distan bastante de las propiedades que se pueden obtener con estas
composiciones de vidrio. Con la segunda capa, las muestras ya obtienen la cantidad

suficiente de vidrio necesario para dotar a las muestras de una gran resistencia mecanica.

En cuanto a la comparativa entre ambas composiciones, de nuevo se observa que
la composicion P6Li (Figura 15) presenta tensiones de rotura mayores en los tres casos
estudiados (1,2 y 3 capas de vidrio). Para observar mejor este fenémeno, se realizé una

nueva representacion con las resistencias promedio de las composiciones P4Liy P6L..
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Ensayos de resistencia mecanica P4Li
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Figura 14: Representacion de las tensiones de rotura mdximas, minimas y promedio obtenidas
segun el numero de capas del vidrio de composicion P4Li.
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Figura 15: Representacion de las tensiones de rotura mdximas, minimas y promedio obtenidas
segun el numero de capas del vidrio de composicion P6Li

Al comparar los resultados promedio obtenidos en las dos composiciones, segun
la Figura 16, se ve un gran el salto en cuanto propiedades mecanicas entre la primera 'y
la segunda capa de la composicion P6Li, siendo este salto menos pronunciado en la
composicion P4Li. Este gran salto de propiedades hace que con dos capas de vidrio de la
composicion P6LI se obtenga casi el doble de resistencia que con dos capas de P4L.i.

Ademas, también se puede observar el mejor comportamiento, en cuanto a resistencia, de
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la composicion P6Li, en que han sido necesarias 3 capas de P4Li para obtener tensiones

de rotura cercanas a las que se obtienen con dos capas de P6LI.

Resistencias Promedio

4,5
3,5
2,5

2 M Vidrio P4Li
1,5 Vidrio P6Li

Tensiéon de Rotura (MPa)

oo m
0
1 2 3
Capas de Vidrio

Figura 16: Resistencias mdximas conseguidas con los vidrios P4Li y P6Li en funcién del nimero de
capas de vidrio

Como ultima consideracion, se tiene que los valores maximos de tension de rotura
obtenidos se acercan a los 6 MPa, resistencia que de por si es bastante notable en
comparacion con otros biomateriales porosos. Sin embargo, estos valores no son reales.
Como ya se ha comentado previamente, la fuerza ejercida por la maquina de ensayos se
concentra en ciertos puntos del relieve de las muestras, de modo que no se reparte por
toda su superficie. Los resultados reales serian bastante mayores a los obtenidos en el
ensayo. Para probar esta afirmacion, se realizé un ensayo a una muestra con placas de
plastico rigido en vez de con las placas esponjosas utilizadas en el resto de los ensayos.
La muestra dejo la huella que se ve en la Figura 17, donde se puede observar que la
muestra dejo huella solamente en tres puntos. Considerando que esta es el area real de
contacto de la muestra y, teniendo en cuenta que cada uno de los puntos de la huella tienen
aproximadamente 1 mm de didmetro, se obtuvo una tension de rotura de
aproximadamente 23 MPa. Con esta medida se puede considerar que las muestras superan
con margen la resistencia del hueso trabecular, estando esta en el rango entre 1,5y 9,3

MPa (segun Caeiro et al.) [46]. Ademas, al haber realizado esta prueba con una muestra
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de P4L.i con dos capas de vidrio, se podria considerar que esta resistencia con las muestras

de P6Li seria incluso mayor.

Figura 17: Huella de una muestra de P4Li en una placa de pldstico rigido tras
un ensayo de compresion

Esta tension de rotura de 23 MPa se obtiene del ensayo de una muestra porosa,
con numerosas zonas de concentracion de esfuerzos, que son discontinuidades que
alteran la distribucion del esfuerzo en sus inmediaciones, alcanzando antes la tension de
fractura [47]. En el caso de las muestras ensayadas, estas discontinuidades serian cada
uno de los microporos y macroporos presentes en la estructura, por lo que se tienen gran
cantidad de puntos criticos. Ademas, ya que se trata de un material fragil, cuando en la
zona del incrementador de esfuerzos se supera la resistencia a la fractura del material, se
forma una grieta, que a su vez también actda a forma de concentrador de esfuerzos.

Entonces, esta grieta avanza rapidamente y provoca el fallo en el material (rotura fragil).

Durante el ensayo de las muestras, este fenémeno de rotura fragil, provocada
principalmente por concentradores de esfuerzos, condiciona de forma severa la
resistencia que se puede obtener con este tipo de muestras. Aun asi, se ha demostrado que
se puede superar altamente la resistencia del hueso trabecular, por lo que, si se realizase
una muestra compacta con alguno de estos vidrios, podria considerarse que se puede
obtener una resistencia del mismo orden de magnitud que la hueso cortical (167-200 MPa,

segun Caeiro et al.) [46].
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3.3.  Composiciéon mineralodgica y microestructural

Una vez realizada la caracterizacion de las propiedades mecéanicas de las muestras,
a continuacion, se describe la caracterizacion superficial y las fases presentes en las

muestras.

3.3.1. Difraccion de Rayos X

Para realizar la caracterizacion mineraldgica del material obtenido, tal como se ha
descrito, se empled la técnica de Difraccion de Rayos X, obteniendo los resultados que

se muestran a continuacion:

e Composiciones PAW/P6W

Se muestran en las Figuras 18 y 19 los difractogramas DRX obtenidos a partir de
las muestras con composicion P4AW y P6W. En ellos aparecen representados los picos
principales entre 16° y 52° 2Theta, los cuales nos indican las distintas fases cristalinas

presentes en las muestras.

Ambos difractogramas muestran que, tanto en la composicién que tiene como base
el vidrio P4Li, como la que tiene el P6Li, se obtienen las mismas fases cristalinas,

destacando como fases principales presentes en ambas composiciones el Metafosfato y la

Intensidad (u.a)
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Figura 18: Andlisis por DRX de la cerdmica de composicion P4W donde: Wo=Wollastonita; M= Metafosfato; Q= Cuarzo; C=
Cristobalita
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Figura 19: Andlisis por DRX de la cerdmica de composicion P6W donde: Wo=Wollastonita; M= Metafosfato; Q= Cuarzo; C=

Cristobalita

A continuacion, se describe brevemente las fases cristalinas presentes,

justificando su presencia en los materiales desarrollados:

Wollastonita: una de las fases principales en ambos materiales es la Wollastonita
(CaSi0s). La presencia de gran cantidad de Wollastonita se debe a que el nucleo
de las muestras esta compuesto de esta fase, sumado a que se le dio un
recubrimiento final también de Wollastonita. Esto indica que se ha desarrollado

esta fase correctamente durante la creacién de las muestras.

Metafosfato: la segunda fase principal del material es el Metafosfato (CaP2Os),
fase cristalina que se crea durante la formacion de los vidrios. La presencia de una
alta cantidad de Wollastonita en la muestra, permite la difusion de iones de calcio
presentes en ella a la fase vitrea. La formacidn de vidrio ocurre por la escasez de
iones calcio, por lo que al migrar estos desde la Wollastonita, el vidrio los capta 'y

se forma esta fase cristalina.

Oxidos de Silicio: como fases cristalinas secundarias, las muestras contienen
oxidos de silicio (SiO) en forma de Cristobalita y Cuarzo. La presencia de estas
fases se debe, en primer lugar, a la utilizacion de la técnica sol-gel para la

formacion de Wollastonita, durante la cual se forman enlaces Si-O-Si que
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Intensidad (u.a)

posteriormente se estabilizan en forma de SiO». En segundo lugar, la difusion de
iones de calcio hacia el vidrio provoca la formacion de SiOz en las zonas donde

han migrado estos iones.

Del anélisis de los difractogramas también se confirma lo comentado en el
apartado anterior, que las muestras basadas en P6Li presentan una mayor cantidad de
vidrio. La aparicion de “ruido” en el difractograma, puede indicar la presencia de fase no
cristalina, es decir, fase vitrea. Al tener el difractograma de la composicién P6W (Figura
19) mayor cantidad de ruido, indicaria que este material tiene mayor cantidad de fase

vitrea que el de la composicion P4W (Figura 18).

e Composiciones P4B/P6B

Debido a la complejidad de los difractogramas DRX obtenidos a partir de las
muestras con composicion P4B (Figura 20) y P6B (Figura 21), no se pueden extraer
conclusiones en cuanto a las fases que componen el material obtenido. Queda pendiente

para proyectos futuros la caracterizacion de este material.

P4B

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00 52.00 54.00 56.00

2Theta

Figura 20: Andlisis por DRX de la cerdmica de composicion P4B
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Intensidad (u.a)

P6B
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Figura 20: Andlisis por DRX de la cerdmica de composicion P6B

3.3.2. SEM-EDX

Una vez comprobado que con las composiciones P4Liy P6L1i, se pueden obtener
muestras porosas, de aspecto vitreo, apreciable a simple vista, que proporciona altas
propiedades mecanicas. Realizandose, ademas, la caracterizacion de las fases presentes
en las muestras, mediante la técnica de DRX, queda, por ultimo, caracterizar la
morfologia superficial de las estructuras desarrolladas. Para este fin, mediante
microscopia SEM, se observé la superficie de las muestras a las que se le realiz6 los
ensayos de resistencia mecanica, en concreto, a las muestras constituidas por un ndcleo
de Wollastonita y dos recubrimientos de vidrio, tanto de la composicion P4Li, como de
P6L.I.

Los resultados de analizar la superficie de estas muestras aparecen representados
en laFigura 22. Como primera consideracion se puede apreciar que ambas composiciones
muestran un comportamiento similar, estando compuesta su superficie por una serie de
cristales de gran tamario, los cuales estan unidos por una matriz de vidrio. Esta mezcla de
cristales y vidrio explicaria la obtencidon de un material de altas capacidades mecanicas.
Estos cristales tienen formas poligonales, principalmente rectangulares, y los analisis
EDX de los mismos muestran relaciones Ca/P entre 0.5 y 0.9. Como se ha observado
mediante los analisis DRX, estos cristales son metafosfato de calcio (CaP20s) cuya
relacién Ca/P es de 0.5. Se puede observar en las micrografias que ciertos cristales estan

evolucionando a formas hexagonales (flechas azules) o a forma de barras, formas que se
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relacionan con el pirofosfato de calcio (Ca2P207). Esto, sumado a que la presencia de

vidrio afecta a las medidas, explicaria la variabilidad entre las relaciones Ca/P obtenidas.

En cuanto a diferencias entre las dos composiciones, se observa, en primer lugar,
que los cristales presentes en las muestras recubiertas con P6Li son de mayor tamario.
Como segunda diferencia se tiene que las aristas de los cristales de la composicion P4Li
estdn mas pronunciadas, debido a que estas muestras presentan menos vidrio. Al tener
mas vidrio las muestras de P6Li, se forma una capa de vidrio superficial que cubre los

cristales y hace que la imagen de estos se difumine.

Por dltimo, queda comprobar que la composicion del vidrio que rodea a los
cristales corresponde con la composicion buscada. Realizando anélisis EDX del vidrio de
la muestra de P4Li se obtuvo una relacion Ca/P de 0.25, lo que indica que el vidrio
analizado corresponde con la composicion buscada (CaP40O11). En la muestra de P6L.i se
obtuvo una relacién Ca/P de 0.33, de modo que se probo la obtencion de la composicion
Ca2PsO17.

100 pm

Figura 22: Micrografias SEM de muestras P4Li/ P6Li: a) composicion P4Li; b) composicion P6Li.

3.4. Ensayos de Bioactividad

Una vez desarrollado y caracterizado el ndcleo de alta resistencia mecanica, es
necesario dotarlo de bioactividad, dado que, como se ha destacado en los antecedentes, la
presencia de altas cantidades de vidrio, ejercen un efecto negativo en la bioactividad. Para
este fin, tal como se ha indicado en la seccion 2: Materiales y Métodos, a las
composiciones P4AW y P6W, se les dio una primera capa de Wollastonita, con objeto de

modular el comportamiento del vidrio, con la presencia del ion calcio. Ademas, se le dio
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una segunda capa con Wollastonita dopada, esto con objeto de promover la bioactividad,

obteniendo las estructuras finales denominadas P4WBio y P6WBIo.

3.4.1. Composiciones PAWBIio/P6WBIio

Para las estructuras finales antes descritas, se realiz6é un Unico ensayo a 3 dias, ya
que en este periodo de tiempo ya se percibié que en el suero aparecieron grandes
cantidades de precipitado blanco, tanto para las composicones P4AWBIio como para las
P6WBIo, lo que indica que el darle un recubrimiento de Wollastonita final, para controlar
la hidrolisis del vidrio de las muestras al sumergirlas en suero, no result6 efectivo. Se
puede ver en la Figura 23 el precipitado que generan las muestras y como este permanece

en el fondo.

Figura 23: SBF tras ensayo de bioactividad a 3 dias
de una muestra P6WBio

Las muestras de la composicion P4WBIo liberaron menor cantidad de precipitado
al suero, debido a, como se ha demostrado en apartados anteriores, la menor cantidad de
vidrio que presentan estas muestras frente a las de P6WBIio. También se puede ver este
fenémeno en la micrografia SEM de la Figura 24a, donde se puede observar la

morfologia superficial de la muestra de composicion PAWBIo después de la inmersién en
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SFA durante 3D. Estas micrografias, muestran los cristales caracteristicos que aparecian
en las muestras patron de este tipo de vidrio, pero esta vez no estdn rodeados en su
totalidad por vidrio, debido a que ha sido hidrolizado y liberado al suero, dejando en la
superficie del material los cristales de metafosfato y, alrededor de los mencionados
cristales, huecos que estaban ocupados por vidrio, tal como se indica con las flechas

azules de la Figura 24a.

El mismo comportamiento que el mencionado para la composicion P4AWBIo, se
observa para las muestras de la composicion P6WBIio. Como se puede observar en la
micrografia 24b, aparecen claramente los cristales de metafosfato, observandose
nitidamente las aristas de los mismos, mientras que en las micrografias de los patrones no
se observaban, debido a la presencia de alto contenido de vidrio. La pérdida de vidrio en
esta composicion no genera huecos en la superficie de la muestra, posiblemente porque

inicialmente esta muestra tenia mayor cantidad de vidrio.

Figura 24: Micrografias SEM de muestras de composicion P4WBio/P6WBio tras ensayado de bioactividad a 3D: a)
composicion P4WBio; b) composicion P6WBio.

Como era de esperar al ver las grandes cantidades de precipitado que se liberan al
suero y como se observa en las micrografias de la Figura 24, en las muestras de
composiciones P4WBIio y P6WBIio no precipitd hidroxiapatito durante el ensayo de
bioactividad a 3 dias, lo que indica que estas muestras no son bioactivas. Una vez
comprobado que las muestras no eran bioactivas a tres dias, y que dejaban de generar
precipitado blanco, pero mantenian las propiedades mecéanicas, habiendo liberado el
exceso de vidrio, que inhibe la bioactividad, se decidid utilizar estas muestras como
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nucleos para desarrollar las nuevas estructuras. Se denominara a estas nuevas muestras
como: P4W3D/P6W3D

3.4.2. Composiciones P4AW3D/P6W3D

Para el desarrollo de estas nuevas estructuras, una vez sacadas las muestras de
PA4WBIio y P6WBIio de los tubos tras el ensayo a 3 dias, y secadas previamente, se
recubrieron de nuevo de Wollastonita dopada para mejorar su comportamiento ante el
nuevo ensayo de bioactividad. Como resultado final se tienen muestras de composiciones
PAWBIio/P6WBIo en las que se ha eliminado parte del vidrio sumergiéndolas en SFA, y

a las que se les ha dado una capa final bioactiva tras este proceso de eliminacion de vidrio.

e Ensayo a 3 dias:

En el ensayo de bioactividad a 3 dias de estas nuevas composiciones, se
obtuvieron resultados muy diferentes. Esta vez, en las muestras aparecieron particulas
esféricas invadiendo la superficie de la muestra, como se puede ver en las imagenes de la
Figura 25. Si se observan mas detalladamente estas particulas, se ve que su superficie no
es lisa y estd compuesta de otras particulas mas pequefias de morfologia nanocilindrica.
El aspecto de estas particulas es caracteristico de los cristales de hidroxiapatito, por lo
que se puede afirmar que las muestras presentan una gran bioactividad a 3 dias. Los
analisis EDX de estas particulas esféricas muestran una relacion Ca/P de
aproximadamente 2,2, diferente de la relacion tedrica Ca/P del HA (1,67). Esto se debe a
que grupos SiO4* sustituyen a grupos PO4> dentro del HA, por lo que la relacién Ca/P
obtenida se ve afectada por este fendmeno. Aun asi, el aspecto caracteristico de estas
particulas nos permite confirmar que se trata de HA simplemente con las imagenes
obtenidas en el SEM.

La formacién del precipitado de HA en la superficie de las muestras no es
uniforme, estando algunas zonas en la parte inicial del proceso y estando otras totalmente
cubiertas de una capa de HA. Ademas, observando la composicion P6W3D, en la Figura
25b, se puede ver el aspecto caracteristico del sol-gel (flecha azul) en la parte central de
la superficie de la muestra, y como este va invadiendo poco a poco la superficie. Esto

indicaria que, parte de los hidroxidos de silicio, que se disolvieron durante la formacion
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del HA, estarian precipitando en la superficie del material, disolviendo los cristales de
HA en el proceso. Este fendbmeno también se puede observar en las micrografias 25 a,c y
d, indicando que sucede en ambas composiciones.

En cuanto a la comparacion entre las dos composiciones, no se han encontrado
grandes diferencias. EI nico punto que se podria tener en cuenta es una posible diferencia
entre las velocidades de aparicion del HA, ya que se not6 una mayor coalescencia del HA
en la muestra de P6W3D. Por ejemplo, a una escala parecida, en la composicion P4W3D
(Figura 25e), todavia se ve un residuo de la forma esférica de las particulas de HA. En
cambio, en la composicion PBW3D (Figura 25f), la superficie estd totalmente recubierta
de HA, el cual ha formado placas en las que practicamente ha desaparecido su forma

esférica.

Figura 25: Micrografias SEM de muestras de composicion P4W3D/P6W3D tras ensayado de bioactividad a 3D: a), c) y e)
composicion PAW3D; b), d) y f) composicion P6W3D.
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e Ensayo a7 dias:

Tras estar sumergidas 7 dias en suero fisiologico, se observo en la superficie un
nuevo fendmeno. Los cristales de HA, que aparecieron en las muestras sumergidas 3 dias,
habian desaparecido, quedando una superficie basada en silicio y calcio (segun analisis
EDX). Este fendmeno se observo en el estudio realizado por Mata et al. [48], donde se
desarrollaron scaffolds cerdmicos multicapa dopados con iones de hierro. Esta disolucion
del HA, se trata de un proceso ciclico, en el que el silicio disuelto en el suero precipita en
la superficie de la muestra, captando calcio de esta y disolviendo el HA en consecuencia.
Tras este fendmeno, la superficie rica en silicatos calcicos deberia favorecer la
cristalizacion en forma de HA del fosforo disuelto en el suero, repitiéndose el proceso de
formacion de cristales de HA. Este fendmeno se puede relacionar con el anlisis realizado
durante el ensayo a 3 dias, pudiendo confirmar que este proceso de precipitacion de
hidroxidos silicicos habria comenzado ya al estar sumergidas las muestras durante 3 dias
en SFA. Quedaria por comprobar si de verdad es un proceso ciclico, realizando ensayos
a, por ejemplo, 14 dias para ver si se vuelve a formar HA en la superficie.

Examinando las micrografias de la Figura 26, se observan comportamientos
diferentes entre composiciones. En la muestra de P4AW3D todavia se encontré en su
superficie cristales de HA, pudiéndose observar coémo esté ocurriendo el fenémeno antes
comentado. En la Figura 26a se ve a alta magnificacion como los hidroxidos silicicos
estan precipitando encima de los cristales de HA (flecha azul) y los estan disolviendo,
mientras que en la Figura 26c se ve a una escala mayor como los hidrdxidos silicicos ya

han formado placas que cubren la mayor parte de la superficie (flechas amarillas).

En la superficie de la muestra PBW3D no se encontraron cristales de HA,
indicando que el proceso de disolucion del HA ha ocurrido antes en esta muestra. Esto,
sumado a lo visto en la muestra a 3 dias, permite confirmar que ambas composiciones
presentan un comportamiento similar, pero en la composicion P6W3D las distintas etapas
ocurren a una mayor velocidad. De esta forma, las micrografias 26b y 26d, muestran una

superficie formada por silicio y calcio, donde todo el HA se ha disuelto.
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Figura 26: Micrografias SEM de muestras de composicion P4AW3D/P6W3D tras ensayado de bioactividad a 7D: a) y c)
composicion PA4W3D; b) y d) composicion P6W3D.

Debe tenerse en cuenta que esta disolucion del HA es un proceso que solo sucede
en estudios in vitro, donde el fluido que rodea a las muestras permanece estatico. En un
estudio in vivo, los silicatos que se disuelven durante la formacion de los cristales de HA
serian eliminados de la zona por la sangre, por lo que no podria volver a precipitar en la
zona del implante. De este modo, en estudios in vivo, el HA que se ha formado en la

superficie de la muestra deberia permanecer en ella a lo largo del tiempo.

3.4.3. Composiciones P4BBio/P6BBio

Como se ha descrito en las secciones anteriores, con objeto de controlar la
liberacion de moléculas por parte del vidrio y obtener bioactividad, también se han
desarrollado materiales con un nicleo de alta resistencia mecanica de composicion
P4Li/P6Li, recubierto de un vidrio de Boro, denomindndose estas muestras
P4BBio/P6BBio.
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e Ensayo a 3 dias

El recubrimiento de vidrio de Boro solucioné la problematica de la hidrolizacién
del vidrio de fosfato célcico. Esta vez las muestras no liberaron el precipitado blanco y
conservaron la mayor parte de su vidrio, por lo que estarian conservando todas las
propiedades mecénicas que este les aporta. Sin embargo, estas muestras no presentan

bioactividad a 3 dias.

Las imégenes de la Figura 27 confirman estas afirmaciones. No se encontro
precipitado de cristales de HA en la superficie de la muestra, indicando que hay algo que
inhibe la aparicién de bioactividad en las muestras. En cambio, se puede ver como se
conservan grandes cantidades de vidrio. Esto se ve claramente Figuras 27ay 27b, donde
aparece gran cantidad de vidrio entre los cristales de metafosfato, no generandose huecos

entre cristales debido a la pérdida de vidrio, como si ocurria con otras composiciones.

No se aprecian diferencias considerables entre las dos composiciones estudiadas
en este ensayo, ambas presentan una superficie parecida a la de las composiciones P4Li
y P6Li, con grandes cristales de metafosfato (flechas amarillas) rodeados por vidrio
(flechas azules). No se apreciaron restos de sol-gel o vidrio de Boro, lo que supondria que
el recubrimiento de Wollastonita dopada y el de vidrio de Boro se habrian disuelto sin
provocar la aparicion de bioactividad.

Figura 27: Micrografias SEM de muestras de composicion P4BBio/P6BBio tras ensayado de bioactividad a 3D: a)
composicion P4BBio; b) composicion P6BBio.
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e Ensayo a7 dias

Con el ensayo a 7 dias tampoco se obtuvo una superficie bioactiva, ademas de que
aparecié de nuevo precipitado blanco en el suero fisioldgico, pero esta vez en cantidades

mucho menores que las que generaban las composiciones P4WBio y P6WBIo.

Esta vez, las superficies observadas en la Figura 28, presentaron un aspecto muy
diferente. El primer fendbmeno a tener en cuenta es la aparicion de un precipitado en forma
de esferas, indicado por las flechas azules de las Figuras 28a y 28b, que podria recordar
al HA. El andlisis EDX de este precipitado indica relaciones Ca/P de estas esferas de entre
0,5y 0,7, descartando la idea de que pueda tratarse de HA. Otro anélisis EDX, esta vez
de la superficie donde se depositan las esferas, indica que la superficie de la muestra esta
formada por oxidos de silicio. La principal hipotesis de lo ocurrido, tras observar los
resultados del ensayo a 3 dias, es que los cristales de metafosfato y el vidrio que los rodea
se estarian disolviendo, dejando en su lugar una superficie compuesta principalmente por
oOxidos de silicio y generando precipitado en el suero fisioldgico. El precipitado esférico
que aparece en la superficie de las muestras serian estos cristales de metafosfato en

proceso de disolucion, lo que explicaria los resultados del EDX.

En cuanto a diferencias entre las composiciones P4BBio y P6BBio también se
tiene, en el ensayo a 7 dias, un comportamiento similar, solo que la composicion P4BBio

tiene mayor cantidad del precipitado de morfologia esférica.

Figura 28: Micrografias SEM de muestras de composicion P4BBio/P6BBio tras ensayado de bioactividad a 7D: a)
composicion P4BBio; b) composicion P6BBio.
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4. CONCLUSIONES

Una vez expuestos los resultados obtenidos, y en base a ellos, se puede afirmar
que se ha logrado con éxito el principal objetivo del presente proyecto: desarrollar
estructuras soporte de alta resistencia mecanica. Para ello, se ha utilizado una nueva
metodologia, versatil, capaz de aportar grandes capacidades mecanicas a todo tipo de
scaffolds, si bien estos scaffolds deben ser capaces de resistir las temperaturas
conducentes a las fases vitreas. Ademas del logro de este objetivo, se pueden extraer una

serie de conclusiones especificas:

1. Sehalogrado obtener dos composiciones vitreas diferentes, PALiy P6Li, capaces

de aportar grandes propiedades mecénicas a scaffolds de Wollastonita.

2. Se ha observado un mejor comportamiento, en cuanto a propiedades mecanicas,
de las muestras basadas en la composicion P6Li, al ser capaces de captar mas

vidrio.

3. Se ha observado, en la superficie de las muestras, grandes cristales de metafosfato
unidos por una fase vitrea, lo que explica la obtencion de grandes propiedades

mecanicas.

4. Se ha desarrollado una metodologia para obtener scaffolds con alta bioactividad
y buenas propiedades mecanicas (composiciones P4AW3D/P6W3D), eliminando
la fase vitrea sobrante de las muestras PAWBIio/P6WBIo, recubriendo las muestras

resultantes con Wollastonita dopada con iones Mg®* y K*.

5. Se ha observado un mejor comportamiento de la composicion P6W3D ante los
ensayos de bioactividad, manteniendo mayor cantidad de vidrio tras la liberacion
de particulas al suero. Ademas, se ha observado una mayor rapidez de aparicion

de HA en la composicion bioactiva basada en P6Li (P6W3D).
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6. Se ha caracterizado el proceso ciclico que ocurre durante los ensayos de
bioactividad in vitro de las muestras P4AW3D/P6W3D.
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5. PROYECCION FUTURA

Las distintas metodologias que se han desarrollado para controlar la solubilidad y
bioactividad de las muestras han resultado ser eficaces, pero pueden ser mejoradas si se
continua el con el estudio en la materia del presente este proyecto. Durante el desarrollo
de este proyecto, se ha conseguido obtener muestras bioactivas, pero estas han perdido
vidrio en el proceso, es decir, se han reducido sus propiedades mecénicas. Aun asi, las
grandes propiedades mecanicas que aportan las formulaciones vitreas P4Liy P6Li, hacen
que resulte interesante continuar con su investigacion. En este sentido, se proponen una

serie de objetivos para futuras investigaciones en esta materia:

1. Desarrollo de nuevos recubrimientos de alto contenido en calcio, de modo que se
aumente el grado de cristalinidad de las muestras, debido a la captacion de iones
calcio por parte de la fase vitrea.

2. Caracterizaciobn mecénica de las muestras bioactivas P4W3D/P6W3D vy
comparacion de sus propiedades mecanicas con las de las muestras previas a la

pérdida de vidrio (P4Li/P6Li)

3. Caracterizacion del tamafio de poro que se puede conseguir con estas muestras

vidriadas.

4. Desarrollo de nuevos recubrimientos poliméricos capaces de bloquear la

liberacion de particulas al SFA.

5. Estudio del comportamiento de las formulaciones vitreas P4Li/P6Li al ser

utilizadas para recubrir nucleos distintos al de Wollastonita.

6. Optimizacion del tratamiento térmico conducente a las fases vitreas P4Li y P6L..
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