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Capitulo I: Introduccion

I.1. Materiales para sustitucion de tejido conectivo: Situacion actual y
perspectivas de futuro

Muchas enfermedades y lesiones requieren una intervencion quirdrgica para
implantar un biomaterial o un dispositivo médico. En general, los indices de éxito de
dichas intervenciones en Ortopedia y Odontologia son elevados, pero todavia hay
aspectos mejorables entre los que cabe destacar el disefio de técnicas quirdrgicas menos
agresivas, la anticipacion del tratamiento de las enfermedades degenerativas y la mejora
de los biomateriales y dispositivos implantables. En la ultima década, el disefio de los
biomateriales estd experimentando una gradual evolucion desde la Ingenieria de

Materiales hacia los dispositivos basados en la Ingenieria de Tejidos.

L.1.1. Biomateriales basados en Ingenieria de Materiales

Tradicionalmente los implantes se han utilizado para sustituir tejidos vivos muy
degenerados y produciendo dolor. Esta aproximacion sigue siendo valida. A estos
dispositivos implantables practicamente lo inico que se les exige es que cumplan
ciertos requerimientos mecanicos y no se aprovechan las potentes fuerzas regeneradoras
del organismo. Sin embargo, estos implantes funcionan muy bien en términos

1
generales.

Asimismo, los implantes deben permanecer mucho tiempo en el cuerpo,
aportando las propiedades mecanicas requeridas, sin causar efectos adversos al paciente,
por lo que también deben ser biocompatibles. Este aspecto se ha interpretado
tradicionalmente como la necesidad de que sean inertes en el entorno fisioldégico. Un
material biocompatible no deberia ser téxico, ni irritante, ni alergénico, ni

carcinogénico, ni trombogénico, etc.
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La combinacion propiedades mecanicas-biocompatibilidad ha guiado la
evolucion de los biomateriales que ha llevado a un conjunto de materiales casi inertes
que se utilizan para fabricar implantes: ceramicas (alumina, zirconia,...) polimeros
(polietileno, polimetilmetacrilato,...) metales (aceros, cromo-cobalto, titanio,...) y
materiales compuestos obtenidos por combinacion de los anteriores. Los biomateriales
tradicionales cumplen en general las funciones requeridas si exceptuamos el elevado
desgaste de las superficies articulantes en las prétesis de articulaciones. Sin embargo,
estos biomateriales no mantienen las funciones requeridas indefinidamente ya que,
incluso los mas inertes, interaccionan con los tejidos vivos y acaban degradandose. Por
otra parte, precisamente por su minima reactividad, estos materiales no se integran en el
organismo al no enlazarse con los tejidos vivos. Por ello, en un plazo mas o menos
largo, todas las prétesis para sustitucion Osea con materiales casi inertes tienden a

.« . .y ;. 1
producir inflamacion cronica o a fracasar.

1.1.2. Dispositivos disefiados para interaccionar con el organismo: Ingenieria
de Tejidos

La respuesta a las limitaciones de los biomateriales tradicionales sienta las bases
para la Ingenieria de Tejidos, al considerar que la reactividad implante-huésped no s6lo
es inevitable sino que es deseable, por lo que hay que disefar y utilizar dispositivos que
optimicen esa interaccion. El primer paso en este sentido fue el disefio de materiales
capaces de interaccionar quimicamente con los tejidos vivos formando una interfaz
enlazante. Dichos materiales reciben el nombre de bioactivos siendo el Bioglass®* el
primero en ser sintetizado por Hench y col. en 1971.° Un intercambio idnico entre el
vidrio y los fluidos fisiologicos inicia una serie de reacciones que conducen a un enlace

entre el vidrio y el hueso.” Hasta el momento se ha descrito bioactividad para otras
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, . . . .. 4 . .o . , .
ceramicas, entre ellas la hidroxiapatita o y ciertas composiciones de vitroceramicas.®
Asimismo se ha descrito bioactividad, aunque en ocasiones s6lo en condiciones in vitro,

para diversos materiales compuestos’ ¢ hibridos organico-inorganico.®

Algunos aspectos del transplante de tejidos u organos ayudan a entender el
potencial de la Ingenieria de Tejidos. En estos transplantes el donante puede ser: el
propio paciente (piel) un humano vivo compatible inmunoldgicamente (médula 6sea) un
humano muerto (6rganos y productos de bancos de tejidos) o un animal (6rganos y
tejidos xenogénicos). Hay casos, como los transplantes de cornea o de valvulas
cardiacas porcinas donde las tasas de éxito son muy elevadas, pero, en general, todavia
quedan multiples inconvenientes por resolver: inmunoldgicos, logisticos, éticos y
derivados de la posible transmision de agentes infecciosos (virus, priones). Por otra
parte, alin restan numerosos aspectos politicos y €ticos por resolver para la utilizacion
de animales transgénicos o la clonacion terapeutica. Los transplantes han mostrado que
algunos tejidos, (piel, hueso) tienen una capacidad de regeneracion muy alta, aunque en
extension limitada, mientras que otros (cartilago, nervio) la tienen mas restringida y hay
que utilizar técnicas que los estimulen a autorrepararse. Ademas, se ha comprobado que
es mejor transplantar tan sélo los componentes activos de los tejidos responsables de la
regeneracion tisular, proporcionandoles las condiciones Optimas para que regeneren el
tejido.! En este sentido, se pueden mencionar ciertas proteinas como la proteina
morfogenética Osea, factores de crecimiento o las células madre, muy debatidas

actualmente.
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La Ingenieria de Tejidos se puede considerar un puente entre los implantes de
biomateriales tradicionales, cuya mejora vendria de la introduccién de una cierta
reactividad controlada, y el transplante de tejidos, cuya efectividad aumenta si se
implantan s6lo los componentes activos. La Ingenieria de Tejidos emplea biomateriales
conjuntamente con los componentes celulares responsables del crecimiento y reparacion
de los tejidos, para que su combinacion, frecuentemente llamada constructo, ayude al
paciente a regenerar nuevo tejido funcional. El biomaterial puede ser o no
biodegradable y los componentes celulares pueden ser células, biomoléculas o ambas
simultaneamente, lo que da una idea de la amplia variedad de constructos que pueden

g . , .o 1
utilizarse en Ingenieria de Tejidos.

En 1998 Williams define la Ingenieria de Tejidos como: “la persuasion al
cuerpo de curarse a si mismo mediante la liberacion en los sitios apropiados de seniales

, 9
moleculares, células y estructuras soportantes”.

No es obvio saber a qué puede considerarse un producto de Ingenieria de
Tejidos. Los biomateriales convencionales se fabrican de acuerdo a unas normas
ingenieriles y estan sometidos a una estricta regulacion. En el caso de los transplantes
existen claras guias profesionales y éticas de actuacion. Sin embargo, las reglas para la
utilizacion de productos de Ingenieria de Tejidos, que pueden ser cosas tan diferentes
como soportes poliméricos biodegradables, geles de coldgeno o biomoléculas sintéticas,
estan surgiendo en la actualidad. En las Tablas I y II se recogen respectivamente la
clasificacion de los productos de Ingenieria de Tejidos y las aplicaciones de Ingenieria
de Tejidos en Ortopedia que han sido elaboradas a partir de los trabajos de Lysaght y

col."’ y Williams.'
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Tabla I: Tipos de productos de Ingenieria de Tejidos. Elaborado a partir de Lysaght y col."’

Productos Ejemplos de constructos

e Suspension de fibroblastos o condrocitos en un gel de colageno,

alginato o hialuronato

Estructurales
e Biomateriales con biomoléculas
e Biomateriales bioactivos
Constructos activos e  (Células microencapsuladas
protegidos e  (Células xenogénicas protegidas por una membrana semipermeable

Transplante de células e  Transplante de condrocitos para reparacion de cartilago
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Tabla II: Aplicaciones ortopédicas de la Ingenieria de Tejidos. Adaptado de Williams.'

Tipo de defecto Constructos

Ejemplos

Proétesis convencionales
A. Sustitucion de

mejoradas con moléculas
articulaciones

osteogénicas

Protesis de superficie porosa + moléculas osteogénicas
Recubrimientos bioactivos + biomoléculas

Recubrimientos bioactivos porosos + biomoléculas

Materiales bioactivos

Hidroxiapatita (HA)

Biovidrios en forma de particulas

Materiales derivados

del hueso

B. Relleno de

Autoinjerto viable

Aloinjerto/xenoinjerto

defectos oseos

Moléculas osteogénicas

Moléculas liberadas por el biomaterial
Moléculas osteogénicas del paciente concentradas por el

biomaterial

Células

Osteoblastos derivados del paciente (con y sin soporte)

Células madre derivadas del paciente

Material derivado del

Autoinjerto pericondral

Autoinjerto osteocondral

cartilago o
Aloinjerto osteocondral
C. Reparacién de
cartilago
Condrocitos
Con portador (con y sin moléculas condrogénicas)
Células . . )
Sin portador (con y sin moléculas condrogénicas)
Células madre derivadas del paciente
D. Reparacion de C¢élulas diferenciadas
Células

tendones y ligamentos

Células madre derivadas del paciente
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A continuacién, se amplian los tipos de aplicaciones de la Ingenieria de Tejidos

en Ortopedia que se muestran en la Tabla II.

A. Sustitucion de articulaciones

Las articulaciones mas sustituidas son de cadera y rodilla, y en menor
proporcion de codo, hombro, tobillo, mufieca y dedos. En estos casos, el implante debe
sostener las fuerzas transmitidas por la articulacion durante las actividades cotidianas. Si
solo se considera este aspecto, las protesis convencionales funcionan bien, por lo que no
es de esperar que los implantes para la sustitucion de articulaciones deriven de
productos de Ingenieria de Tejidos. Las principales aportaciones de la Ingenieria de
Tejidos a este apartado seran las que promuevan crecimiento o remodelacion dsea en la

interfaz hueso-implante.

B. Relleno de defectos oseos

La Ingenieria de Tejidos es poco adecuada para sustituir estructuras 6seas que
soportan cargas, pero permite la regeneracion de hueso en defectos de tamafio pequefio
o medio. Por ello, se utilizara en los casos en los que el defecto no vaya a recibir fuerzas

excesivas durante las actividades cotidianas.

C. Reparacion de defectos de cartilago

Para la reparacion de cartilago la situacion deberia ser similar a la anterior, pero
en la practica las opciones estdn mas restringidas. En este caso el empleo Uinicamente de
biomateriales no ha dado resultado, debiendo utilizarse una combinacion del biomaterial

con células o biomoléculas.
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D. Reparacion de tendones y ligamentos
Se ha publicado muy poco sobre la reparacion de tendones y ligamentos con
productos de Ingenieria de Tejidos, aunque se esperan resultados similares a los que se

estan obteniendo para cartilago.

1.2. Vidrios bioactivos

De todos los materiales utilizables como implantes bioactivos o soportes en
Ingenieria de Tejidos nos vamos a centrar en los vidrios bioactivos, principal objeto de
esta tesis. Las caracteristicas de estos vidrios que los hacen candidatos a ser utilizados
como biomateriales son su bioactividad, biocompatibilidad, su porosidad y su capacidad

de reabsorcion parcial degradandose en productos también biocompatibles. '

1.2.1. Estructura de los vidrios

Los vidrios son materiales de cardcter amorfo que contienen un elemento de
estado de oxidacion elevado, capaz de formar una red tridimensional infinita, que recibe
el nombre de formador de red, siendo el silicio el mas comin. La estructura de los
vidrios de silicato estd formada por tetraedros [SiO4] unidos por los vértices. Mientras
que la silice cristalina muestra una disposicion uniforme de estos tetraedros (tal y como
podria esperarse para cualquier material cristalino) Figura 1 (a) éste no es el caso en la

silice amorfa como se muestra en la Figura 1 (b).
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Red de silice ordenada: Red de silice desordenada:
- . e Vidrio de silice
Silice cristalina Silice vitrea
(@) (b) ©

esi 00 Jca @na

Figura 1: Representacion bidimensional de (a) red cristalina de SiO,, (b) red de SiO, vitrea y (c) red
de silice con modificadores de red. En los tres casos el cuarto atomo de oxigeno de cada tetraedro [SiO4]
se encuentra situado en un plano superior o inferior.

Una caracteristica comun tanto a las estructuras cristalinas como a las amorfas es
que cada oxigeno une dos tetraedros, aunque formando una disposicion mas abierta en
la silice amorfa. Tal estructura abierta facilita la inclusion de cationes conocidos como
modificadores de red, y esta caracteristica permite obtener un amplio margen de

composiciones de vidrios (Figura 1 (¢)).

La presencia de cationes como Na", K"y Ca®" causa una discontinuidad en la red
del vidrio a través de la ruptura de algunos enlaces siloxano (Si—O-Si). Como
consecuencia de ello, se forman oxigenos no enlazantes. El proposito de los formadores
de red es construir una red tridimensional donde, en el caso de los vidrios de silicato,
estan presentes los enlaces Si—O-Si, mientras que el de los modificadores de red es
romper una proporcion de estos enlaces originando los denominados oxigenos no

enlazantes, permitiendo que el fundido solidifique con un mayor grado de desorden.'
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Esta estructura desordenada, donde el desorden se incrementa como
consecuencia de la presencia de modificadores de red, da lugar a la alta reactividad de
estos vidrios en medios acuosos. Dicha reactividad es la causa de sus aplicaciones en la
reparacion periodontal y el relleno 6seo, ya que los productos obtenidos por la reaccion
de estos vidrios con los fluidos fisiol6gicos dan lugar a la formacién en su superficie de
carbonato hidroxiapatita similar al componente inorganico de los huesos de especies

. . . 13-1
vertebradas. Es decir, son bioactivos."> '

1.2.2. Vidrios sol-gel bioactivos

Los primeros vidrios bioactivos, que se prepararon por enfriamiento rapido de
fundidos, contenian SiO; y P,Os, como formadores de red, y CaO y Na,O, como
modificadores de red."” Este método ha sido utilizado desde entonces para la sintesis de
vidrios bioactivos.'”?* Sin embargo, a principios de los 90, se propuso el proceso sol-
gel para la sintesis de vidrios bioactivos. Este proceso, que utiliza temperaturas mucho
mas bajas que el método de fusidon, permite obtener vidrios de mayor pureza y
homogeneidad, expandir el rango de composiciones bioactivas y mejorar las
propiedades texturales (superficie especifica y porosidad). Los vidrios sol-gel no
requieren Na,O cuyo principal papel en los de fusioén es disminuir la temperatura de
fusién de la mezcla, por ello, los primeros vidrios sol-gel bioactivos se prepararon en el
sistema ternario CaO—-P,05—Si0,. Asimismo, el método sol-gel ha permitido simplificar
el sistema ternario, eliminando el P,Os, y obtener vidrios binarios CaO-Si0, bioactivos
en un amplio intervalo de composiciones.”> Hay que tener en cuenta que por fusion solo
se pueden preparar vidrios CaO—-SiO; con un 65 %-mol de SiO, como maximo. Para
contenidos de SiO; mayores se produce separacion de fases. Sin embargo, por sol-gel se

pueden preparar vidrios binarios hasta con un 90 %-mol de SiO».
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Por otra parte, en vista de la excelente bioactividad de los vidrios sol-gel, su
campo de aplicacion se ha expandido mediante la preparacion de materiales mixtos, en
los que estos vidrios son los elementos inductores de bioactividad. Asi se han obtenido:

(i) sistemas bioactivos para liberacion controlada de farmacos: antiinflamatorios y

26-31

antibioticos, (i) materiales magnéticos bioactivos para el tratamiento de tumores

32,33

6seos mediante hipertermia,””” y (iii) materiales basados en fosfatos de calcio con un

aumento en la bioactividad debido a la presencia del vidrio bioactivo.**

Otra importante aplicacion del método sol-gel es la preparacion de
recubrimientos de substratos metalicos (de Ti6Al4V) con vidrios bioactivos por el
método de inmersion o dip-coating. Dichos recubrimientos permiten combinar las

buenas propiedades mecanicas de los metales con la bioactividad de los vidrios sol-

gel.”’
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1.3. Bioactividad in vivo frente al comportamiento in vitro

Los vidrios bioactivos se evaluaban inicialmente mediante su implantacion en
animales de experimentaciéon y comprobando que se producia una unién con el hueso
mecanicamente fuerte. En la actualidad se han propuesto diversos ensayos in vitro que
permiten una evaluacion de los materiales antes de los ensayos in vivo. Entre los
ensayos in vitro se pueden mencionar los de bioactividad y los de biocompatibilidad,

estos ultimos, realizados mediante cultivos celulares.

Asi, se ha establecido una relacion entre la capacidad de un material de formar
una capa de carbonato hidroxiapatita (CHA) tras sumergirlo en un fluido fisiologico
simulado y su capacidad de enlazarse a los tejidos vivos.'® Esto ha convertido a los
denominados ensayos de bioactividad in vitro en ensayos preliminares de

caracterizacion de nuevos materiales candidatos para utilizar en implantes.*®

En la mayoria de los casos, los ensayos in vitro de bioactividad se realizan en
Simulated Body Fluid (SBF) fluido corporal simulado propuesto por Kokubo y sus
colaboradores.'® El SBF es una solucién acuosa acelular con una composicién ionica
similar a la del plasma humano, tamponada a pH fisiolégico (7.25-7.40) a 37°C con una
mezcla de HCl/tris(hidroximetil) aminometano.'® La composicion y protocolo de

preparacion del SBF se indican en el apéndice C de esta memoria.

Como se verd en la Tabla III, los estudios in vitro han permitido grandes avances
en el conocimiento del mecanismo de formaciéon de la capa tipo apatita sobre la
superficie de los vidrios bioactivos. Asi, estd bien establecida la formacion de una capa

rica en silicio en la superficie de vidrio sobre la que se deposita otra capa rica en fosfato
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de calcio.”™® El proceso tiene lugar a través de la superficie libre del vidrio, asi
aquellos factores responsables de un aumento en la superficie especifica del vidrio
inicial también promueven una aceleracion en la cinética de la reactividad in vitro de los
vidrios bioactivos. Esta fue, de hecho, una de las principales razones para la busqueda
de nuevas rutas para la sintesis de vidrios, como el método sol-gel, con el que se

, . . , . 44-4
obtenian materiales con altas superficie especifica y porosidad.****

1.3.1. Influencia de la composicion y textura en la bioactividad in vitro

La alta porosidad en los vidrios sol-gel favorece la formacion de la capa apatita,
ya que facilita el rapido y masivo intercambio de iones Ca*" del vidrio por H;O" de la
disolucion. Este intercambio incrementa la saturacion de Ca®" y el pH en el medio, ¢
induce la formacion de grupo silanol (Si—OH) en la superficie del vidrio de acuerdo con
la siguiente ecuacion:

2 (Si—0)* Ca®" + 2H,0 — 2 Si—OH + Ca®" + 20H"

La formacién de la capa rica en silicio es casi instantdnea y se recubre en pocos
minutos con una capa de fosfato de calcio amorfo, que en unos dos o tres dias (segin
composicion) cristaliza con una estructura tipo apatita. Estos procesos también
producen porosidad adicional, que facilita la difusion de mas iones Ca*" al medio y la
formacion de nuevos grupos silanol. Hay, sin embargo, otros factores que contribuyen a
estas reacciones. E1 CaO es un modificador de red, por tanto, induce inestabilidad en el
sistema provocando tensiones en la estructura vitrea. Por tanto, un mayor contenido en

CaO en el vidrio implica una cinética més répida de formacién de la capa apatita.'
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La presencia de CaO se asocia también con una mayor porosidad en el vidrio
sol-gel, especialmente cuando éste se adiciona en forma de sal inorgdnica como
Ca(NO;),.4H,0 cuyos aniones, grupos NOj3', quedan atrapados en la red del vidrio de
donde se eliminan mediante un tratamiento a alta temperatura, que generara una

porosidad adicional a la propia del proceso sol-gel.*

Por otra parte, se ha estudiado el efecto de un nuevo modificador de red, MgO,
en vidrios Si0,—~CaO-P,0s."* Se ha comprobado que el MgO modifica las propiedades
texturales y disminuye la bioactividad de los vidrios sol-gel, al tiempo que incrementa

la complejidad del sistema, por lo que su utilizacion fue desechada.™

Se han sintetizado vidrios binarios, CaO—SiO,, con contenidos en SiO, entre 50
y 90 %-mol mediante el método sol-gel y donde el fosforo no estd presente como
componente del vidrio. Los estudios de bioactividad in vitro mostraron en todos los
casos la formacion de una capa tipo apatita. Estos resultados pusieron de manifiesto que
la presencia de P,Os en vidrios bioactivos no es esencial para obtener un

. . . . . . 2551.52
comportamiento bioactivo, incluso para contenidos en SiO, muy altos.”""

Por otra parte, se ha propuesto un método para cuantificar y predecir la
bioactividad de los vidrios de silicato. El método relaciona la degradacion de la red de
silice con los factores que causan la formacion de grupos silanol en la superficie del
vidrio.”® Dichos factores son principalmente la composicién del vidrio (cantidad de
modificadores de red: CaO, Nay0,...)’"**** y sus propiedades texturales (superficie
especifica y porosidad).”®’ Se ha relacionado la energia de activacién (E,) para la

difusion de Si(OH)s,>® la forma soluble de SiO,, con la bioactividad de los vidrios sol-
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gel. Con este método se estudiaron vidrios de fusién y sol-gel observandose que
presentaban bioactividad in vitro cuando la E, para la difusiéon de Si(OH)4 era menor

que 0.35 eV.”

1.3.2. Nuevos protocolos in vitro

Durante los estudios in vitro descritos anteriormente, la solucion de ensayo no se
renové por lo que los iones liberados desde el vidrio permanecieron en el recipiente
durante todo el ensayo. Este método se denomina estdtico o integral.”® Sin embargo,
cuando se estudian materiales con alta reactividad en medio acuoso, los analisis de las
soluciones muestran variaciones en la composicion idnica durante el ensayo. Por ello,
algunos autores han propuesto el llamado método diferencial en el que la disolucion se
renueva a intervalos predeterminados.”” Para vidrios sol-gel, los estudios de nuestro
grupo han demostrado que la sustitucion de la disolucion deberia ser a intervalos de
tiempo tan cortos que las manipulaciones de la muestra afectarian al proceso de

formacion de la capa CHA.

Por esta razon, para simular el continuo flujo de los fluidos corporales en la
superficie del implante, el grupo de investigacion en el que se ha realizado esta tesis
propuso un nuevo procedimiento in vitro dinamico en el cual el SBF se renueva

. e 1, 1.62
continuamente con ayuda de una bomba peristaltica.®"®

Utilizando un protocolo
dinamico se estudiaron vidrios sol-gel y se comprobd que, la formacion de la capa de
fosfato amorfo inicial se detectaba tras tiempos de ensayo mayores, pero que el tamafio
de los cristales CHA formados mas tarde era mayor que en estdtico. En cuanto a la

composicion de la capa, en el modo dindmico no se detectaron trazas de silicio y la

relacion Ca/P fue considerablemente menor que en estatico. Ello se explico
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considerando el menor pH que se alcanza en dindmico (7.4) que aumenta la
concentracién de HPO4> en solucion comparado con las condiciones estaticas donde el
pH se aproxima a 8 tras 7 dias de ensayo. En este sentido, el empleo del dindmico
favoreceria la formacion de apatita deficiente en calcio, que podria coexistir con otros

. .y 1,62
fosfatos de calcio de menor relacion Ca/P.*"¢

Por otra parte, el SBF propuesto por Kokubo estd tamponado a pH 7.3-7.4 con
tris(hidroximetil) aminometano/HCI, un tampén no fisioldgico. Este tampodn es efectivo
pero introduce altas concentraciones de ion CI” en la solucion, que no se consideran en
el calculo de la concentracion total de cloruros del SBF. Por otra parte, la base organica

2+ 63

no es un producto natural y también se ha publicado que forma complejos con el Ca™,

lo que afectaré al proceso de formacion de CHA.*

La otra diferencia entre la composicion de iones inorgdnicos del SBF y el plasma
fisiologico es la concentracion de HCOs', 4.2 mM en el SBF, y 27 mM en plasma. La
concentracion de HCO;  influye en el proceso de mineralizacion.* Hay que tener en
cuenta que a presion atmosférica la maxima cantidad de ion bicarbonato que puede

disolverse es precisamente la presente en el SBF.

Para solventar los dos problemas anteriores se propuso un nuevo protocolo de
ensayo in vitro que utiliza el denominado Plasma Inorganico Simulado Carbonatado,
CSIP.** En este protocolo el pH de la disolucién se mantiene entre 7.3 y 7.4
burbujeando una mezcla de las cantidades apropiadas de N,/CO; para ajustar la presion
parcial de CO; entre 5.0 y 7.2 KPa lo que, ademads, permite alcanzar una concentracion

de HCOj5' en disolucion idéntica a la fisioldgica (27 mM).%
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1.4. Biocompatibilidad de vidrios sol-gel

1.4.1. Cultivos celulares

Previo a los ensayos in vivo hay que evaluar la biocompatibilidad in vitro de los
nuevos candidatos a materiales implantables. Para ello, una de las mejores
aproximaciones es la utilizacion de cultivos celulares. Estos estudios proporcionan

informacion valiosa sobre el efecto de los materiales en el comportamiento celular.®

Cuando se considera la biocompatibilidad de los vidrios sol-gel, el empleo de
cultivos de osteoblastos presenta un especial interés ya que la principal aplicacion de
estos materiales es la sustitucion 6sea. En general, los vidrios bioactivos promueven los

procesos celulares mejor que otros biomateriales.®®”°

Algunos de los aspectos mas estudiados habitualmente son la adhesion,
extension y proliferacion celular. La adhesion de las células al substrato es la primera
etapa en el proceso de interacciones celulares y afecta las reacciones tisulares
subsiguientes.”' Por otra parte, una pobre adhesién a los implantes ortopédicos y
dentales puede conducir al fallo de un implante.”” La extensién es una funcion de la
célula que se ha adherido a una superficie y precede a la proliferacién.” Es una etapa
importante para propiedades bioldgicas esenciales de la célula tales como la
mencionada proliferacion celular. Por tanto, cuando se analiza la biocompatibilidad de
un material no sélo se debe considerar el proceso de adhesion celular sino también si el
material permite el desarrollo de procesos morfogenéticos normales. Los estudios de
extension implican el andlisis de la morfologia de las células. Cuanto mayor es el grado

de extension de la célula sobre el biomaterial mayor es la afinidad de las células por el
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mismo. Los biomateriales que pueden soportar la proliferacion celular promueven la

. .., . . ., 4
diferenciacion celular y la consiguiente formacién de hueso.’

En un trabajo reciente,'' Shirtliff y Hench han evaluado la capacidad
osteogénica de un vidrio bioactivo en el sistema Na,O—CaO-P,0s5—Si0,, de nombre
comercial Bioglass® 45S5, comparando el crecimiento de osteoblastos sobre el vidrio y
sobre un material inerte y cuantificando las células en cada etapa del ciclo celular. Sobre
el material inerte, los osteoblastos crecen y se adhieren pero no se diferencian ni se
observa la formacion de matriz 6sea. Por el contrario, sobre el vidrio bioactivo el
numero de los osteoblastos crecidos fue mayor y se eliminaron por apoptosis las células
incapaces de formar hueso nuevo. Ademas, se detectd la formacion de matriz Osea
mediante microscopia electronica de barrido, MEB, y por la aparicion de osteocalcina,

proteina que se sintetiza al inicio de la mineralizacion.

Por otra parte, se puso de manifiesto que los productos de disolucion del vidrio
activan genes que codifican factores de transcripcion del nucleo (necesarios para
transformar las células madre en osteoblastos) factores de crecimiento, otras proteinas y
proteasas. El control genético produjo un aumento en la proliferacion y diferenciacion
de osteoblastos que tuvo como consecuencia clinica el rapido relleno de defectos

6seo0s. BT
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1.4.2. Estudios in vivo en animales de experimentacion

Se han llevado a cabo diversos estudios in vivo para evaluar el comportamiento
de vidrios sol-gel. Se puede mencionar un reciente estudio de nuestro grupo en
colaboracion con médicos de la Universidad de Zaragoza, en el que se han implantado
piezas de vidrio sol-gel y vitroceramica en el fémur de conejos jovenes y adultos
durante 16 semanas. Las piezas de ambos materiales presentaron excelente
biocompatibilidad y oseointegracion completa y muy baja respuesta inflamatoria,

produciéndose la aposicién directa al material de hueso neoformado.’®”’

Las Tablas IIT y IV recogen respectivamente los resultados de bioactividad y

biocompatibilidad mas destacados para vidrios sol-gel conocidos al inicio de este

trabajo.
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Tabla III: Aspectos de la bioactividad in vitro de vidrios sol-gel conocidos al inicio de este trabajo.

Aspe.cto Resultado Referencias
estudiado
(39) Hench 77
Formacién . .y (40) Anderson 90
. Relacionada con la formacion
in vitro del enlace biomaterial-tejido in vivo (41) Schepers 89
de CHA (42) Anderson 91
(43) Ohura 92
1. Intercambio de Ca®" por H' del medio
Mecanismo 2. Formacion de grupos Si—OH
de . 3. Formacion capa rica en Si (2) Hench 91
formacion 4. Formacion de fosfato de calcio amorfo
de CHA 5. Cristalizacion de CHA
l];:l fte:;:u(:z Relacionada con la composicion del vidrio  (12) Vallet-Regi 03
de vidri Papel decisivo en la bioactividad (56) Pérez-Pariente 99
¢ vicrios Porosidad facilita liberacion de Ca>* (57) Balas 01
sol-gel
Papel del }gzzgilélizzléfﬁzma = Teinética de (49) Vallet-Regi 00
CaO . (12) Vallet-Regi 03
Si CaOT = {Spgr, TVp y Dp
Efectos
de la
composicién Papel del Modifica textura, disminuye bioactividad (12) Vallet-Regi 03
en vidrios MgO Aumenta espesor capa, coprecipita -TCP  (50) Pérez-Pariente 00
Vidri . . -Regi
JTDS Bioactivos = formaciéon de CHA (51) Vallc?t Regi 99
binarios PO . (52) Izquierdo-Barba 00
Si0,-Ca0 2Vs 110 €8 hecesatio (25) Martinez 00
Modelo de
in)redtliccil(;m d Bioactivos cuando E, de difusion (53) Arcos 02
oactviea de Si (OH), < 0.35¢V (59) Arcos 03
para vidrios
de silicato
Método Mejor que el estatico pero la renovacion .
diferencial  puede perturbar el sistema (60) Falaize 99
Nuevos Me¢étodo Fo'rmac10n lenta de fosfato amorff) (61) Izquierdo-Barba 00
. Cristales de CHA de mayor tamafio L
protocolos dinamico (62) Ramila 01
Ca/P menor
CSIP Aplicado sélo a ceramicas (63) Marques 03

de fosfato de calcio
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Tabla IV: Aspectos de la biocompatibilidad de vidrios sol-gel conocidos al inicio de este trabajo.

Aspecto

estudiado Resultado Referencias

Respuesta celular influida por la
composicion del vidrio

Cultivos de 1 . .
Vidrios promueven la adhesion, extension,

Cultives  osteoblastos, roliferacion y diferenciacion celular (65) Ducheyne 99
celulares  fibroblastos, I()) acion y (66) Loty 01
condrocitos ;teggenesm .
Vidrios substratos potenciales para
Ingenieria de Tejidos.
En defectos Excelente biocompatibilidad de los
In vivo 0seos 1mp1ant§:s . . (76) Meseguer-Olmo 02
Muy baja respuesta inflamatoria .
creados en . pyf (77) Gil-Albarova 04
conejos Ostointegracion completa

Aposicion directa de hueso neoformado

L.5. Aspectos de los vidrios sol-gel bioactivos inéditos al inicio de este
trabajo

Como se ha visto, se ha tratado de entender el papel de cada componente de los
vidrios sol-gel en su bioactividad. En los vidrios CaO—P,05—Si10, no esta claro el papel
del P,Os en la textura y la bioactividad. Se intentd determinar el papel del P,Os
manteniendo constante la cantidad de SiO; en los vidrios y variando la de P,Os a
expensas de la de Ca0.””' Sin embargo, el estudio de los vidrios binarios CaO-SiO,
mostré que el P,Os no era necesario para la bioactividad y también demostr6 que la
cantidad de CaO juega un papel importante en la textura y en la bioactividad de los
vidrios. Por tanto, estos estudios no permitieron distinguir si los efectos observados se

debieron al aumento del P,Os o a la disminucion del CaO en el vidrio.
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Por ello, el punto de partida de este trabajo fue mantener constante la cantidad de
CaO e ir introduciendo distintas cantidades de P»,Os a costa de disminuir el contenido en
Si0,. Se selecciond un 25 % en moles de CaO buscando una zona del diagrama de fases
en la que la bioactividad estuviera asegurada para todas las composiciones preparadas, y

que todas ellas fueran inéditas (Figura 2).

Si0,

Si0, P,0, CaO
S5/ 15 0 25
S72.5P2.5 725 2.5 25
ST0P5 ' 70 5 25

CaO (%-mol) P,O;

Figura 2: Diagrama de fases con las nuevas composiciones de vidrios sol-gel a estudiar.

De esta forma, con los resultados en vidrios CaO-SiO; y CaO-P,05—SiO; con
SiO, constante estudiados previamente y los obtenidos en vidrios de los mismos
sistemas con contenido en CaO constante se podria determinar el papel de cada

elemento en la bioactividad y particularmente, el del P,O:s.
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En este trabajo se realizara la caracterizacion fisicoquimica de los nuevos vidrios
sol-gel y se estudiard su comportamiento in vitro, inicialmente en SBF estdtico, para

confirmar su bioactividad.

Puesto que el protocolo de ensayo in vitro repercute en el comportamiento de los
vidrios, tras el SBF estdtico iremos utilizando protocolos mas complejos pero que
simulen mejor las condiciones fisioldgicas. Asi, para evitar las drasticas variaciones
ionicas en el SBF, consecuencia de la alta reactividad de los vidrios sol-gel en medios
acuosos, se utilizard el método SBF dindmico, donde el SBF se renueva durante el
ensayo. También se estudiard el comportamiento de estos vidrios en CSIP, donde la
disolucion reguladora del SBF, TRIS, se sustituye por el tampon fisiologico HCO5/CO,
burbujeando con una mezcla de N,/CO, para obtener una concentracion de HCOs™ en

disolucion de 27 mM y un pH de 7.3-7.4.

Por otra parte, la adsorciéon de proteinas sobre los implantes es esencial para
entender tanto la adhesion celular como el proceso de regeneracion del tejido 6seo. Por
tanto, otra aproximacion al comportamiento in vivo seria afadir una proteina, como la
albumina (proteina mas abundante en el plasma) a la disolucion para los ensayos de
bioactividad in vitro. Se estudiard el comportamiento de los vidrios sol-gel en SBF

enriquecido con albiimina.

Hasta ahora no se ha hecho un estudio comparativo de la biocompatibilidad de
varios vidrios sol-gel en presencia de cultivos de osteoblastos primarios. Dicho estudio
comparativo implicaria el empleo de los nuevos vidrios recién preparados y tras haber

sido sumergidos en SBF durante una semana, simulando asi las reacciones quimicas de
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los vidrios bioactivos con los fluidos fisiologicos que pueden conducir a la generacion

de una nueva matriz dsea.

En la busqueda de nuevos materiales implantables, ademds de la
biocompatibilidad y la bioactividad, se investiga también la degradabilidad, evaluando
la pérdida de peso de las muestras con el tiempo de inmersién en la disolucion de
ensayo.”® Los vidrios sol-gel son materiales con reactividad superficial, por lo tanto, su
degradacion en masa, que depende del tamafio de particula, es bastante pequena. El
combinar las propiedades de los vidrios con las de los polimeros organicos podria
contribuir a mejorar las propiedades de los vidrios. Asi, los nuevos materiales hibridos
podrian usarse como relleno éseo y sistema de liberacion controlada de farmacos en
aquellas aplicaciones donde no se requiera soportar carga. La sintesis de materiales
bioactivos y con una degradabilidad en medio acuoso predisefiada expandiria sus
aplicaciones clinicas. Con ese propdsito, una posibilidad es la sintesis de hibridos
organico-inorganico basados en los vidrios bioactivos estudiados en esta tesis y un
polimero hidrofilico biocompatible, como el polialcohol vinilico, PVAL, que podria
regular la degradacion. De hecho, el PVAL ha sido propuesto ampliamente para

sistemas de liberacion controlada de farmacos debido a su biodegradabilidad.

En la Tabla V se recogen aspectos de los vidrios sol-gel y sus hibridos orgéanico-

inorganico con PVAL inéditos al comienzo de este trabajo, indicando también el

capitulo de la tesis en el que se tratan.
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Tabla V: Aspectos de los vidrios bioactivos inéditos al

inicio de este trabajo.

Aspectos a estudiar Capitulo
Influencia del P,Os en:
e Propiedades de los vidrios sol-gel (nuicleos cristalinos, propiedades II
texturales...)
o Comportamiento in vitro I
Comportamiento comparado de los vidrios en distintos protocolos in vitro:
e  SBF estatico
e SBF dinamico
e CSIP 11
e SBF +alb
Biocompatibilidad en cultivos de osteoblastos de vidrios sol-gel recién preparados
y tras recubrir con una capa de CHA
Sintesis, bioactividad, degradacion de hibridos organico-inorganico. Mejoras
respecto a los vidrios. Papel de P,Os y PVAL:
e Bioactividad v

e  Degradacion

Papel del PVAL como pordgeno
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1.6. Objetivos
El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido la sintesis y caracterizacion de
nuevos materiales bioactivos por el procedimiento sol-gel, tanto vidrios como hibridos

organico-inorganico.

Para entender el efecto del P,Os en las propiedades texturales, bioactividad y
biocompatibilidad de los vidrios sol-gel se sintetizaran tres nuevos vidrios sol-gel con el
mismo contenido en CaO (25 %-mol) y distintos contenidos en P,Os, siendo el ultimo
componente el SiO,. Se estudiard la bioactividad de los vidrios utilizando distintos
protocolos in vitro asi como su biocompatibilidad en presencia de osteoblastos.
Asimismo, se sintetizaran y caracterizaran hibridos organico-inorganico basados en

estos vidrios y polialcohol vinilico. Se estudiara su bioactividad y degradacion in vitro.

Para alcanzar estos objetivos se abordaran las siguientes etapas:

e Sintesis y caracterizacion de tres vidrios sol gel con un 25 %-moles de CaO,
contenidos de 0, 2.5 y 5 %-moles de P,Os respectivamente y el resto de
Si0s.

e Estudio comparativo del comportamiento de los vidrios en cuatro protocolos
in vitro:

o SBF estatico
o SBF dinamico
o Plasma Inorganico Simulado Carbonatado (CISP)

o SBF enriquecido con albumina (SBF + alb)
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Estudio de la biocompatibilidad de los vidrios sol-gel en presencia de
cultivos celulares primarios de osteoblastos.

Sintesis y caracterizacion de hibridos organico-inorgénico basados en estos
vidrios sol-gel y polialcohol vinilico (PVAL).

Estudio del comportamiento in vitro (bioactividad y degradacion) de los

materiales hibridos.
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Capitulo II: Sintesis y caracterizacion de vidrios sol-gel con 25 %-mol de CaO

I1.1. Sintesis de los vidrios
Las soluciones iniciales para obtener los vidrios se prepararon a partir de las
cantidades estequiométricas de tetraetil ortosilicato (TEOS, Aldrich®) trietil fosfato

(TEP, Aldrich®) y Ca(NO)3.4H,0O (Fluka®) que se muestran en la Tabla VI.”

Las hidroélisis de TEOS y TEP se catalizo con HNO; 2N. Las cantidades de H,O
y HNOs se fijaron para obtener una proporcion molar de HNOs; + H,O / TEOS + TEP =
8 y un pH inicial de 0.5. Los reactivos se fueron afiadiendo consecutivamente en el
orden siguiente: TEOS, TEP (cuando era necesario) y Ca(NO);.4H,0. El TEOS y el
TEP se anadieron gota a gota desde una bureta. Se dejoé transcurrir una hora entre la
adicion de cada reactivo. Tras la mezcla con agitacion de los reactivos, las soluciones
resultantes se vertieron en recipientes de Teflon® que se cerraron herméticamente y se
dejaron gelificar a temperatura ambiente durante 3 dias. El envejecimiento de los geles

se llevo a cabo en esos mismos recipientes, todavia cerrados, calentando a 70°C durante

’ 9
3 dias.’

Tabla VI: Composicion de los vidrios (% en moles) y cantidades de reactivos empleados en la sintesis.

Codigo S75 S72.5P2.5 S70P5

SiO; 75 72.5 70
Composicion

CaO 25 25 25

(%-mol)

P,05 0 2.5 5

TEOS (ml) 78 75.4 71.7

TEP (ml) - 3.8 7.6

Reactivos  Ca(NO;)4(H,0)(g) 27.243 27243  27.243
H,0 (ml) 49.4 50.9 51.84
HNO; 2N (ml) 9.3 9.6 9.7
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Los geles se secaron reemplazando las tapas de los recipientes por otras con un
agujero de 1 mm de didmetro, para permitir la salida de los gases, y calentando a 150°C
durante 2 dias. Los geles secos se obtuvieron como piezas fracturadas que se molieron
(en un molino Retsh S1) y se tamizaron, seleccionando la fraccion de tamafio de grano
comprendido entre 32 y 63 um. A continuacidon se obtuvieron discos de 13 mm de
diametro y 2 mm de altura a partir de fracciones de 0.5 g, que fueron compactadas por
medio de 75 MPa de presion uniaxial durante 3 minutos y 150 MPa de presion isostatica
durante 1 minuto. Las piezas obtenidas se calentaron durante 3 h a 700°C con objeto de
eliminar los nitratos provenientes del Ca(NO);.4H,O y estabilizar los geles secos

obteniéndose de esta forma las piezas de vidrio (Figura 3).”

H,0 + HNO,
TEOS Mezcla oL Geliﬁcaci(m\ p— Envejecimiento - GEL
(TEP) E 25°C/3d ~ 70°c/3a ~ | ENVEJECIDO
Ca(NO,),. H,0,
Secado 150°C/2d
v
PIEZAS DE P Estabilizacion PIEZAS DE /Conformado GEL SECO
VIDRIOSOL-GEL | ~ 799°c/3n | GELSECO |~ ,\fiiuracién
*Tamizado
*Conformado

Figura 3: Esquema que incluye las diferentes etapas del proceso sol-gel para la sintesis de los
vidrios.
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I1.2. Caracterizacion de los vidrios

Los geles secos precursores de los vidrios se caracterizaron por andlisis
termogravimétrico (ATG). Los vidrios se caracterizaron por difraccion de rayos-X
(DRX) espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (IRTF) microscopia
electronica de barrido (MEB) espectroscopia de dispersion de energia de rayos-X

(EDX) porosimetria de intrusion de mercurio y de adsorcién de nitrégeno.”

11.2.1. Analisis termogravimétrico de los xerogeles (ATG)
Durante la sintesis de los vidrios, los geles se analizaron tras el secado mediante
termogravimetria (ATG). Los resultados de dicho analisis se muestran en la Figura 4 y

en la Tabla VII.

100

=] o
(=] =}
T T

Pérdida de masa (%)
3

60 -

0 200 400 600 800

Temperatura (°C)

Figura 4: Termogramas de los geles secos en polvo GS75, GS72.5P2.5 y GS70PS tras 2 dias de

secado a 150 °C.
——— GST5, GS72.5P2.5, —-—--- GS70P5
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Tabla VII: Porcentaje de masa perdida con la temperatura para cada gel seco.

1" Etapa 2?Etapa
Gel seco Total
(25-140°C) (140-600°C)

GS75 14.1 26.5 40.6
GS72.5P2.5 16.2 24.7 40.9
GS70P5 17.4 22.8 40.2

En los tres casos, se observa una primera pérdida de aproximadamente un 15 %
entre temperatura ambiente y 140°C, atribuida a la eliminacion de humedad y gases
adsorbidos. A continuacion, entre 140 y 700°C se detect6 una pérdida de masa de un 25
% aproximadamente, asignada a la eliminacion de nitratos. No se observd ninguna
pérdida cuando la temperatura se aumentd hasta 1200°C para verificar la total
eliminacion de los nitratos. Por lo tanto, la temperatura de estabilizacion seleccionada

para las piezas de vidrio fue 700°C (Figura 3).”

11.2.2. Fluorescencia de rayos-X (FRX)
El contenido en 6xidos de los vidrios se analizod por fluorescencia de rayos X.
Los resultados obtenidos concuerdan con las composiciones nominales de los vidrios

que se muestran en la Tabla VI.”

11.2.3. Difraccion de rayos-X (DRX)

Los difractogramas de DRX los vidrios (Figura 5) no contienen maximos de
difraccion definidos, lo cual es indicativo del desorden interno y de la naturaleza vitrea
de estos materiales. S6lo existe un maximo de difraccion difuso a 32° en 20 en los
difractogramas de los vidrios que contienen fosforo, S72.5P2.5 y S70PS. Dicho méximo

se asigno a la reflexion (211) de una fase tipo apatita.””*
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S75 S72.5P2.5 S70P5
2 ~ Q
g Y Lot P L L PR
=1 et h, L T g o PA 4 (PR
E J'.“"l“#"*ﬁﬂ.'.-_ir'* L i VIR Y T
]
=
—
20 30 40 50 20 30 40 50 20 30 40 50
20 (grados)

Figura 5: Difractogramas de rayos-X de los vidrios.

11.2.4. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (IRTF)

La Figura 6 muestra los espectros IRTF de S75, S72.5P2.5 y S70PS obtenidos
por reflectancia difusa. En el espectro de los vidrios estan presentes las bandas de
silicato a 1090, 940 y 780 cm™. La banda mas intensa a 1090 cm™ corresponde a la
tension asimétrica Si—-O—Si, y la banda a 940 cm™ a la tension simétrica Si—O. La banda
a 780 cm™' es asignable a la tension Si—O-Si tetraédrica. Ademas, los espectros de los
vidrios que contienen fosforo muestran un doblete a 565-597 cm™, incipiente para

$72.5P2.5 y claramente definido para STOP5, caracteristico de un fosfato cristalino.*'*?

S75 S72.5P2.5 S70P5

% Reflectancia

1600

Numero de ondas (cnrl)

Figura 6: Espectros IRTF de los vidrios sol-gel.
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11.2.5. Microscopia electronica de barrido y espectroscopia de dispersion de
energia de rayos-X (MEB-EDX)

En la Figura 7 se muestran las micrografias de MEB y los espectros EDX de los
vidrios. En las micrografias se ven superficies heterogéneas compuestas por particulas
de diferentes tamafios con bordes agudos y huecos entre ellas. Los analisis EDX de las
muestras concuerdan bastante con las composiciones nominales de los vidrios que se

muestran en la Tabla VI1.”

S75 S72.5P2.5 S70PS

Figura 7: Micrografias MEB y espectros EDX de los vidrios sol-gel.

11.2.6. Porosimetria de intrusion de Hg

La Figura 8 muestra el volumen de mercurio intruido en funcién del didmetro de
poro para S75, S72.5P2.5 y S70PS. La comparacién entre la curva de S7TOPS con las de
los otros vidrios sugiere que, en este caso, no se alcanzd el méximo en el volumen de
poro. Esto indicaria la presencia en esta muestra de poros con un diametro inferior a 3
nm, el limite de la técnica. La distribucion de tamafio de poro se muestra en el recuadro
interior de la Figura 8. En todos los casos se observo una distribucion bimodal con un
maximo claramente definido en la region de mesoporos (Dp: 50-3 nm) y un segundo

maximo entre 617 y 1221 nm en la region del mesoporo (D, > 50 nm). En la Tabla VIII
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se incluyen los valores de porosidad, volumen de poro, méximos en la distribucion de
tamafio de poro y densidad. Como puede observarse, el maximo en la region de

mesoporos se desplaza de 9.9 a 3.6 nm a medida que el contenido en P,Os en los vidrios

aumenta.79
' - ' —err
4 T
_ O=0
0,6 | 33, 0 S75 |
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g S72.5P2.5
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Figura 8: Volumen de Hg intruido en funcion del diametro de poro para los vidrios sol-gel.
Recuadro interior: Distribuciones de tamafio de poro.
—o0— S75, ......... a— S72.5P2.5, --o-- S70P5

Tabla VIII: Propiedades texturales de los vidrios.

N, Hg
SgET vV, D, Porosidad® V'peo Dpmeso Vmao Dpmao  Densidad
(m’/g) (ml/g) (nm) (%) (ml/g) (nm) (mlg) (nm) (g/ml)
S75 133 052 107 57.5 0.49 99  0.17 713 221
$72.5P2.5 153 042 87 57.2 0.39 7.2 0.18 1221 2.38
S70P5 327 043 4.0 44.1% 0.26 3.6 0.11 617 2.09%

+ Porosidad correspondiente a poros inferiores a 3 nm.

* macroporos: Dy>50 nm; mesoporos: en el intervalo 50-3 nm.
& Subestimado, ya que por adsorcion de N, se observa un volumen de poro de 0.08 ml/g por debajo de 3

nm (limite de la porosimetria de Hg).
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11.2.7. Adsorcion de N,

En la Figura 9 se muestran las isotermas de adsorcidon/desorcion de las muestras.
La forma de las isotermas corresponde al tipo IV de acuerdo con la clasificacion BDDT
(Apéndice B).* En el recuadro interior de la Figura 9 se muestran las distribuciones de
tamafio de poro, calculadas mediante el método BJH.** En la Tabla VIII se incluyen los
valores correspondientes de SBET85 , volumen de poro y maximo en la distribucion de
tamaio de poros. A medida que aumenta el contenido en P,Os en los vidrios, aumenta el
area superficial especifica, mientras que disminuye el volumen de poro y el maximo en
la distribucion de tamafio de poro se desplaza a valores mas bajos. Asi, al pasar de S75 a
S70P5 aumenta el 4rea superficial de 133 a 327 m*/g, disminuye el volumen de poro de
0.52 a 0.43 ml/g, y el diametro maximo en la distribucion de tamafo de poro disminuye

de 10.7 a4 nm.”

1 1 1 1 1 1
H
7
a8
300 |- 51} .
= 200+ .
—
£
-
%
>
100 | .
0k _
1 1 1 " 1 1 1

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
P/P

0

Figura 9: Isotermas de adsorcion de N, de los vidrios sol-gel.
Recuadro interior: Distribuciones de tamaiio de poro (método BJH).
- S75, ,,,,,,,,, A S72.5P2.5, -——-o-- S70P5
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11.3. Efecto del P,Os en los vidrios

La composicion nominal en 6xidos de los vidrios, mostrada en la Tabla VI, se
confirmd por FRX. Del mismo modo, el analisis termogravimétrico, ATG, de los geles
secos, Figura 4, permitid verificar que las tres composiciones contienen la misma
cantidad de CaO, ya que el porcentaje de masa perdida desde temperatura ambiente
hasta 700°C es el mismo. Dado que Ca(NOs),.4H,0 es el precursor de CaO en los
vidrios, cuando los geles secos se calientan a 700°C para obtener los vidrios, por cada
ion Ca*" en la red vitrea se elimina un grupo NOs". En efecto, al normalizar al 100 % la
pérdida de peso entre 140°C y 700°C, promediada en un 25%, se convierte en un 32%,
lo que concuerda bien con el valor calculado para la eliminacion total de nitratos. Las
diferencias apreciadas entre la forma de las tres curvas ATG, Figura 4, indican que el
mecanismo para la eliminacion de nitratos podria ser diferente para cada composicion

de vidrio.”

11.3.1. Formacion de nucleos cristalinos de fosfato de calcio

Los estudios DRX e IRTF de los vidrios, Figuras 5 y 6, sugieren el enlace entre
fosforo y calcio en los vidrios que contienen fosforo. Asi, los difractogramas de DRX
de los vidrios S72.5P2.5 y S70P5 presentan la banda difusa a 32° en 20, la cual puede
atribuirse a la presencia de pequefios cristales con estructura tipo apatita. Esta
suposicion estd en concordancia con la presencia del doblete a 565-597 cm™ en los
espectros IRTF, incipiente para S72.P2.5 y claramente definido para S70PS5,
caracteristico de los fosfatos cristalinos.*'** Sin embargo, en el caso de S75, el vidrio
que no contiene fosforo, no se detectd la banda a 32° en el difractograma DRX ni el

doblete en el espectro IRTF.
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11.3.2. Variacion de la superficie especifica y porosidad

Los tres vidrios estudiados se sometieron a idénticos tratamientos térmicos
durante el proceso de sintesis sol-gel. Por otra parte, todos contienen la misma cantidad
de CaO. Por lo tanto, deberian esperarse propiedades texturales similares para todos
ellos. Sin embargo, se observaron marcadas diferencias para los tres vidrios, como se
muestra en las Figuras 8 y 9 y en la Tabla VIII, que sélo se pueden atribuir al diferente

contenido en P,0s.

Como se ha dicho, la forma de las isotermas de nitrogeno, Figura 9, corresponde
al tipo IV segun la clasificacion BDDT.* En todos los casos pudo observarse el ciclo de
histéresis caracteristico, lo que evidencid la presencia de mesoporos en los vidrios. Sin
embargo, existen diferencias apreciables en la forma de las isotermas. El punto de cierre
de la isoterma, es decir la presion parcial a la cual la rama de desorcion se une a la de
adsorcion, se desplaza a valores més bajos a medida que disminuye el contenido en
fosforo de los vidrios. Este comportamiento se reflejé en una disminucion del tamafo
medio de poro de 10.7 nm a 4.0 nm, determinado a partir de la rama de desorcién de la

isoterma, Figura 9.

Ademas, existe un cambio claro en la forma del ciclo de histéresis en funcion del
contenido en fosforo. En ausencia de fosforo, la curva sugiere la presencia de poros
practicamente cilindricos. A medida que el fosforo se incorpora en la matriz del vidrio
se obtiene una rama de adsorcion mas suave, mientras que la rama de desorcion cierra
mas abruptamente el ciclo de histéresis. Dicho comportamiento indica que los poros

cilindricos se transforman progresivamente en lo que puede ser descrito como un poro
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con forma de “tintero”, es decir, un poro con un cuerpo principal grande accesible a

través de una boca de poro mas estrecha.

Los estudios de porosimetria de intrusiéon de mercurio muestran alrededor de un
57% de porosidad para S75 y S72.5P2.5 (Tabla VIII) y de un 44.1% para S70PS. Sin
embargo, para este ultimo, el valor de porosidad esta subestimado ya que se observo un
volumen de poro de 0.8 ml/g por adsorcion de nitrogeno por debajo de 3 nm, el limite
de medida de la porosimetria de intrusion de mercurio. Se detecta una disminucion del
volumen total de poro a medida que aumenta la cantidad de fosforo en las muestras.
Ademas, el méximo en la distribucién de tamafio de poro se desplaza a valores mas
bajos, de 9.9 hasta 3.6 nm, a medida que la cantidad de fésforo en los vidrios aumenta

de 0 a 5 %-mol.

El estudio de adsorcion de nitrogeno confirma estas tendencias en lo que se
refiere a la disminuciéon del volumen de poro y el didmetro de poro de las muestras a
medida que aumenta el contenido de fosforo en los vidrios, Tabla VIII. Sin embargo, los
valores de superficie especifica, Sggr, muestran la tendencia opuesta, siendo 133 m?/g
para S75 y 327 m?/g para STOP5. Todas estas variaciones se recogen en la Figura 10,
donde se representan los valores de diametro de poro, volumen de poro y Sggr, Asi, la
presencia de P,Os induce la aparicion de nucleos de fosfato de calcio, lo que tiene un
efecto en las propiedades superficiales, haciéndolas similares a las de vidrios con menor

contenido en calcio.

La Figura 10 muestra las variaciones de las propiedades texturales, volumen de

poro, didmetro de poro y Sggr, de estos vidrios sol-gel con el contenido en P,0s.”
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Ausencia de nucleos Cristalizacion Nucleos de
cristalinos incipiente fosfato
350 T T T 12 i
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Figura 10: Variaciones del didmetro de poro, volumen de poro y Sggr en funcion del contenido
en P,Os en los vidrios sol-gel.
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Capitulo I11: Estudios in vitro de vidrios sol-gel

I11.1. Bioactividad

111.1.1. SBF estatico

I11.1.1.a. Protocolo SBF estatico

Los ensayos in vitro se llevaron a cabo sumergiendo las muestras en 40 ml de
SBF a 37°C durante intervalos desde 1.5 h a 7 dias. EI SBF es una disolucion acuosa
acelular con una composicion i6nica practicamente igual a la del plasma humano: Na*:
142, K*: 5.0, Mg?*: 1.5, Ca*": 2.5, CI": 147.8, HCO3: 4.2, HPO,*: 1.0 y SO,*: 0.5 mM,
tamponado a 7.30 con tris(hidroximetil) aminometano/HCI. Para evitar efectos como
consecuencia de las diferencias de volumen se empled una relacién area de las
piezas/volumen de SBF de 0.075 cm™. Tras los ensayos, las piezas de vidrio se retiraron
del SBF, se aclararon ligeramente en agua y acetona y se dejaron secar al aire. Para
evitar la contaminacion por microorganismos de la capa, todas las manipulaciones se
efectuaron dentro de una cabina de flujo laminar (Telstar AV-100) y previo a los

ensayos, se filtré el SBF con un sistema Millipore® de 0.22 um.

Los valores de concentracién de Ca®* y de pH en la disolucién se determinaron
mediante medidas de electrodos selectivos a iones, utilizando un sistema ILyte® de Na®,
K*, Ca?*, pH. Las concentraciones de fésforo y silicio se midieron mediante formacion
de complejos y espectroscopia UV-visible en un espectrofotometro Unicam UV 500.
Los cambios en la superficie de los vidrios con el tiempo de inmersion se siguieron a

través de DRX, IRTF y MEB-EDX."
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I11.1.1.b. Variaciones en las concentraciones iénicas de la disolucion

En la Figura 11 se muestran las graficas que representan los cambios en los
valores de pH y de las concentraciones de Ca (I1) P (V) y Si (IV) en disolucion con el
tiempo de inmersion. Los valores representados son la media aritmética calculada para
dos muestras independientes. En la Figura se indican los valores de la desviacion

estandar de cada punto.
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Figura 11: Variaciones en las concentraciones idnicas en el SBF con el tiempo de ensayo.
- 5757 RO S72.5P2.5, --o--S70P5

Durante las primeras 6 horas de ensayo, se detecté un marcado incremento del
pH y de la concentracién de Ca®*. Sin embargo, se observaron algunas diferencias en
funcién de la composicion de los vidrios. Asi, tras 6 horas de inmersion, la
concentracion de Ca?* en la disolucion fue 11.3, 10.0 y 8.4 mM, mientras que el pH fue
7.7, 76 y 7.5 para S75, S72.5P2.5 y S70P5, respectivamente. Sin embargo, tras 24

horas, la concentracion de Ca* alcanzé en todos los casos valores entorno a 11-12 mM.
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Esos valores se mantuvieron constantes durante 7 dias para S70P5. Sin embargo,
para S72.5P2.5 y S75 se detecté una disminucién del Ca®* en disolucién para tiempos
de ensayo superiores a 4 dias. Por otra parte, para todas las composiciones, el valor de
pH siguié aumentando a lo largo de todo el experimento hasta valores cercanos a 8.1

tras 7 dias en SBF.

Por lo que respecta a la concentracién de P (V) en disolucion, en las primeras 9
horas, se observo una disminucion desde 1 mM, el valor inicial del SBF, hasta alrededor
de 0.8 mM para los tres vidrios. Posteriormente, la concentracién en SBF permanecio
practicamente constante para S75y S72.5P2.5 mientras que para S70P5 se observo una
repentina disminucion hasta 0.3 mM, a partir de las 24 horas, que se atribuyo a la
precipitacion en volumen de la apatita en el conjunto de la disolucién durante el

almacenamiento previo a la medida de fdsforo.

En la Figura 11 se muestra asimismo la evolucion de la concentracion de Si (1V)
con el tiempo. Durante las 9 primeras horas, la liberacion de Si (1) fue similar para las
3 composiciones. Para tiempos mayores, la cantidad de Si (IV) en disolucion permanece
casi constante en torno a 0.5 mM durante 7 dias para S75. Mientras que para S72.5P2.5

y S70P5 contintia aumentando hasta 4 mM tras 7 dias de inmersion.™

47



Capitulo I11: Estudios in vitro de vidrios sol-gel

I11.1.1.c. Estudio de la superficie de los vidrios
Tras la inmersion en SBF, la evolucion de la superficie de los vidrios se siguio

mediante DRX, IRTF y MEB-EDX."

111.1.1.c.1. DRX

La Figura 12 muestra los difractogramas de DRX de S75, S72.5P2.5 y S70P5
tras 0, 2, 4 y 7 dias de ensayo. Después de 2 dias, no es posible apreciar ningin cambio
en comparacion con los difractogramas iniciales. Sin embargo, tras 4 dias, se detecta la
aparicion de una banda difusa centrada a 26° en 26 en los difractogramas de S72.5P2.5
y S70P5, que puede asignarse a la reflexién (002) de una fase tipo apatita.’® Ademas, se
observa una banda difusa a 32° para S75 y un incremento en la intensidad de la banda a
32° para los vidrios S72.5P2.5 y S70P5 que se habia asignado a la reflexion (211) de
una fase tipo apatita.’ Tras 7 dfas, los difractogramas pueden asignarse a una fase tipo
apatita con pequefio tamafo de cristal. La amplia banda entre 20 y 30°, presente en los
materiales iniciales (a tiempo 0) de caracter amorfo, decrece con el tiempo de inmersion

pero slo desaparece para S70P5 tras 7 dias de inmersion.”
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Figura 12: Difractogramas de rayos-X de los vidrios antes y tras su inmersiéon en SBF durante
diferentes intervalos de tiempo.

I1.1.1.c.2. IRTF

Los espectros IRTF de los vidrios sol-gel antes y después de su inmersion en
SBF durante varios intervalos de tiempo se muestran en la Figura 13. Tras 1.5 horas en
SBF, una nueva banda de fosfato amorfo a 562 cm™ se observa en el espectro de S75.
Ademés, el doblete a 565-597 cm™, visible en los espectros de los vidrios S72.5P2.5 y
S70P5, se va convirtiendo en un singlete. Para todas las composiciones, puede
apreciarse el ensanchamiento de la banda de silicato a 1090 cm™, posiblemente debido a
su solapamiento con la banda de fosfato a 1035 cm™. Del mismo modo, estan presentes

dos bandas a 1394 y 865 cm™, que pueden asignarse a grupos carbonato.®*52

Tras 6 horas, los espectros de IRTF de S75 y S70P5 son muy similares a los
obtenidos tras 1.5 horas de inmersion. Sin embargo, en el espectro de S75.5P2.5, se
observa un ensanchamiento adicional de la banda a 1090 cm™ y el cambio del doblete a

565-597 cm™ en un singlete a 565 cm™, tipico de fosfato amorfo. 882
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Figura 13: Espectros IRTF de los tres vidrios sol-gel antes y tras su inmersion en SBF durante

diferentes intervalos de ti

empo.
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Después de 2 dias de ensayo, la magnitud de la banda a 560 cm™ aumenta
significativamente para S75 y S72.5P2.5. Por otro lado, no se observan modificaciones

para S70P5. 8182

Tras 4 dias de inmersion, el espectro IRTF de S75 permanece inalterado. Sin
embargo, los espectros de S72.5P2.5 y S70P5 son similares a los obtenidos para una
carbonato hidroxiapatita, exhibiendo bandas de fosfato a 1035 y 565-597 cm™ y bandas
de carbonato a 1394 y 865 cm™. Tras 7 dias en SBF, los espectros de IRTF de los 3

vidrios son analogos al espectro de la apatita del hueso. "8482
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I11.1.1.c.3. MEB-EDX

S75 S72.5P2.5 S70P5

6h

2d

4d

7d

Figura 14: Micrografias MEB de los vidrios sol-gel antes y tras diferentes tiempos de ensayo.

La Figura 14 muestra las imagenes MEB de las superficies de S75, S72.5P2.5y
S70P5 tras diferentes intervalos de inmersion. Tras 6 horas, aparece una capa de esferas
cubriendo la superficie de S75. Esta evolucion es incipiente para S72.5P2.5 y retardada
para S70P5. Tras 2 dias, todos los vidrios se cubrieron completamente de una capa
recien formada. En las micrografias de S72.5P2.5 y S70P5, se pueden ver pequefias
particulas, atribuibles a nucleos de cristalizacion. Tras 4 dias, para las muestras

S72.5P2.5y ST0P5, las esferas lisas se transforman en aglomerados pseudoesféricos de
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particulas con forma de copo. Tras 7 dias de inmersidn, una capa de estas particulas

cubre los tres vidrios.”
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Figura 15: Variaciones en el contenido en Ca, Si y P de la superficie de los
vidrios con el tiempo de ensayo determinadas mediante EDX.
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En la Figura 15, se muestra la evolucion con el tiempo de la composicion de la
superficie de los vidrios, a partir de los resultados de EDX. La evolucion de S75 y
S72.5P2.5 es muy similar, y tras 9 horas de ensayo, solo se detecta calcio y fosforo en la
capa. Sin embargo, el recubrimiento de S70P5 por la capa lleva mas tiempo pues se
requieren 4 dias de inmersion para detectar calcio y fdésforo como elementos
predominantes en la superficie de la muestra. Para tiempos inferiores a 4 dias, se

detectaron apreciables cantidades de silicio en la superficie de este vidrio.”

S72.5P2.5

Figura 16: Micrografias MEB obtenidas con electrones retrodispersados de las secciones
transversales de los vidrios sol-gel tras 7 dias en SBF. Se incluyen las distribuciones a lo largo del perfil
de los elementos Si, Cay P.

La Figura 16, muestra las micrografias MEB de las secciones transversales,
obtenidas mediante electrones retrodispersados, y la distribucién de elementos a lo largo
de las secciones transversales de los vidrios tras 7 dias en SBF. Para S70P5, la imagen
muestra zonas de contraste claro en la parte interna, que pueden atribuirse al
crecimiento interno de esferas. El espesor de la capa de apatita disminuye a medida que
aumenta el contenido en fosforo en el vidrio, desde 2.5 um para S75 a 1.5 um para

S70P5.7°

54



Capitulo I11: Estudios in vitro de vidrios sol-gel

111.1.1.d. Comportamiento de los vidrios en SBF estatico: Efecto del P,Os
Como se ha dicho, uno de los principales objetivos de esta tesis es comparar la
bioactividad in vitro de tres vidrios sol-gel con igual proporcion de CaO y diferentes

contenidos de P,Os. Los resultados presentados permiten establecer que:

e S75 es el vidrio méas reactivo en los primeros instantes de inmersion en SBF y
presenta la mayor velocidad de formacion de la capa de fosfato amorfo: 1.5 h.

(Figura 14).

e En los vidrios con fosforo, S72.5P2.5 y S70P5, la cristalizacion de apatita requiere

un intervalo de tiempo mas corto (4 dias) que en S75 (7 dias) (Figuras 13y 14).

e El espesor de la capa de apatita tras 7 dias de ensayo disminuye desde 2.5 um hasta

1.5 um al aumentar el contenido en P,Os de los vidrios (Figura 16).

Las diferencias en la formacion de la capa de apatita entre los tres vidrios se
presentan de forma esquematica en la Figura 17. Como se observa, a medida que
aumenta el contenido en P,0s de los vidrios, la formacién del fosfato amorfo tiene lugar
méas lentamente, aunque se favorece la cristalizacion de apatita, segin sefialan los
resultados de IRTF y MEB. Por tanto, la presencia en los vidrios de pequefias
cantidades de P,0Os, desde 2.5 a 5%-mol es ventajosa pero no esencial para la

bioactividad.”
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Figura 17: Tiempos necesarios para la formacién de la capa de fosfato amorfo en la superficie

de cada vidrio y para la cristalizacion de la apatita en funcion del contenido en P,Os.
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111.1.2. SBF dinamico

I11.1.2.a. Protocolo SBF dindmico

La Figura 18 muestra esquematicamente el dispositivo en el que se realizaron los
ensayos in vitro en condiciones dindmicas. La disolucion de ensayo —SBF recién
preparado y filtrado— se renovo constantemente con ayuda de una bomba peristéltica.
Como los flujos de aporte y retirada de SBF fueron idénticos, el volumen de la solucién
en el recipiente se mantuvo constante durante todo el ensayo. Basandonos en resultados
anteriores de otros miembros de nuestro grupo,™ el flujo de renovacién de la disolucién

utilizado fue 1 ml/min.%®
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Figura 18: Esquema del ensayo in vitro dindmico.
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111.1.2.b. Variaciones en las concentraciones idnicas de la disolucion

La inmersion de los vidrios en SBF dinamico cambié ligeramente la

composicion de la disolucion durante las primeras 3 horas de ensayo (Figura 19)

aumentando el valor del pH de 7.37 a 7.40 (para S75) 7.47 (para S72.5P2.5) y 7.43

(para S70P5) el del Ca** de 2.23 a 4.12 (para S75) 3.02 (para S72.5P2.5) y 2.65 (para

S70P5) mM vy el del silicio de 0 a 0.15 (para S75) 0.11 (para S72.5P2.5) y 0.04 (para

S70P5) mM. Por el contrario, la concentracion del fosforo disminuyé de 0.96 a 0.89

mM. Sin embargo, para tiempos de inmersion mayores, estos parametros recuperaron

los valores iniciales de concentracion del SBF (préximos a los del plasma humano).®
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Figura 19: Variaciones en las concentraciones idnicas en el SBF dindmico con el tiempo de
ensayo en comparacion con las concentraciones en el plasma humano.
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111.1.2.c. Estudio de la superficie de los vidrios

Las variaciones en la superficie de los vidrios tras diferentes tiempos de ensayo

se analizaron mediante DRX, IRTF y MEB-EDX.

111.1.2.c.1. DRX
S75 S72.5P2.5 S70P5
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Figura 20: Difractogramas de rayos-X de los vidrios antes y tras su inmersion en SBF dindmico
durante diferentes intervalos de tiempo.

En la Figura 20 se representan los difractogramas DRX de los vidrios antes y

después de diferentes tiempos de inmersién en SBF dindmico. Tras 3 dias, es posible

detectar la aparicién de una banda difusa a 26° en 20, que podria corresponder a la

reflexion (002) y otra a 32° que puede asignarse a la reflexion (211) ambas de una fase

tipo apatita.®® Tras 7 dias, se pueden identificar varias reflexiones anchas y poco

definidas, todas ellas asignables a una fase tipo apatita® de pequefio tamafio de cristal.®®
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11.1.2.c.2. IRTF

La Figura 21, muestra la evolucién con el tiempo de inmersién en SBF
dindmico de los espectros de IRTF en reflectancia difusa de los vidrios. A las 3 horas
de ensayo, aparecen nuevas bandas que podrian asignarse a fosfato amorfo a 557 cm™ y
al grupo carbonato a 1382 y 940 cm™. A los 7 dias de ensayo, aparece una banda a 1040

cm™y un doblete a 602, 560 cm™, caracteristicas de un fosfato cristalino. 8828
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Figura 21: Espectros IRTF de los vidrios sol-gel antes y tras su inmersiéon en SBF dinamico
durante diferentes intervalos de tiempo.
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111.1.2.c.3. MEB-EDX

S72.5P2.5
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Figura 22: Micrografias MEB de los vidrios sol-gel antes y tras diferentes tiempos de inmersion
en SBF dinamico.

En la Figura 22 se muestran las micrografias MEB de los vidrios antes y después
de su inmersion en SBF dinamico. A los 3 dias de ensayo, se observa sobre la
superficie de S72.5P2.5 los aglomerados de particulas caracteristicos de apatita
cristalina. Sin embargo, para S75 y S70P5 no se observa la aparicion de dichos

aglomerados hasta los 7 dias de ensayo. A los 7 dias, la situacion es analoga para los
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tres vidrios, pero puede observarse una velocidad de formacion de la capa diferente en
funcion de la composicion del vidrio.®®

Las variaciones en las composiciones de silicio, calcio y fésforo en la superficie
de los vidrios con el tiempo de ensayo en SBF dindmico determinadas mediante EDX
estan representadas en la Figura 23. Como puede observarse la cantidad de silicio
disminuye mientras que las de calcio y fésforo aumentan con el tiempo de ensayo hasta
alcanzar una relacion de Ca/P mas cercana a 1.67 (la de la apatita del hueso) que en

SBF estatico (Tabla 1X).%
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Figura 23: Variaciones en el contenido en Ca, Si y P de la superficie de los vidrios con el
tiempo de ensayo en SBF dinamico determinadas por EDX.
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La Figura 24, muestra las micrografias MEB de las secciones transversales,
obtenidas mediante electrones retrodispersados, y la distribucion de elementos a lo largo
del perfil de los vidrios tras 7 dias en SBF dinamico. Los espesores de la capa de
apatita depositada sobre la superficie de los vidrios son mucho mayores que en SBF

estatico (Figuras 16 y 24, asi como la Tabla 1X).%°

S72.5P2.5

Figura 24: Micrografias MEB obtenidas con electrones retrodispersados de las secciones
transversales de los vidrios sol-gel tras 7 dias en SBF dinamico. Se incluyen las distribuciones a lo largo
del perfil de los elementos Si, Cay P.

111.1.2.d. Comportamiento de los vidrios en SBF dindmico

Los resultados que aparecen en la Figura 19 demuestran que en dinamico y
renovando la solucién con un flujo de 1 ml/min, las concentraciones ionicas y el pH
durante el ensayo fueron mas similares a las del plasma humano que cuando el ensayo

se llevo a cabo en SBF estatico (Figura 11).

El aumento inicial de la concentracién de Ca®* en disolucién durante el ensayo

en dinamico podria haber ocurrido porque el flujo de renovacién del SBF no fue lo

bastante elevado como para compensar la liberacién de Ca®* del vidrio.
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En los vidrios bioactivos la liberacién de Ca®* a la disolucién tiene lugar a través

de un intercambio de protones con el medio,**®®

que conlleva un incremento del pH.
Por tanto, el ligero incremento del pH podria haber sucedido por razones analogas a las

de la variacion de la concentracion de Ca®*.

El andlisis EDX de los vidrios tras los ensayos in vitro mostro la influencia del
protocolo en la composicion de la capa formada. Asi, en estatico se detecto silicio lo
que puede deberse a la incorporacion a la capa de parte del Si (IV) liberado por el
vidrio. También podria tratarse de silicio del propio substrato, lo que indicaria que la
capa es de pequefio espesor 0 que presenta discontinuidades. Sin embargo, en dindmico
no se detectd silicio, lo que se ha justificado considerando tanto la eliminacion de este
elemento en la renovacion de la solucion, como el mayor espesor de la capa tipo apatita

(Figura 24) que impediria al haz de electrones penetrar hasta el substrato.

La relacion Ca/P a los 7 dias en la superficie del vidrio determinada por EDX
fue inferior en dinamico que en estatico y mas proxima a 1.67 (la de la apatita del

hueso) (Figuras 15y 23y Tabla 1X).

En dinamico el calcio y el fésforo se estan renovando continuamente, mientras
que en estatico las cantidades de calcio y fosforo en disolucion son fijas y pueden llegar
a agotarse cuando se forma la capa apatita. Por ello, en dinamico la capa puede llegar a

tener mayor espesor que en estatico (Figuras 16 y 24 y Tabla 1X).%
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La Tabla IX compara los resultados de tiempo de cristalizacion, espesor de la

capa CHA y relacion Ca/P a los 7 dias de ensayo estatico y dindmico.®

Tabla IX: Comparacion entre el tiempo de cristalizacion de la capa de apatita, el espesor de
dicha capay la relacion Ca/P en la misma a los 7 dias de ensayo en SBF estatico y dinamico.

Tiempo de cristalizacion Espesor de la

L . i Relacion Ca/P
Vidrio Sistema de CHA capa tras 7 dias
) tras 7 dias
(dias) (um)
Estatico 7 2.5 2.22
S75
Dindmico 7 12.7 1.87
Estatico 4 2 2.31
S72.5P2.5
Dinamico 3 6.23 1.94
Estatico 4 15 2.15
S70P5
Dinamico 7 13.8 1.72
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111.1.3. Plasma Inorgéanico Simulado Carbonatado (CSIP)

I11.1.3.a. Protocolo CSIP

Dada la mayor complejidad de este método, en CSIP (Carbonated Simulated
Inorganic Plasma) sélo se estudio el vidrio S72.5P2.5. Los ensayos se llevaron a cabo
sumergiendo las muestras en 40 ml de disolucion a 37°C. Este plasma se prepar0
disolviendo la misma cantidad de reactivos que para preparar SBF convencional y
sustituyendo el tampon tris(hidroximetil) aminometano/HCI (TRIS) por el tampén
fisiolégico HCO3/CO,. Para ello, se burbujea la disolucion con una mezcla de gases
CO; y Ny para que el pH de la disolucién se mantenga entre 7.3 y 7.4, ajustando la
presion parcial del CO, entre 5.0 y 7.2 KPa. Al mismo tiempo, se consigue que la
concentracion de HCO3' en la disolucion sea de 24-27 mM. En la Figura 25 se describe

esquematicamente el montaje del ensayo en CSIP.%3%¢

Mezcla
de gases

o Evacuacion

S72.5P2.5

Bano
termostatico

Figura 25: Esquema del ensayo in vitro en CSIP.
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I11.1.3.b. Variaciones en las concentraciones ionicas de la disolucion

Para mantener el pH de la disolucion constante se requiri6 una cuidadosa
regulacién de la presion parcial de CO, debido a la alta reactividad en disolucion del
vidrio S72.5P2.5. Tras 7 dias de ensayo, las concentraciones de Ca (1) y de Si (IV) en
disolucién aumentaron de 2.5 a 3.1 mM y de 0 a 2.1 mM, respectivamente. Por el
contrario, la concentracion de fésforo en disolucion disminuyo de 1 a 0.06 mM. En la

Figura 26 se muestran estas variaciones de la concentracion iénica en el CSIP.%

T ‘ ‘ 4 |
40+ ca | ) S
350
27 -
S )
S0, e .S
S i _ E1 ]
254 —
07 .......... @ |
2,0 ! L 1 | . 1 . ‘ ‘ |
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27 deeeaseeseemmo " o i
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Figura 26: Variaciones en las concentraciones ionicas en CSIP para el vidrio S72.5P2.5 con el
tiempo de ensayo en comparacién con las concentraciones en el plasma humano. Con este protocolo, el
pH se mantuvo constante durante todo el ensayo.

Plasma humano

111.1.3.c. Estudio de la superficie del vidrio S72.5P2.5
El andlisis de la superficie de S72.5P2.5 en CSIP se llevd a cabo mediante

DRX, IRTF y MEB-EDX.%®
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111.1.3.c.1. DRX
La Figura 27 muestra los difractogramas de rayos-X del vidrio S72.5P2.5 a
distintos tiempos de inmersion en CSIP. Tras 7 dias de ensayo, aparecen algunas

reflexiones de dificil identificacion por esta técnica.

S72.5P25
t=0 )

= |.3n
3 | en
<

s | 3d
g | 7d
£

20 30 40 50
2 0 (grados)

Figura 27: Difractogramas de rayos-X del vidrio S72.5P2.5 antes y tras diferentes tiempos de
inmersién en CSIP.

111.1.3.c.2. IRTF

La Figura 28 muestra los espectros IRTF del vidrio S72.5P2.5 obtenidos
mediante reflectancia difusa, antes y tras diferentes tiempos en CSIP. Tras 3 horas de
ensayo, son visibles las bandas a 1394 y 865 cm™ de carbonato. Ademés el doblete
incipiente a 565-597 cm™ en el espectro a tiempo cero se esta transformando en un
singlete de fosfato amorfo. Tras 6 horas, el espectro permanecié similar excepto por el
ensanchamiento de la banda a 1090 cm™, posiblemente debido a su solapamiento con la
banda de fosfato a 1035 cm™. Tras 3y 7 dias, los espectros son similares a los obtenidos
para una carbonato hidroxiapatita sintética, mostrando bandas de fosfato a 1035 cm™ y

565-597 cm™ y bandas de carbonato a 1394 y 865 cm™, 88286
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S72.5P2.5

%Reflectancia

1600 600
NUmero de ondas (cm-1)

Figura 28: Espectros IRTF del vidrio S72.5P2.5 antes y tras su inmersién en CSIP durante
diferentes intervalos de tiempo.

111.1.3.c.3. MEB-EDX

La Figura 29 muestra las imagenes MEB de la superficie de S72.5P2.5 tras
diferentes intervalos de inmersion en CSIP. A las 6 horas, aparecio una capa de esferas,
cubriendo la superficie del vidrio. Tras 3 dias, el vidrio esta cubierto completamente por
aglomerados de particulas caracteristicos de apatita cristalina. Tras 7 dias de inmersion,

una capa de particulas en forma de copo cubre la superficie del vidrio.®

70



Capitulo I11: Estudios in vitro de vidrios sol-gel

S72.5P2.5

3h

6h

3d

7d

Figura 29: Micrografias MEB de S72.5P2.5 antes y tras diferentes tiempos de inmersion en
CSIP.

La Figura 30 muestra la evolucion de la composicion de la superficie del vidrio
S72.5P2.5 con el tiempo de ensayo en CSIP determinada por EDX. La cantidad de
silicio disminuy6 con el tiempo. Sin embargo, las cantidades de calcio y fdsforo
aumentaron con el tiempo de ensayo, siendo la relacion Ca/P de 2.14 a los 7 dias de
ensayo. El andlisis EDX mostr6 una mayor relacién Ca/P en CSIP que en dinamico.

(Tabla X).%
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. S72.5P2.5 7d
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Figura 30: Variaciones en el contenido en Ca, Si y P de la superficie de S72.5P2.5 con el tiempo

de ensayo en CSIP determinadas mediante EDX.
—o—Ca, N Sj --o--P

La Figura 31 muestra la micrografia de la seccion transversal del vidrio
S72.5P2.5 y las distribuciones de los elementos a lo largo del perfil tras 7 dias de
ensayo en CSIP. El espesor de la capa, 1 um, es muy dependiente del protocolo de

ensayo empleado (Tabla X).%

S72.5P2.5

Figura 31: Micrografia MEB de la seccion transversal del vidrio sol-gel S72.5P2.5 tras 7 dias en
CSIP. Se incluye la distribucidn a lo largo del perfil de los elementos Ca, P y Si.
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[11.1.3.d. Comportamiento de S72.5P2.5 en CSIP

Los resultados observados permiten establecer que:

e En CSIP se observa una mayor velocidad de cristalizacién de la capa de
CHA que en SBF dinamico y estatico. Esto podria ser debido a un
mayor aumento de la saturacion local como consecuencia de las

caracteristicas del CSIP en comparacion con el SBF.

e La mayor relacion Ca/P tras 7 dias en CSIP que en SBF dindmico puede
atribuirse a la coprecipitacion de carbonato de calcio. Al mismo tiempo,
esto justificaria el relativamente bajo incremento de la concentracion de

calcio en disolucion en comparacion con el protocolo estatico.

Las diferencias entre los distintos protocolos de ensayo in vitro estudiados se

muestran en la Tabla X.¢

Tabla X: Comparacion entre el tiempo de cristalizacion de la capa de apatita, el espesor de dicha
capa y la relacion Ca/P en la misma a los 7 dias de ensayo de S72.5P2.5 en SBF estatico, dinamico y
CSIP.

Tiempo de cristalizacion Espesor de la

Vidrio  Sistema de CHA capatras7dias  reiacion Ca/P
tras 7 dias
(dias) (um)
Estatico 4 2 231
S72.5P2.5 Dindmico 3 6.23 1.94

73



Capitulo I11: Estudios in vitro de vidrios sol-gel

111.1.4. SBF enriquecido con albumina (SBF + alb)

111.1.4.a. Protocolo SBF + alb

Los ensayos in vitro se llevaron a cabo sumergiendo las muestras en 40 ml de
SBF a 37°C, al que se habia afiadido 4 g/l de albimina de suero bovino (Serva®,

fraccion V, pH 7, liofilizada) durante intervalos desde 1.5 horas a 7 dias.’

I11.1.4.b. Variaciones en las concentraciones ionicas de la disolucion

La Figura 32 muestra las variaciones de las concentraciones de calcio, silicio y
fésforo y del pH con el tiempo de inmersion en SBF + alb para los vidrios S75,
S72.5P2.5 y S70P5. Tanto las variaciones de pH como las de Ca (Il) con el tiempo de
ensayo son analogas para los tres vidrios. A los 7 dias, el Ca (II) en disolucion aumentd
de 23283 mMyel pH de 7.4 a 7.9. Estos valores fueron inferiores a los valores de

concentracion de Ca (I1) y de pH alcanzados en SBF estéatico (Figura 11).

8,00/ 7
S 175 |
7,50f pH - |

0 40 80 120 160 0 40 80 120 160

Tiempo (horas)

Figura 32: Variaciones en las concentraciones de calcio y en el pH en SBF + alb con el tiempo
de ensayo en comparacion con las concentraciones en el plasma humano.
- — 375, RO S S72.5P2.5, --o-- S70P5

I11.1.4.c. Estudio de la superficie de los vidrios
Las variaciones en la superficie de las piezas de vidrio con el tiempo de ensayo

se siguieron mediante IRTF-ATR y MEB-EDX.
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% Transmitancia

I11.1.4.c.1. IRTF
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Figura 33: Espectros IRTF de los vidrios sol-gel antes y tras su inmersion en SBF + alb durante
diferentes intervalos de tiempo.

La Figura 33 muestra los espectros de IRTF-ATR de los vidrios sol-gel para

tiempos de inmersién de hasta 7 dias. En los tres vidrios, tras 1.5 horas en SBF + alb, se

observé la banda de fosfato amorfo a 560 cm™, analogamente a lo que ocurre en SBF

estatico sin proteina. La intensidad de esta banda fue aumentando con el tiempo, pero ni

tan siquiera tras 7 dias se observo el doblete a 560, 600 cm™ de un fosfato cristalino.

I11.1.4.c.2. MEB-EDX

S75

SBF SBF +alb

S72.5P2.5

o

S70P5

7
"
s N
_ ]

o

SBF + alb

81,82

Figura 34: Micrografias MEB de los vidrios antes y después de 7 dias de inmersion en SBF
estatico y en SBF + alb.
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La Figura 34 muestra las micrografias MEB de los vidrios sol-gel antes y
después de los ensayos in vitro en estatico. El estudio por MEB indica que en SBF +
alb las muestras se van recubriendo de una capa pero cuando se compara esta evolucion
con la que experimentaron en SBF estatico, se aprecia una ralentizacion en la cinética
de formacion de la capa. Por tanto, la influencia de la albimina en la formacion del
fosfato amorfo inicial es muy pequefia, pero la cristalizacion de la apatita se retarda por

la presencia de la proteina.

I11.1.4.d. Cinética de adsorcion de albumina

La cinética de adsorcion de albumina (Figura 35) se estudié sumergiendo los
vidrios en SBF + alb entre 1 y 12 minutos y midiendo por IRTF-ATR la variacion de la
intensidad de la banda de amida | (centrada a 1650 cm™) que se normalizé asignando el
valor de 1 a la banda més intensa.®® El aumento de intensidad en tiempos muy cortos
(inferiores a 3 minutos) hasta 0.6 para el vidrio con mas fosforo, S70P5, y 0.4 en los
otros dos casos, mostré la rapidez de adsorcion de proteina en los vidrios. Para tiempos
mayores se encontraron escasas diferencias entre los tres vidrios, lo que se atribuyé a
sus composiciones muy parecidas y, en particular, al mismo contenido en calcio, ya que
dado el caracter acido de la albumina, es de esperar que se una a los vidrios por

interaccion con los iones Ca®* %8
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Figura 35: Cinética de adsorcién de albumina sobre S75, S72.5P2.5 y S70P5.
—o— S75, ~aee S72 5P2.5, - - o -- STOP5

1.1.4.e. Comportamiento de los vidrios en SBF + alb

El protocolo SBF + alb permitié evaluar la influencia de la albdmina, en el
comportamiento in vitro de los vidrios. Los estudios cinéticos de adsorcion de albumina
sobre los vidrios en SBF + alb demostraron que en los tres casos la adsorcién de
albimina en la superficie de los vidrios tiene lugar a tiempos muy cortos (de 1 a 3
minutos) y con diferencias pequefias entre los tres vidrios, lo que se ha atribuido a sus
composiciones muy similares, en particular el mismo contenido en CaO. La
cristalizacion de la capa de apatita no se produjo ni tras 7 dias en SBF + alb, lo que

indica que la albumina dificulta la cristalizacién de la capa CHA.
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111.2. Biocompatibilidad

111.2.1. Protocolo de los cultivos celulares de osteoblastos

Antes de emplear los biomateriales en los ensayos de cultivos celulares, todas las
piezas de vidrio, con o sin recubrimiento de capa de apatita (Figura 36) se esterilizaron
mediante calor seco a 120°C durante 18 horas. Por otra parte, debido a la naturaleza
altamente reactiva de los vidrios sol-gel, que podria producir altas concentraciones de
iones en disolucidn, las piezas fueron sumergidas y enjuagadas en medio de cultivo

antes de colocar las células sobre su superficie.®

CULTIVOS CELULARES

Gy N

Vidrio Vidrio tratado

Vidrio recubierto con
una capa tipo apatita

Figura 36: Esquema que indica los dos modos en que se llevaron a cabo los cultivos de
osteoblastos sobre vidrios: (a) sin recubrir y (b) en los que se ha inducido la formacién de una capa CHA
por inmersién en SBF.
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Las fuentes de los osteoblastos fueron ratas Wistar neonatas (de menos de un
dia) de donde se aislaron empleando digestién secuencial y colagenasa.’* Rapidamente,
bajo condiciones de esterilidad, se retiraron los huesos parietales de la calota disecada,
se cortd en tiras el periostio, y se desmenuzaron los huesos con tijeras. Después de un
lavado con fosfato salino tamponado y estéril (PBS: 0.15 mM NacCl, 2.7 mM KClI, 1.5
mM KH,PQO,4, 8.1 mM Na,HPO,, pH 7.4) suplementado con 200 U (unidades) de
penicilina 'y 200 ug/ml de estreptomicina, se digirio el tejido durante 30 minutos a 37°C
en una disolucion estéril de colagenasa en PBS 0.25 % (P/V) (Tipo IV, Sigma). A
continuacion, se elimind el sobrenadante y los fragmentos de hueso se incubaron en
disolucién reciente de colagenasa durante 2 horas a 37°C. Luego, se recogid la
suspension por decantacion y se centrifugd a 400 g durante 10 minutos. Las células asi
obtenidas se resuspendieron en medio Eagle modificado de Dubecco (DMEM)
suplementado con 2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina y un 10 % de suero fetal bovino. A continuacion, se situaron las células
en botellas de cultivo y se incubaron a 37°C en una atmosfera hiumeda de 95 % de aire y
5 % de CO; en un medio de cultivo estandar, suplementado posteriormente con acido
ascorbico preparado recientemente (50 pg/ml) y B-glicerofosfato (10 mM). Los
osteoblastos se subcultivaron rutinariamente por tripsinizacion [0.05 % (P/V) de tripsina
y 0.02 % (P/V) EDTA en PBS]. En los experimentos aqui descritos se emplearon las
células entre el segundo y el cuarto pasaje. Las células preparadas de esta manera
expresan un fenotipo osteoblastico, con la morfologia tipica, expresion de actividad de

fosfatasa alcalina y sintesis de osteocalcina y colageno tipo 1.%%
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I11.2.1.a. Cinética de adhesion celular

Los osteoblastos de rata se sembraron en los materiales esterilizados y se
determind la adhesion celular tras diferentes tiempos de incubacion comprendidos entre
30 minutos y 24 horas. Con este propdsito, las células fueron marcadas isotopicamente
durante 24 horas con 6 pCi/ml de metil-[*H] timidina (Amersham, Aylesbury, UK; 3.15
TBg/mmol, 85 Ci/mmol) y recogidas de la botella de cultivo mediante tratamiento con
tripsina/EDTA y centrifugacion a 800 g durante 5 minutos, como se describio
previamente.” Las células se resuspendieron en medio de cultivo carente de metil-[*H]
timidina, suplementado como se describe previamente, y se sembraron a 5-10 x 10*
células/cm?® directamente sobre los discos de material en placas de 24 pocillos e
incubaron bajo condiciones estandar. Tras diferentes periodos de tiempo, las células
liberadas fueron separadas por decantacion del medio de cultivo y lavadas tres veces
con dodecilsulfato de sodio (SDS) y cuantificadas mediante contaje de centelleo
(Beckman LS3801) incluyendo también la pastilla de vidrio en el vial de centelleo. Se
incluyeron los controles para la adsorcion a tiempo cero: se afiadieron osteoblastos
marcados a los materiales, se eliminaron inmediatamente y se procesaron las pastillas
como se menciond antes. Se llevaron a cabo dos experimentos distintos con muestras

duplicadas y los datos representan los valores medios + la desviacion estandar (SD).

Las diferencias entre los valores medios se analizaron con SigmaSat v2.2 (SPSS,

Chicago, IL, USA) y empleando el test t de Student donde el valor del coeficiente p, que

se mencionara sucesivas veces, es el nivel de significacion.”
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111.2.1.b. Preparacion de las muestras para MEB

El grado de extension de los osteoblastos sobre las células se visualizé por MEB
a diferentes tiempos. Las células adheridas se lavaron 4 veces con PBS y se fijaron con
2.5 % de glutaraldehido en tampon de fosfato 0.1 M, pH 7.4, durante 30 minutos a 4°C.
La deshidratacion se llevé a cabo mediante sustitucion lenta de agua por una serie de
soluciones de etanol cada vez mas concentradas antes del punto critico de secado (CPD)
lo que se realizd en un equipo CPD 030. Este es un punto de presion y volumen
conocidos donde no hay diferencia entre el liquido y el gas, siendo la tensién superficial
interfacial proxima a cero. Se aprovecha normalmente para secar células manteniendo
su morfologia. Las muestras se montaron en soportes y se recubrieron a vacio con oro
empleando un metalizador Balzers SCD 004 y se observaron mediante microscopia

electrénica de barrido en un equipo JEOL JSM-6400.%

[11.2.1.c. Incorporacién de metil-[*H] timidina

Los osteoblastos se recogieron mediante tratamiento con tripsina/EDTA, se
resuspendieron en medio de cultivo suplementado y se sembraron a 5-10 x 10
células/cm? directamente sobre las piezas de material. Tras 24 horas, el medio de cultivo
se sustituyé por un medio con metil-[*H] timidina (1 pCi/ml; 3.15 TBg/mmol,
85Ci/mmol) y las células se mantuvieron en cultivo durante otras 24 horas. Luego, se
elimind el medio y las células se lavaron varias veces con PBS vy, después, se
solubilizaron con NaOH 0.1IN con 0.1 % SDS, y se cuantificaron por contaje de
centelleo, como se describi6 previamente.*** Se llevaron a cabo dos ensayos
independientes con muestras duplicadas y los datos representan la media aritmética +
los valores de desviacion estandar. El anélisis estadistico de los datos se llevo a cabo

como se describié previamente.*
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111.2.1.d. Actividad de la fosfatasa alcalina

La actividad de la fosfatasa alcalina de las células cultivadas sobre los vidrios sin
recubrir y recubiertos de CHA se emple6 como marcador clave para seguir la
diferenciacion celular. La actividad de la fosfatasa alcalina se determiné utilizando el
kit comercial Sigma Diagnostic ALP®, basado en la hidrélisis del fosfato de p-
nitrofenilo a p-nitrofenol. Con ese propésito, se sembraron osteoblastos a 1.5 x 10*
células/cm? directamente sobre los vidrios sol-gel recubiertos y sin recubrir en placas de
24 pocillos. Las muestras se mantuvieron en condiciones estdndar de cultivo empleando
medio suplementado con &cido ascorbico recién preparado (50 upg/ml) y pB-
glicerofosfato (10 mM). La actividad de la fosfatasa alcalina se determino tras 6
semanas de cultivo. La capa celular se lavd 2 veces con PBS y se extrajo con TRIS 10
mM, pH 8.0, con NaCl 140 mM y Triton X-100 2 % (V/V). Tras la homogeneizacion,
se midio la actividad de la fosfatasa alcalina en extractos celulares. Se utilizaron
cultivos celulares paralelos (por duplicado) para determinar el nimero de células en
cada muestra por tripsinizacion y contaje celular en un hemocitometro. La actividad
enzimatica se expresa como unidades de substrato transformadas por célula. Se llevaron

a cabo dos experimentos independientes con muestras duplicadas.

111.2.2. Adhesion celular a los vidrios

La cinética de adhesion celular a los materiales estudiados, tras diferentes
tiempos de incubacién de 30 minutos hasta 12 horas, se muestra en la Figura 37. Los
valores iniciales de adhesion son bastante similares; siendo la pendiente inicial
ligeramente inferior para S70P5 (5.7 x 10* cpm/h) intermedia para S72.5P2.5 (7.2 x 10*
cpm/h) y maxima para S75 (8.1 x 10* cpm/h). Sin embargo, a tiempos de incubacién

mayores (4-12 horas) la adhesion a S70P5 es mayor que para los otros dos vidrios. La
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adhesion celular a S75 y S72.5P2.5 mejora cuando estos vidrios estan recubiertos por
apatita; no sélo se detecta un incremento de la pendiente inicial (13.2 x 10y 8.1 x 10*
cpm/h, respectivamente) sino que también se observa un mayor grado de adhesion en
comparacion con los vidrios sin recubrir (Figura 37). En S70P5 sélo se observa un
ligero incremento en la adhesion de osteoblastos tras recubrirse de una capa de

apatita.*
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Figura 37: Estudio cinético de la adhesion de osteoblastos a vidrios sol-gel bioactivos. Los
osteoblastos radiomarcados se sembraron a 5-10 x 10* células/cm?® directamente sobre las piezas de
material.
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ADHESION CELULAR RELATIVA

Figura 38: Adhesién a vidrios bioactivos tras 24 horas de incubacion sobre los materiales. Los
datos se representan en unidades arbitrarias referidos al valor medio para las células adheridas a S75 sin
capa CHA, considerado como 1 (error relativo <10%).

Para evaluar la adhesion de los osteoblastos a los materiales estudiados, se han
comparado los valores de adhesion relativos tras 24 horas de incubacion. La Figura 38
muestra los valores de adhesion celular en unidades arbitrarias referidas al valor
obtenido para células adheridas a S75 sin recubrir de la capa CHA (considerado como
1). Respecto a los vidrios sin recubrir, S7TOP5 presenta una capacidad de adhesion de
osteoblastos 1.4 veces mayor que S75y S72.5P2.5 (p<0.001) que presentan valores de
adhesion casi identicos. Por otra parte, cuando los vidrios estan recubiertos con la capa
de apatita se observa un incremento significativo en la adhesion (aproximadamente 1.7
veces; p<0.001) en S75y S72.5P2.5, mientras que en S70P5 se observa Unicamente un
pequefio incremento (Figura 38). S6lo se observan pequerias diferencias en la adhesion

de los tres materiales recubiertos de apatita, siendo inferior en S70P5 (p<0.05) pero los
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vidrios recubiertos muestran claramente una mayor capacidad de adhesién celular

mayor que los vidrios sin recubrir (en todos los casos, p<0.001).%°

111.2.3. Extension sobre los vidrios

Se han examinado por MEB los diferentes sucesos que ocurren durante la
adhesion y extension de osteoblastos sobre vidrios sol-gel (como substratos). Las
Figuras 39 y 40 muestran las micrografias MEB de la extensién celular sobre los

vidrios sin recubrir tras 3 y 24 horas, respectivamente, de incubacién.

S75 S72.5P2.5 S70P5

-

Figura 39: Morfologia de los osteoblastos adheridos a los vidrios sin recubrir S75, S72.5P2.5y
S70P5 analizados por MEB tras 3 horas de cultivo (barra: 15 um).
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La parte superior de la Figura 39 muestra que los osteoblastos adheridos a S75 y
S72.5P2.5 presentan diferente grado de extension. Se puede observar la aparicion de
células esféricas con protuberancias en la membrana junto con células méas extendidas
con una disminucion gradual en el numero de protuberancias y mostrando aplanamiento
celular. Sin embargo, la extension celular en S70P5 es mayor y mas homogénea que en
los otros materiales; las células adheridas presentan principalmente un contacto cercano
con la superficie, pero ademas adoptan una morfologia extendida con numerosos
filopodios y lamelipodios. A pesar de que se detectaron diferencias en el grado de
extension celular, en todos los casos las células establecieron contacto intimo con los
materiales, adoptando una morfologia extendida y mostrando numerosos filopodios,
anclando las células a los vidrios bioactivos. Tras 24 horas de incubacion (Figura 40)
los osteoblastos presentan una morfologia plana sobre los tres materiales; sin embargo,
todavia pueden observarse algunas células redondeadas y menos extendidas sobre S75 y
S72.5P2.5. La superficie celular en S72.5P2.5 es mas lisa que la superficie celular en
S75 y S70P5, donde las células muestran una superficie con alta actividad dorsal con

numerosas microvellosidades.*
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Figura 40: Morfologia de los osteoblastos adheridos a los vidrios sin recubrir S75, S72.5P2.5y
S70P5 analizados por MEB tras 24 horas de cultivo (barra: 10 um).

111.2.4. Extension sobre los vidrios recubiertos de CHA

En la Figura 41, se muestra el efecto de la capa CHA en la morfologia de los
osteoblastos tras 24 horas de incubacion. Los materiales bioactivos se sumergieron en
SBF para inducir la formacion de una capa CHA, que se puede observar claramente en
las micrografias cuando se comparan con las de los vidrios sin tratar (Figuras 39 y 40).
En general, las superficies son mas lisas con una apariencia microcristalina y menor
numero de huecos. Los osteoblastos presentan una morfologia mas extendida que en los
vidrios sin recubrir de CHA tras el mismo tiempo de incubacién (Figura 40). EI nimero
de filopodios anclando las células a la capa de CHA es mayor con un gran nimero de

protuberancias finas que no son tan abundantes cuando las células se adhieren a los
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vidrios sin tratar. Ademas, los osteoblastos presentan una superficie dorsal mas lisa con
una reduccion significativa en el nimero de microvellosidades principalmente para las

células cultivadas sobre las capas CHA recubriendo los vidrios S75 y S70P5.%

S75/CHA S72.5P2.5/CHA S70P5/CHA

Figura 41: Morfologia de los osteoblastos adheridos a los vidrios sol-gel recubiertos con una
capa de CHA tras 24 horas de cultivo (barra: 5 um).

Las Figuras 42 y 43 muestran la morfologia de los osteoblastos cultivados sobre

vidrios sol-gel sin recubrir y recubiertos por la capa CHA tras 7 dias de cultivo.
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+CHA -CHA

S72.5P2.5 S75

S70P5

Figura 42: Micrografias MEB de los osteoblastos cultivados durante 7 dias sobre los vidrios
sol-gel bioactivos S75, S72.5P2.5 y S70P5 con y sin capa CHA (barra: 50 um).
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+CHA -CHA

S72.5P2.5 S75

S70P5

Figura 43: Detalle de la morfologia de los osteoblastos sobre los vidrios analizada por MEB.
Los osteoblastos se cultivaron durante 6 semanas sobre S75, S72.5P2.5 y S70P5 con y sin capa CHA

(barra: 50 pum).
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111.2.5. Proliferacion celular

La actividad mitotica/proliferacion celular sobre los diferentes vidrios y
tratamientos se analizé midiendo la incorporacién de metil-[>H] timidina (Figura 44).
En osteoblastos cultivados sobre vidrios sin tratar, se observa una gran diferencia entre
S70P5 y los otros dos materiales siendo la incorporacién de metil-[*H]timidina 1.84
veces superior en el primero (p<0.001). Cuando las células se cultivan sobre vidrios
recubiertos de apatita, resulta evidente un incremento general en la proliferacion
celular en comparacion con los materiales sin tratar: 4.2, 3.4 y 1.9 veces en S75,
S72.5P2.5 y S7T0P5, respectivamente (p<0.001). Por otro lado, se encontraron pequefias
diferencias entre los tres vidrios recubiertos de apatita en lo que respecta a la
proliferacion celular, ligeramente superiores en el vidrio S75 recubierto con una capa

de CHA en comparacién con los otros dos vidrios (p<0.05).%

“ con
25 capa apatita
20 |
15 sin

capa apatita

(1ncorporation de timidina, cpm x 107)

PROLIFERACION CELULAR
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Figura 44: Proliferacion de osteoblastos sobre vidrios bioactivos. Los osteoblastos se
sembraron a 5-10 x 10* células/cm? directamente sobre las piezas. Tras 24 horas, el medio de cultivo se
sustituyé por medio con metil-[*H] timidina y se mantuvo en cultivo otras 24 horas. Después, el medio
se elimind y las células se lavaron con PBS, se solubilizaron y cuantificaron por contaje de centelleo.
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Figura 45: Estudio cinético de la proliferacion de osteoblastos sobre los vidrios sol-gel. Los
osteoblastos se sembraron a 1.5 x 10* células/cm? directamente sobre los discos de material. Tras
diferentes periodos de tiempo, se midi6 la proliferacion celular por incubacién en medio DMEM que
contenfa metil-[*H] timidina y se mantuvo en cultivo durante 24 horas. Tras eliminar el medio, las
células se solubilizaron y cuantificaron por contaje de centelleo.
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En la Figura 45 se muestra la cinética de proliferacion en los materiales
estudiados tras tiempos de cultivo de 1 a 30 dias. En cuanto a los vidrios sin recubrir,
los valores de proliferacion inicial son muy similares pero, con el tiempo en cultivo, la
proliferacion celular en S7T0P5 es mayor que en los otros dos vidrios. De hecho, tras 4
semanas en cultivo, S7TOP5 presenta una capacidad de crecimiento osteoblastico entre 3
y 2.5 veces mayor que la de S75y S72.5P2.5, respectivamente. Por otra parte, cuando
los vidrios se recubren previamente con una capa de CHA, la proliferacion celular
mejora significativamente. Se observa un aumento en la proliferacion celular en S75y
S72.5P2.5 (3.8 y 6.2 veces, respectivamente) mientras que en S70P5 sélo se observa un

pequerfio incremento (1.8 veces) (Figura 46).

sin capa apatita ~ con capa apatita

e
o N
[ T

N B~ O 0

PROLIFERACION CELULAR (u. a.)

Figura 46: Proliferacién de los osteoblastos sobre los vidrios sol-gel tras cultivos celulares a
tiempos largos. Los osteoblastos se cultivaron durante 6 semanas. Tras ese tiempo, la proliferacion
celular se midi6 por incubacién en medio DMEM que contenia metil-[*H] timidina y se mantuvo en
cultivo 24 horas. Tras retirar el medio, las células se solubilizaron y cuantificaron mediante contaje de
centelleo.
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Para comparar el crecimiento de los osteoblastos sobre los materiales estudiados
se han estudiado los valores relativos de proliferacion a tiempos de cultivo mayores. La
Figura 46 muestra la proliferacion celular tras 6 semanas en cultivo, en unidades
arbitrarias referidas al valor obtenido para células cultivadas sobre el vidrio S75 sin
capa CHA (considerado como 1). En los osteoblastos cultivados sobre los vidrios sin
recubrir, se observa una diferencia significativa en la proliferacion celular entre S7T0P5
y los otros materiales, siendo la incorporacién de [°H] timidina de 3 a 4 veces mayor en
el primero. Sin embargo, cuando las células se cultivan sobre vidrios recubiertos, es
evidente un aumento general en la proliferacion en comparacion con los materiales sin
tratar. Las células que crecen sobre superficies de CHA exhiben claramente mayor
capacidad de proliferacion que en los vidrios sin tratar aunque se encontraron
diferencias entre los tres vidrios recubiertos. La proliferacion celular aument6 hasta

4.3,6.7y 2.1 veces en S75, S72.5P2.5 y SOP5, respectivamente.

111.2.6. Actividad de la fosfatasa alcalina

La actividad del marcador de diferenciacion fosfatasa alcalina se determing tras
6 semanas en cultivo (Figura 47). La actividad enzimatica, expresada como unidades de
substrato transformadas/célula, se refiere al valor obtenido para las celulas cultivadas
sobre el vidrio S75 sin capa CHA (considerado como 1). Bajo las condiciones
experimentales empleadas se observa una baja y casi similar actividad cuando las
ceélulas crecen sobre los vidrios sin recubrir. La actividad de la fosfatasa alcalina es
ligeramente superior en S75 que en S72.5P2.5 y en S70P5. Sin embargo, en todos los
casos, se detecta un incremento significativo en la actividad de la fosfatasa alcalina en
las células cultivadas en los vidrios donde previamente se formé la capa CHA. Tras 6

semanas en cultivo, la actividad de la fosfatasa alcalina en S75 fue unas 12 veces mayor
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que en S75 sin recubrir. La actividad en S72.5P2.5 y S70P5 aumentd aproximadamente

9 veces.
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Figura 47: Actividad de la fosfatasa alcalina de las células osteoblasticas cultivadas durante 6
semanas sobre los vidrios. Las células osteoblasticas, preparadas y cultivadas sobre la superficie de los
materiales se solubilizaron y se midid la actividad de la fosfatasa alcalina en el extracto celular.

111.2.7. Comportamiento de los vidrios sin recubrir y recubiertos con CHA en
cultivos de osteoblastos

Los estudios in vitro tanto en disoluciones acelulares como en sistemas de
cultivos celulares juegan un papel fundamental en el desarrollo de nuevos materiales
bioactivos.**% Cuando un biomaterial se implanta en un tejido huésped, comienzan a
tener lugar una serie de interacciones con los tejidos corporales. Ademas, los
denominados materiales bioactivos establecen enlaces quimicos fuertes con el hueso.
Esta bioactividad depende en gran medida de la composicion quimica de los
biomateriales, pero ademéas esta muy influenciada por sus propiedades fisicas. Los
vidrios bioactivos y ciertas ceramicas liberan iones Ca®* a través de un intercambio con

los protones de los fluidos corporales cuando se implantan en defectos 6seos.®® Estas
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reacciones inducen la nucleacion de apatita y la formacion de una capa de CHA
bioldgicamente activa en la superficie de los materiales implantados. Este proceso
puede simularse in vitro mediante inmersion en SBF, generando una capa tipo CHA.6%’
Por esta razdn, en esta tesis se ha evaluado y comparado la biocompatibilidad de los tres
vidrios bioactivos utilizando cultivos de osteoblastos primarios, es decir, extraidos
directamente del tejido 6seo. Ademas, se ha analizado el efecto de una capa de CHA,
formada tras sumergir los vidrios en SBF durante 7 dias, en la adhesion y proliferacion
de las células osteoblasticas. En primer lugar, se han empleado cultivos de corto plazo,
hasta 24 horas, asegurandonos asi que no se formara la capa CHA sobre los vidrios. De
este modo, se podrd comparar el comportamiento de los vidrios sin recubrir y

recubiertos de la capa CHA 2%

Por otra parte, la presencia de nucleos cristalinos en los vidrios S72.5P2.5 y
S70P5, detectada por IRTF y MEB (Figuras 6 y 7) aument0 la velocidad de
cristalizacion de la capa de CHA y por tanto, podria tener un efecto en el

comportamiento de las células.

Los vidrios bioactivos pueden crear un entorno localizado en su superficie
debido a la liberacion de iones al medio de cultivo que podria modificar la adhesion de
los osteoblastos a estos materiales.®®® Si la liberacion de iones es suficientemente
elevada, puede no solo alterar el proceso de adhesion celular, sino también matar a las
células. Por estas razones, todos los biovidrios, tanto sin recubrir como recubiertos con
una capa de CHA, fueron previamente sumergidos en medio de cultivo para prevenir la
muerte celular inducida por iones. De este modo, se evitan también las posibles

variaciones del pH del medio de cultivo, ya que esta alcalinizacion podria afectar la
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respuesta celular en presencia de los biomateriales.®®® Estos cambios artificiales
deberian evitarse incluso a pesar de que algunas reacciones fisiologicas podrian inducir
cambios similares. A ese respecto, se ha descrito que los osteoblastos inducen un
aumento local en el pH de su entorno local como un paso previo a la induccion de la
mineralizacion.* Los estudios in vivo de biovidrios normalmente no incluyen una etapa
de preinmersion de los materiales con medio de cultivo o tampones fisiologicos.
Teniendo en cuenta la liberacion de iones y las variaciones de pH, podria ser
aconsejable incluir esta etapa previa a la implantacion, incluso aunque estos efectos

estaran minimizados en un modelo animal por la dilucion en los fluidos fisioldgicos.

Se ha observado que los vidrios sin tratar promueven la adhesion celular,
mejorando este proceso en S70P5. Se han propuesto que varias propiedades del
substrato influencian el comportamiento celular en cultivo. Entre ellas estan las
propiedades fisicas y la topografia (tamafio, porosidad, rugosidad, simetria y regularidad
a escala nanométrica, superficie especifica, carga, etc.) y la composicion quimica de los
materiales. Se ha descrito que el tamarfio de poro podria influenciar la reaccion celular a
los materiales, pero estos efectos sélo se detectan para tamafios de poro en la escala
micrométrica y dependen en gran medida del tipo de célula.*®®*® Los biovidrios aqui
descritos no presentan cambios significativos en la porosidad presentando tamarios de
poro que varian entre 10.7 nm (S75) y 4 nm (S70P5) (Figura 9, Tabla VIII); de manera
que, esta variacion no deberia influenciar el proceso de adhesion. Sin embargo, se han
detectado diferencias cuando se considera la superficie especifica de los materiales (327
m?/g en S70P5 vs. 133 y 153 m?/g en S75 y S72.5P2.5, respectivamente) (Tabla VIII)
que podrian contribuir a la mejora de la adhesion de los osteoblastos detectada en

S70P5.
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En lo que respecta a la composicion quimica, la adhesion mejora
significativamente cuando el contenido en P,Os es mas alto, incluso si la pendiente
inicial de la curva de cinética de adhesion celular pueda ser menor que la obtenida para
los vidrios con menor contenido en P,Os o0 nulo (Figura 37). Teniendo en cuenta que
estos ensayos de adhesion de osteoblastos se han llevado a cabo a tiempos de
incubacion donde todavia no se ha formado la capa de CHA, estas diferencias deben
provenir de la presencia de nucleos de fosfato de calcio o de una determinada
distribucion de cargas negativas en la superficie de S70P5 que seria responsable de la
mejora del proceso de adhesion celular. En este sentido, es bien conocido que la carga
del substrato podria afectar el modo de adhesion y la actividad biologica de los
osteoblastos.’® También se ha descrito que la composicién de un vidrio bioactivo,
obtenido por el proceso tradicional de fundido y enfriamiento rapido, para que sea capaz
de enlazar directamente con los tejidos vivos es: contenido en SiO; inferior al 60 %-
mol, alto contenido en Na,O y CaO y una proporcion relativamente alta de CaO/P,0s."
La capa CHA mejoro significativamente el proceso de adhesion celular probablemente
porque esta superficie es reconocida por los osteoblastos como un substrato natural. La
mejora de la adhesion celular es sélo muy significativa en S75 y S72.5P2.5, siendo

mucho menor en S70P5 que presenta una capa mas fina y mas heterogenea.

A pesar de que los osteoblastos se adhirieron a todas las superficies analizadas,
se han detectado diferencias en el grado de extension celular, principalmente tras 12
horas de incubacion. Estas diferencias estan probablemente relacionadas con la rapida
cinética de adhesion detectada para S70P5 en comparacion con los otros vidrios sol-
gel, pero casi desaparecen tras 24 horas. Sin embargo, en todos los casos las células

establecen contactos intimos con los materiales, adoptando una morfologia plana y
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mostrando numerosos filopodios y lamelipodios anclando las células a los vidrios

bioactivos.

Sin descartar la importancia de la composicion y la carga superficial de los
biomateriales, sus caracteristicas fisicas o topografia superficial pueden influenciar
grandemente la respuesta celular. De hecho, el proceso de extension celular podria estar
influenciado por la naturaleza del substrato y los biomateriales que presentan superficies
rugosas inducen una mejor adhesion celular que aquellos con superficie celular lisa,
tales como el pléastico.'®® Cuando los osteoblastos se cultivan en plastico, adoptan una
morfologia con forma de aguja. Sin embargo, se vuelven poligonales en la confluencia,
una forma celular méas similar a la que exhiben los osteoblastos maduros en los tejidos
del hueso.™® Se ha observado que cuando los osteoblastos crecen en la superficie de
estos tres materiales bioactivos, recubiertos o sin recubrir con la capa de apatita, estas
células adoptan una morfologia bastante poligonal. Ademas, las células se orientan y
muestran interconexiones con caracteristicas similares a aquellas descritas en células
alineadas a lo largo de la superficie del hueso trabecular in situ.'** De cualquier modo,
es posible que, incluso si todos los materiales inducen reacciones morfogenéticas
similares, diferencias sutiles en la rugosidad y quimica superficial podrian inducir
respuestas celulares distintas, como se ha descrito para condrocitos y osteoblastos
cultivados sobre ciertas vitroceramicas bioactivas.'® De hecho hemos detectado una
morfologia mas plana y una mayor capacidad de adhesion celular en los materiales que
presentan un recubrimiento de CHA, que cambia las caracteristicas de las superficies
del material mostrando una composicion quimica mas similar a la del hueso que la de
las superficies sin recubrir. Esto también podria explicar el mayor grado de

proliferacion celular detectado en celulas cultivadas en las superficies recubiertas, sin
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descartar la posibilidad de que esta capa estimule este proceso debido a una mayor
unién de proteinas del suero y factores de crecimiento en comparacién con los vidrios

sin recubrir.*%

Ademas, in vivo, estos materiales recubiertos con una capa tipo apatita,
podrian dar lugar a mayores propiedades osteoconductivas y osteoinductivas mediante
la unién de BMPs (proteinas morfogenéticas de hueso) circulantes en una manera

similar a la apatita 6sea.'”’

Las diferencias observadas en la cinética de adhesion y grado de extension en
los materiales sin capa de apatita podrian justificar la mayor actividad mitética o grado
de proliferacion de los osteoblastos cultivados 24 horas en S70P5 en comparacion con
las células cultivadas sobre S75y S72.5P2.5. Ademas, la presencia de la capa de CHA
no solo incrementa la adhesion y extension celular sobre los tres materiales, sino que
también induce un incremento en la actividad mitotica de las células (de 3 a 4 veces

mayor que en ausencia de la capa CHA).*

Finalmente, en los cultivos a largo plazo, no se observa claramente la formacion
de una capa CHA sobre la superficie de los vidrios (Figuras 42 y 43). Esto se ha
explicado por la presencia de proteinas del medio de cultivo las cuales se van a adherir
de modo casi instantaneo a la superficie de los materiales dificultando la formacion de
la capa de CHA. Dicha explicacion se basa en los resultados de los estudios in vitro de
los vidrios sol-gel en SBF con albumina en una concentracion 10 veces inferior a la del
plasma humano. En ellos se vio que en presencia de esta proteina no se llego a detectar

la cristalizacion de la capa CHA (Figuras 33y 34).
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IV.1. Sintesis de los hibridos

Como reactivos se emplearon tetraetilortosilicato (TEOS, Aldrich®) trietilfosfato
(TEP, Aldrich®) y nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NOs),.4H,0, Aldrich®)
precursores de SiO,, P,Os y CaO, respectivamente, y polialcohol vinilico, PVAL
(Aldrich®, hidrolizado al 99%, M,, promedio: 89000-98000 g/mol). La hidrélisis del

alcoxido se llevo a cabo con agua destilada, empleando HNO3 como catalizador.

Los hibridos CaO-SiO,—PVAL y CaO-SiO,—P,0s—PVAL se obtuvieron
afiadiendo diferentes cantidades de PVAL (0.9, 1.8 y 3.6 % en masa) durante la sintesis
de los vidrios CaO-SiO,—P,05 S75, S72.5P2.5 y S70P5, todos con 25 % en moles de
CaO y 0, 2.5y 5 %-mol respectivamente de P,Os. EI PVAL se disolvio en 50 ml de
agua calentando a 80°C a reflujo. Fue necesario calentar para romper los enlaces de
hidrégeno entre los grupos hidroxilo del polimero. Los hibridos obtenidos se
denominaron Hyx.y, donde “X” hace referencia al porcentaje en moles de P,Os e “Y?”, al

contenido nominal en % en masa de PVAL en los hibridos (Tabla XI).*%*%

Tabla XI: Codigos para los hibridos (Hx.y) obtenidos. “X” hace referencia al porcentaje en
moles de P,Os e “Y” al porcentaje en masa de PVAL en los hibridos.

%-mol de P,Os en los hibridos

0 2.5 5
0.9 Ho-o_g H2,5_o_9 No obtenido
%-masa de
PVAL en los 1.8 Ho.18 Hos.15 Hs.1g
hibridos
3.6 Ho-36 H2s36 Hs.36
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En la Figura 48, se muestra un esquema de los procesos para la sintesis sol-gel.

Como se puede observar se disolvieron diferentes cantidades de PVAL en agua a 80°C a

reflujo durante 30 minutos antes de la adicion de los reactivos. Como para la sintesis de

los vidrios, se calcularon las cantidades de agua y HNO; para la produccion de los

hibridos para cumplir una relacion molar HNO; + H,O / TEOS + TEP de 8 y un pH

inicial de 0.5. Se afadieron los reactivos consecutivamente en el siguiente orden: TEOS,

TEP (cuando fue necesario) y nitrato de calcio con una hora de agitacion entre cada

adicion. Finalmente, se adicionaron alicuotas de 1.5 ml de la solucion resultante a

contenedores multipocillos de poliestireno, sellando con cinta de Teflon®. La

gelificacion tuvo lugar en 3 dias a temperatura ambiente. EI envejecimiento se llevo a

cabo a 60°C durante 2 dias y secando a 60°C durante 1 dia tras retirar la cinta de

Teflon® para permitir la salida de los gases generados durante el secado.
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Figura 48: llustracion esquematica del proceso seguido para la preparacién de hibridos
Ca0-Si0,—P,0s—PVAL. (*) Denota los cambios en comparacién con las condiciones de sintesis de los
vidrios sol-gel. Todos los hibridos presentaban un aspecto similar. Como ejemplo, se incluye una
fotografia del hibrido Hg.q.0.
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IV.2. Caracterizacion de los hibridos
Los hibridos se caracterizaron mediante analisis elemental de carbono,
hidrogeno, nitrégeno, DRX, ATG, calorimetria diferencial de barrido, CDB, IRTF y

MEB-EDX.

El analisis elemental de CHN de los hibridos (Tabla XII) con P,Os mostro
contenidos en carbono mayores que los tedricos en las series y H, s (valor medio 3.5 +
0.4 % en masa) y Hs (6.1 + 0.1 % en masa) en comparacion con la serie Hyp (0.4 + 0.2 %
en masa). Como puede observarse, el porcentaje de carbono en los hibridos Hs fue
aproximadamente dos veces el de H,s. Sin embargo, el contenido en nitrogeno fue

analogo en todas las muestras (5.7 + 0.3 % en masa).'®

Tabla XI1: Andlisis elemental de los hibridos y del PVAL (% en masa).

Muestra %C %H %N
PVAL 53,32 9,15 0
Ho-0.9 0.42 2.94 5.86
Ho-18 0.27 2.68 6.06
Ho-s6 0.56 2.28 6.09
H5.09 3.74 2.93 5.55
Hos.18 3.08 2.86 5.67
Hos36 3.75 2.92 5.63
Hs.ig 6.04 3.31 5.35
Hs.s6 6.11 3.29 5.19
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La Figura 49 muestra los difractogramas de DRX de los hibridos Ho.0.9, Ho-1.8 Y

Ho-36. La ausencia de maximos en los difractogramas refleja su caracter amorfo a pesar

de que el PVAL empleado es un polimero semicristalino. Los maximos de DRX en el

difractograma del polimero se indexaron a partir de datos bibliograficos.**
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Figura 50: Termogramas de los hibridos Hy o9, Ho-1.8, Ho3s Y del PVAL.
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La Figura 50 muestra los termogramas del PVAL y de los hibridos Ho.o.9, Ho-1.8
y Ho36. Como puede observarse, la descomposicion total del PVAL tiene lugar entre
225°C y 450°C. En lo que respecta a los hibridos, las tres composiciones presentan un
comportamiento similar con pérdidas de masa en dos regiones de temperatura. La
primera pérdida, de aproximadamente un 17 %, sucede entre temperatura ambiente y
140°C y podria asignarse a la eliminacion de agua. La segunda pérdida de masa, de
aproximadamente un 24 %, puede atribuirse a la simultanea descomposicion de los

grupos nitratos y el PVAL.
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Figura 51: Graficos de calorimetria diferencial de barrido de Hg.o.9, Ho.1.8, Ho36 Y del PVAL.
PVAL

H0-0.97 HO-1.81 ______ H0-3.61

El estudio por calorimetria diferencial de barrido CDB (Figura 51) mostrd una
banda endotérmica a 225°C, correspondiente al punto de fusion del polimero. En todas
los diagramas de los hibridos, se observa una banda intensa a 100°C, atribuida a la
evaporacion de la humedad de las muestras, junto con otras bandas de menor intensidad,

por encima de 400°C, asignadas a la eliminacién de nitratos.®°
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El espectro IRTF-ATR de Hog oObtenido antes del ensayo in vitro (t = 0) se
muestra en la Figura 52. La ancha banda a 3340 cm™, caracteristica de O—H, se asigno
al solapamiento de estas bandas del PVAL y agua. La banda a 1638 cm™ se atribuy6 a la
humedad de las muestras. Las bandas a 1416 y 1337 cm™ se atribuyeron a grupos

nitrato. Finalmente, las bandas a 1048, 817 y 438 cm™ pueden asignarse a modos

normales Si—O .81,82,108,109,111

Absorbancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de ondas (cm™)

Figura 52: Espectro IRTF de Hy.oo antes y después de su inmersién en SBF durante 1 dia.

El anélisis de MEB de los hibridos mostré superficies lisas para todas las
composiciones estudiadas. Como ejemplo, a la izquierda en la Figura 53 se muestra una

micrografia MEB de Ho. antes de su inmersion en SBF (t = 0).'%*%
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H0-0.9

Figura 53: Micrografias MEB del hibrido Hy.o9 antes y tras 1 dia de ensayo.

Tabla XI11: Propiedades texturales de los hibridos determinadas mediante adsorcién de N.

Hibrido Sger (M?g)  Vp (mllg) Dp (hm)
Ho-0. 86 0.064 3.3
Ho-18 13 0.013 3.2
Ho-ss 16 0.023 34

Hzs.00 82 0.083 3.6
Hos.18 53 0.049 3.6
Has36 58 0.060 3.6
Hs.1g 1.3 0.004 -
Hss6 1.6 0.005 -

Las propiedades texturales de los hibridos obtenida mediante adsorcion de N, se
muestran en la Tabla XIII. Una tendencia general observada es una disminucion en el
area superficial BET y en la porosidad a medida que aumenta el contenido en PVAL en
los hibridos. Efectivamente, materiales con idéntica composicion, pero sin PVAL, es
decir, los vidrios S75, S72.5P2.5 y S70P5, presentaron areas superficiales y porosidades

mayores que aquellas de la Tabla X111 (Ver también Tabla VIII en pagina 38).*%
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IV.3. Estudios in vitro

IV.3.1. Degradacion

Para el estudio de degradacion, cada muestra se pesé antes y tras su inmersion en
SBF. De este modo se siguié el comportamiento de las muestras en disolucion. Se
representd el porcentaje de variacion de masa de los hibridos frente al tiempo de
inmersion. Como ejemplo, la Figura 54 muestra los resultados correspondientes a los
hibridos sin P,0s, es decir, los de la serie Hop. Como se observa, en las 6 primeras horas
las muestras se disolvieron rapidamente hasta el 50 % de su masa inicial. Entre las
primeras 6 y 24 horas se detectd una pérdida adicional de masa de aproximadamente un
10 %. Posteriormente, la masa permanecio constante hasta el final del estudio. Para las
otras series de hibridos los resultados fueron analogos. Asi, los hibridos Hys y Hs
perdieron hasta 60 y 70 % de su masa inicial respectivamente tras 7 dias de

inmersidn, 108109
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Figura 54: Degradacién de los hibridos Hy con el tiempo de inmersién en SBF.
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IV.3.2. Bioactividad

En la Figura 55 se muestran las variaciones de las concentraciones idnicas y del
pH en el SBF con el tiempo de ensayo para los hibridos Hy. La concentracién del ion
Ca®* en disolucién decayd dréasticamente en todos los casos, desde el comienzo del
ensayo. Asi, varié desde el valor inicial en el SBF, 2.55 mM, a 0.25 mM en 6 horas.
Esto puede atribuirse a la precipitacion de una sal de calcio. EI pH también disminuyd
en las 6 primeras horas desde 7.34 a 7.10 y despues de eso, permanecid casi constante.
La concentracion de fosforo también disminuy6 con el tiempo. Por tanto, se puede
considerar que una parte se incluiria en la capa CHA que se forma sobre el hibrido
mientras que el resto precipitaria como sal de calcio en la disolucion. Por el contrario, la
concentracion de silicio en el medio aumento en las primeras 24 horas de ensayo como
resultado de la disolucion parcial de las muestras. Este hecho estd en concordancia con
lo que se observo en los estudios de degradacion (Figura 54) donde las muestras
experimentaron una pérdida de masa substancial durante el primer dia y después, la

masa permanecié constante.**%1%°
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Figura 55: Variaciones ionicas y del pH en el SBF con el tiempo de inmersion.
- H0-0.9: RO H0—1.8, R HO—3,6

En lo que respecta a la bioactividad in vitro, la Figura 52 muestra los espectros
IRTF-ATR de Ho.09 antes y tras su inmersion en SBF durante 1 dia. En el espectro del
hibrido tratado, puede observarse la desaparicién de las bandas a 1415, 1334 cm™
atribuidas al nitrato. Asimismo, esta presente una banda a 1020 cm™, caracteristica de
grupos fosfato, mas fina que la banda de silicato que aparece en esta region. De la
presencia del doblete a 598, 561 cm™, tipico de un fosfato cristalino, se dedujo la
presencia de una capa tipo apatita.?*##1%1%111 Ademas, esta capa puede observarse tras
1 dia de ensayo, cubriendo la superficie del hibrido Hp.09, €n la micrografia de la
derecha, mostrada en la Figura 53. Por tanto, los hibridos de los sistemas

Ca0-SiO—P,0s—PVAL son bioactivos. '**1°
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En la Figura 56 se observan las variaciones de los porcentajes en moles de
calcio, fosforo y silicio, determinados por EDX para los hibridos Hy. Para las series Hys
y Hs se han obtenido resultados analogos. Para el calcio puede observarse que tras una
disminucion en las 6 primeras horas, aumenta hasta las 24 horas de ensayo, momento en
que el vidrio cesa de disolverse y puede formarse la capa tipo apatita. En el caso del
fosforo, éste aumenta desde el inicio del ensayo y se mantiene a partir del primer dia. En
el grafico del silicio se observa una disminucién brusca durante el primer dia de ensayo,
como consecuencia de la formacion de la capa de apatita, y a partir de entonces se

mantiene practicamente constante.'%°
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IV.4. Comparacion entre los hibridos y los vidrios sol-gel

Las piezas de hibridos en los sistemas CaO-SiO,-PVAL vy
CaO-SiO,—P,0s—PVAL se obtuvieron en forma de monolitos mediante un
procedimiento basado en el que se empled para la sintesis de los vidrios bioactivos. En
este caso, las cantidades de PVAL seleccionadas (0.9, 1.8 y 3.6 % en masa) se
disolvieron previamente en las cantidades de agua calculadas para la sintesis de los
materiales. La adicion de PVAL hizo posible la obtencion de los hibridos como
monolitos en unas condiciones en las que los vidrios sol-gel se fracturaban durante el

secado.

Debido a la presencia del componente organico, la maxima temperatura de
calentamiento para el procesado de los hibridos fue 60°C (Figura 48) considerablemente
menor que la de la sintesis de los vidrios sol-gel (700°C). Como consecuencia de ello, se
detectaron en los hibridos los grupos H,O y NO3’, procedentes del precursor de CaO,
mediante IRTF (Figura 52). El analisis elemental confirmd la presencia de un 5.7 % de
nitrégeno en los hibridos. Sin embargo, por IRTF, se comprobd que estos grupos NOs

se eliminaron durante las primeras etapas de los ensayos in vitro (Figura 52).

El analisis ATG permitié determinar un contenido en agua en los hibridos del 17
% en masa (Figura 50). Esta técnica permitié cuantificar los NO3;™ y el PVAL en los
hibridos, que se descomponen en el mismo intervalo de temperatura. Ya que los
hibridos preparados se basaron en los vidrios con 25 %-moles de CaO, afiadidos como
nitrato de calcio, todos deben contener la misma cantidad de NOs, mientras que el
porcentaje de PVAL es diferente para cada composicion (ver Tabla XII). Por tanto, la

segunda pérdida de masa observada por ATG, 24 % para todas las composiciones de
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hibridos, debe ser asignada principalmente a la eliminacion de nitratos. Este resultado
concuerda con las cantidades nominales de CaO y PVAL (Tabla XII) asi como con los

datos de andlisis elemental de carbono, hidrégeno y nitrogeno.

Por otra parte, el analisis de carbono, hidrégeno, nitrégeno revelé un contenido
en carbono superior al esperado para los hibridos cuaternarios CaO-SiO,—P,0Os—PVAL.
Esto podria atribuirse a una hidrélisis incompleta del TEP, fuente de P,Os, durante la
sintesis, haciendo que parte de los grupos etoxi (-O—CH,—CHgz) permanezcan en los

hibridos.

La presencia de PVAL modifico las propiedades texturales de los materiales,
haciendo que la Sger y la porosidad de los hibridos disminuyan con respecto a los
vidrios sol-gel con composicion idéntica pero sin PVAL. En realidad, a diferencia de los
vidrios sol-gel todos los hibridos mostraron superficies lisas antes de su inmersion en

SBF (Figura 53).1%81%
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IVV.5. Comportamiento in vitro de los hibridos en SBF estatico

Tabla X1V: Bioactividad in vitro de los hibridos. Tiempo al que se detect6 la capa de apatita.

Hibrido Formacién de apatita Tiempo (dias)

Ho-o0.9 Si 1

Ho1s Si 1

Ho-s6 Si 1
H2s09 Si 4
Hzs.18 Si 7
Hzs-36 No -

Hs.18 No -

Hs36 No _

La Tabla X1V muestra cuales de los hibridos estudiados reaccionan con el SBF y
forman apatita sobre su superficie, es decir, presentan bioactividad in vitro. Se ha
encontrado una relacion entre las composiciones de los hibridos y su bioactividad. En el
caso de los hibridos sin P,Os basados en el vidrio sol-gel S75 (hibridos Hy) la presencia
de PVAL aumentd la bioactividad. Asi, para el vidrio S75, se necesitaron 7 dias en SBF
para detectar claramente la capa de apatita (Figuras 13 y 14) mientras que para los

hibridos Hy la capa se detecto tras 1 dia de ensayo (Figuras 52 y 53).

A medida que aumenté el contenido en P,Os (series H,s y Hs basadas
respectivamente en vidrios sol-gel con 2.5y 5% en moles de P,0s) se observaron dos
efectos: una disminucion de la bioactividad y una mayor dificultad para sintetizar los
hibridos. En este sentido, no fue posible obtener el Hs9g9 aunque se intento repetidas
veces, pero en todos los casos se produjo una precipitacion indeseada durante la

preparacion del sol.
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Por otra parte, la bioactividad de los materiales se ha relacionado con su
velocidad de degradacion que como se ha visto, depende de la composicidn. Asi,
cuando el hibrido se disuelve demasiado rapido, no sera posible la formacién de la capa

CHA sobre su superficie.

Dado que estos materiales hibridos organico-inorganico sufren una disolucion
muy pronunciada mientras se esta formando la capa tipo apatita, su comportamiento in
vitro resulta realmente complejo. Ambos procesos de disolucion y formacion de la capa
son simultdneos por lo que, durante los primeros instantes, se producen marcadas
fluctuaciones tanto de la superficie de los hibridos como de la disolucion. A partir del
primer dia de ensayo, los hibridos cesaron de disolverse lo que facilito la formacién de
la capa de fosfato de calcio, dando lugar a pequefios cristales con estructura tipo

apatita.

Considerando en conjunto los resultados de bioactividad y degradacion en
condiciones in vitro, se ha encontrado una relacion entre la composicién de los hibridos
y su comportamiento bioactivo y degradativo. Mientras que, tanto la degradabilidad
como la bioactividad son también interdependientes. Esta relacion se ha esquematizado

en la Figura 57. 108109
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Composicion

(o rtnion € >

Figura 57: Esquema que indica que en los hibridos estudiados la composicion, bioactividad y
degradacidn estan relacionadas.

IV.6. PVAL como inductor de porosidad en vidrios sol-gel

Como se ha visto, la porosidad de los vidrios sol-gel juega un papel esencial en
su bioactividad. Por ello, y dada la facil eliminacion del PVAL, por ejemplo por medios
térmicos, se ha estudiado la textura de los vidrios sol-gel obtenidos tras la eliminacion

del PVAL de los hibridos preparados.

En la Tabla XV se muestran las propiedades texturales determinadas por
adsorcion de N, de los vidrios preparados tratando los hibridos térmicamente (3 horas a
700°C) para eliminar el PVAL. Se incluyen las propiedades texturales de los vidrios sol-

gel S75, S72.5P2.5y S70P5.
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Tabla XV: Propiedades texturales de los vidrios sol-gel S75, S72.5P2.5 y S70P5 y de los
obtenidos por tratamiento térmico de los hibridos. (*) Denota muestra tratada a 700°C para eliminar el
PVAL.

Vidrio PVAL (%-masa)  Sger (M?/g) Vp (ml/g) Dp (nm)
S75 0 133 0.520 10.7
Ho-o 0.9 134 0.305 5.1
Ho1s 1.8 139 0.211 3.9
Hoss 3.6 168 0.223 3.6
S72.5P2.5 0 153 0.420 8.7
Has.00 0.9 245 0.161 1.8
Has1g 1.8 229 0.167 3.2
Has.36 3.6 265 0.189 3.3
S70P5 0 327 0.430 4.0
Hs.1g 1.8 254 0.219 3.6
Hs.ss 3.6 220 0.201 3.7

Como puede observarse, la eliminacion del PVAL de los hibridos Ho y Hzs
produjo un aumento de la Sger y una disminucion del volumen de poro, Vp. Para la
serie Hs ambos valores, Sger y Vp, disminuyeron con respecto al del vidrio S70P5
obtenido por el método de sintesis habitual. Ademas, en todos los casos se observo una
tendencia a la disminucion del didametro de poro, Dp, al aumentar el contenido en

PVAL, si bien se observaron algunas irregularidades en los vidrios Ha s .

Estos resultados permiten proponer una nueva aplicacion para hibridos basados
en vidrios sol-gel y PVAL que consiste en su utilizacibn como precursores para la
obtencion de vidrios sol-gel con porosidad controlada donde el PVAL, que se eliminaria

por tratamiento térmico, actuaria como agente porogeno.
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V.1. Sintesis, caracterizacion y bioactividad in vitro de vidrios sol-gel

Se han obtenido y caracterizado 3 vidrios sol-gel con un 25 %-mol de CaO y con
contenidos de SiO; + P,Os (en %-mol): 75 + 0 (S75) 72.5 + 2.5 (S72.5P2.5) y 70 + 5
(S70P5) y se ha estudiado su comportamiento en un fluido corporal simulado (SBF). Se
ha analizado la influencia de la composicion de los vidrios en sus propiedades texturales
(superficie especifica y porosidad) y en su comportamiento in vitro. En los vidrios
S72.5P2.5 y S7T0P5 se detectaron pequeiios nucleos de fosfato. Ademads, la porosimetria
de Hg y la adsorcion de N, mostraron que al aumentar el P,Os en los vidrios, aumentd
la superficie especifica, mientras que disminuyeron el volumen de poro y el didmetro de
poro. Estas variaciones pueden atribuirse a los cambios estructurales producidos por el
P,Os que se une al CaO formando nucleos de fosfato de calcio, lo que disminuye la

cantidad de este elemento capaz de interaccionar con la red de silice.

Los estudios in vitro en SBF estatico mostraron que las tres composiciones son
bioactivas, ya que en todos los casos, se form6 una capa de apatita tras 7 dias en SBF.
Sin embargo, la velocidad de las dos etapas en que puede dividirse la formacion de la
capa (i) formacion de fosfato de calcio amorfo, (i1) cristalizacion de CHA, fue distinta
para cada vidrio. S75 present6 la reactividad inicial mas alta pero la velocidad menor de
cristalizacion de CHA. Estas diferencias se han justificado basandose en la presencia de
pequetios cristales de fosfato de calcio en los vidrios con fosforo, S72.5P2.5 y S70P5
que actian como nucleos de cristalizacion de CHA. Sin embargo, al unirse al fosforo,
hay menos calcio en la red vitrea capaz de liberarse a la disolucion. Ello disminuiria la
concentracion de grupos Si—OH en la superficie del vidrio durante los primeros
instantes de inmersion y justificaria la menor reactividad inicial de los vidrios con

fosforo manifestada en la mas lenta formacion de la capa de fosfato de calcio amorfo.
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Por otra parte, el espesor de la capa CHA tras 7 dias de inmersion disminuy¢ al
aumentar el P,Os en los vidrios, lo que también se ha atribuido a la disminucion del

calcio en la red vitrea capaz de liberarse al SBF.

V.2. Reactividad de los vidrios en nuevos protocolos in vitro

La reactividad de los tres vidrios sol-gel se evaluo en tres protocolos in vitro,
mas complejos que SBF estatico, pero que simulan mejor las condiciones fisioldgicas.
En el primero, SBF dinamico, se renueva continuamente la disolucion de ensayo. En el
segundo, plasma inorgéanico carbonatado simulado (CSIP) un burbujeo constante de
CO4/N; produce el tampon fisiologico CO,/HCO5', evitando la utilizacién del TRIS y
permitiendo alcanzar una concentracion fisioldogica de HCO;  en disolucion (24-27
mM). En el tercero, SBF + alb, el SBF se enriquece con albumina, la proteina

mayoritaria en el plasma.

En SBF dinamico, la capa CHA que se formoé sobre S72.5P2.5 fue mas gruesa
(6 vs. 2 um) y tardé menos tiempo en cristalizar que en SBF estatico (3 dias frente a 4
dias). En CSIP, se observo una velocidad de cristalizacion de CHA mayor (1 dia frente

a 4 dias en SBF estatico) pero la capa de CHA fue mas delgada que en estatico (1 vs. 2

pum).
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Por otra parte, el protocolo SBF + alb ha permitido estudiar la influencia de la
albamina, en el comportamiento in vitro de los vidrios. Los estudios cinéticos de
adsorcion de albimina sobre los vidrios demostraron que ésta tiene lugar en tiempos
muy cortos (1 a 3 minutos) y con diferencias pequeias entre los tres vidrios, lo que se
ha atribuido a sus composiciones, muy similares, en particular al mismo contenido en
calcio. La cristalizacion de apatita no se produjo tras 7 dias en SBF + alb, lo cual

demuestra que la albumina dificulta la cristalizacion de CHA.

V.3. Biocompatibilidad de los vidrios en cultivos de osteoblastos

Se ha analizado la biocompatibilidad de los vidrios sol-gel antes y después de
recubrir por una capa de CHA formada tras sumergirlos 7 dias en SBF estatico. Se han
estudiado la adhesion, extension y proliferacion celular utilizando osteoblastos de
rata. Las células se adhirieron a los tres vidrios sin tratar pero mostraron mayor
eficiencia en el de mayor contenido en fosforo, S70P5. La formacion de la capa CHA
mejord significativamente este proceso (1.7 veces). En todos los casos, la adhesion dio
paso a la extension celular en la superficie de los materiales, adoptando las células una
morfologia plana y con diversos filopodios. Se estudi6 la actividad mitotica de los
osteoblastos cultivados sobre los vidrios sol-gel, siendo 2-4 veces mayor sobre la capa
CHA. Por tanto, los vidrios sol-gel son biocompatibles pero su biocompatibilidad
aumenta tras inducir la formacion de una capa de CHA. Tras el cultivo de osteoblastos a
largo plazo sobre los materiales sin recubrir no se detectd claramente la presencia de
una capa de apatita lo que se explicd por el efecto inhibitorio de las proteinas que se

encuentran en el medio de cultivo en una concentracion muy alta.
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V.4. Hibridos organico-inorganico basados en vidrios sol-gel y polialcohol
vinilico

Se han obtenido hibridos organico-inorganico CaO-SiO,—PVAL y CaO-P,0s—
Si0,—PVAL en forma de monolitos y se han caracterizado antes y después de la
inmersion en SBF estatico. Los hibridos se obtuvieron adicionando PVAL (0.9, 1.8 y
3.6 % en masa) a tres vidrios sol-gel CaO—P,05—Si10, con 25 %-mol de CaO y 0,2.5y 5
%-mol de P,Os respectivamente. Se analiz6 la influencia de las cantidades de PVAL y
P,Os en la posibilidad de obtener monolitos, en sus propiedades texturales y en su
comportamiento in vitro. El PVAL favoreci6 la sintesis de monolitos bioactivos. Al
aumentar el P,Os se dificulto la sintesis de hibridos sin fracturar y se disminuyd su
bioactividad in vitro. Ademas, al aumentar el contenido de PVAL y P,Os, aumento la
degradacion in vitro de los hibridos. Asi, los hibridos con los mayores contenidos de
ambos componentes mostraron una degradacion tan alta en SBF que se impidio la
formacion de la capa de CHA. Por otra parte, estos hibridos pueden ser precursores de
vidrios sol-gel con propiedades texturales predeterminadas ya que el PVAL se elimina
facilmente por tratamiento térmico. Es decir, el PVAL puede actuar como agente

pordgeno.
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1. Se han sintetizado tres vidrios sol-gel, que presentaron bioactividad in vitro: uno de
composicion 25%Ca0-75%S10, (% en moles) y los otros dos sustituyendo

respectivamente un 2.5% y un 5% del SiO, por P,Os,

2. Los vidrios presentaron distinta velocidad de formacion de carbonato hidroxiapatita
(CHA) en SBF estatico. El vidrio sin fosforo fue el mas rapido en la formacion del

fosfato de calcio amorfo inicial pero el mas lento en la cristalizacion de CHA.

3. El P,Os en los vidrios se une al CaO formando pequefios nucleos cristalinos de
fosfato de calcio. Con ello disminuye el calcio en la red vitrea, lo que aumenta la

superficie especifica y disminuye el diametro y el volumen de poro en los vidrios.

4. La unién P,Os—CaO justifica las variaciones en la velocidad de formacion de CHA y

la disminucion del espesor de la capa al aumentar el P,Os:

- El vidrio sin fésforo tiene mas calcio en la red para liberar al SBF, lo que

justifica su mayor reactividad inicial y el mayor espesor de la capa formada.

- En los vidrios con fosforo los pequeftios cristales de fosfato de calcio en el
vidrio actuan como nucleos de cristalizaciéon de la CHA acelerando dicho

Pproceso.

5. Para evaluar la potencialidad de tres nuevos protocolos in vitro, mas complejos que
el tradicional SBF estatico, pero que simulan mejor las condiciones fisioldgicas, se

analizo la reactividad de los vidrios en SBF dinamico, CSIP y SBF + alb:

- En SBF dinamico se obtuvo la capa de fosfato de calcio més gruesa y con

menor relacion molar Ca/P.

- En CSIP se produjo la cristalizacion de CHA mas rapida y la capa mas

delgada.
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6.

10.

11.

12.

- En SBF + alb se produjo una adsorcion de alblimina sobre los tres vidrios
casi instantanea. En todos los casos, se detectd rapidamente el fosfato amorfo

inicial pero la presencia de la proteina inhibio la cristalizacion de CHA.

Se han realizado cultivos de osteoblastos sobre los vidrios antes y después de
inducir en ellos la formacion de CHA en SBF estatico. En todos los casos se observo
una buena adhesion, extension y proliferacion celular, por lo que los vidrios

pueden considerarse biocompatibles.

La biocompatibilidad de los vidrios mejoré notablemente al aumentar el P,Os y

mucho mas tras inducir la formacion de una capa de CHA sobre su superficie.

Tras 6 semanas de cultivo de osteoblastos sobre los vidrios no se detectd
claramente la cristalizaciéon de CHA. Ello puede relacionarse con el efecto inhibitorio

de las proteinas, muy abundantes en el medio de cultivo, en dicha cristalizacion.

Se han obtenido hibridos CaO-SiO,—PVAL y CaO—-SiO,—P,0s—PVAL en forma de
monolitos. El PVAL facilito la obtencion de monolitos, mientras que el P,Os

dificultd la sintesis de los hibridos.

El incremento del contenido de PVAL y P,Os en los hibridos disminuyd el area

superficial y la porosidad y aumento su degradacion en SBF.

El PVAL incrementd la bioactividad en SBF de los hibridos basados en el vidrio
sin fosforo. Sin embargo, altas cantidades de PVAL en los hibridos con P,Os
produjeron una degradacién in vitro de los hibridos muy elevada, sin lograrse un

comportamiento bioactivo de los mismos.

Los hibridos pueden utilizarse como precursores de vidrios sol-gel con porosidad

predeterminada tras la eliminacion térmica del PVAL.
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Apéndice A: El método sol-gel para la sintesis de materiales

EL METODO SOL-GEL PARA LA SINTESIS DE MATERIALES

A.1. Introduccion

El método sol-gel puede utilizarse para la sintesis de muchos tipos de materiales.
El método comienza con la preparacion de una suspension coloidal, so/, que evoluciona
hasta convertirse en un sélido continuo embebido en un liquido, gel, que se trata

, . . rqe 112
térmicamente para obtener un material s6lido.

El proceso sol-gel se utiliza para sintetizar ceramicas y vidrios de alta pureza y
homogeneidad que posean unas propiedades texturales (superficie especifica y
porosidad) determinadas. Asimismo, el proceso permite sintetizar materiales hibridos
organico-inorgénico ya que las bajas temperaturas que utiliza preservan la integridad del
polimero orgénico. Por este proceso se han obtenido gran diversidad de materiales en
formas muy variadas: particulas, fibras, recubrimientos, peliculas delgadas, monolitos,

membranas porosas, etc.

Las particulas coloidales del so/ tienen un tamafno comprendido entre 1 y 1000
nm, por lo que entre ellas predominan las fuerzas de corto alcance (Van der Waals y
electrostaticas) sobre las gravitacionales, quedando suspendidas en la matriz liquida. La
estabilidad de un coloide depende de la resistencia a la agregacion de las particulas.
Para la obtencion del sol/ se pueden utilizar como precursores sales inorganicas o
alcoxidos metalicos. Una vez obtenido el sol, se deja en reposo para que puedan tener
lugar los procesos de hidrodlisis y policondensacion que conducen a la formacién del
gel. Posteriormente, se somete al ge/ a diversos tratamientos térmicos para obtener el

material con las propiedades deseadas.”®'!?
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A.2. Etapas del proceso sol-gel

A continuacién se describen las etapas del proceso sol-gel poniendo como
ejemplo la formacion de una red de silice a partir de un alcéxido de silicio, de formula
general Si(OR)4, donde R es un grupo alquilo (metilo, etilo, etc...). En el caso de esta
tesis, el precursor utilizado en todos los casos fue TEOS, es decir R= —CH,CHs.
Asimismo, en algunos casos, se afiadi6 trietil fosfato PO(CH,CHs); para que tras su

hidrolisis se incorpore a la red mediante la condensacion entre grupos P-OH y Si—OH.

1. Preparacion del sol
2. Hidrolisis

3. Condensacion

4. Gelificacion

5. Envejecimiento

6. Secado

7. Estabilizacion y densificacion

Influencia del precursor y la proporcion de agua en la preparacion del sol

Ademas de los efectos eléctricos y estéricos de los sustituyentes, debe tomarse
en cuenta el caracter hidrofobico o hidrofilico del precursor. Debido a la naturaleza
hidrofobica de los grupos etoxi, el TEOS y el agua son inmiscibles en todas las
proporciones y es necesario adicionar un codisolvente para conseguir la miscibilidad
que facilita la hidrolisis. Sin embargo, dado que el alcohol es un producto de la
hidrdlisis, si se mezclan mecanicamente el TEOS y el agua, con el tiempo se forma una

sola fase.
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La proporcion estequiométrica agua/alcoxido para la hidrdlisis completa es 4.

Si(OEt), + 4H,0 <> Si(OH), + 4EtOH

Sin embargo, puede emplearse una proporciéon menor ya que la reaccion de
condensacion da lugar a la produccion de agua:

Si(OEt);0H + HOSi(OEt); <> (Et0);SiOSi(OEt); + H,0

Sin embargo, si la cantidad de agua es demasiado pequefia, la hidrélisis se
retarda debido a la reduccion de las concentraciones de reactivos. Andlogamente, si se
emplean cantidades de agua muy grandes se diluye el alcoxido y aumenta el tiempo de
gelificacion."" La velocidad de hidrolisis es maxima cuando la proporcién molar

agua/alcoxido es 8, por lo que ha sido la que se ha utilizado en esta tesis.”®

Influencia del catalizador en los procesos de hidrolisis y policondensacion

Dado que uno de los objetivos de esta tesis es la obtencion de vidrios e hibridos
mediante el método sol-gel nos centraremos en el mecanismo de la reaccion sol-gel
para obtener silicatos. La primera etapa es la de hidrolisis que normalmente se lleva a
cabo con catalisis acida o basica. En este caso se ha utilizado catalisis acida, mas
efectiva que la basica. En la Figura 58 se muestran los dos mecanismos de hidrolisis con

catalisis 4cida y basica.
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HIDROLISIS CON CATALISIS ACIDA

) 7 OR
H\ + RO\sl - g; H\ RQ OR /R [,.-OR
o y 860 o8-+ 0Bt HO—S{]
RO H OR H OR
+ ROH
_ Hidrdlisis
S N2 _———————t + Ht
Esterificacion )
' RO /20R
RO ) OR
HO'------Si~OR —: HOB8™---- §i"------ORS™ HO-Si
ROY/ or OR
RO +OR-

HIDROLISIS CON CATALISIS BASICA

Figura 58: Mecanismos de hidrolisis sol-gel para obtener silicatos con catalisis acida y basica.'"

El efecto de la catdlisis se puede analizar comparando la velocidad de reaccion a
diferentes valores de pH, teniendo en cuenta que el punto isoeléctrico de la silice (donde
las especies en equilibrio tienen carga neta cero) es a pH 2.2. Aunque ésta es solo una
medida aproximada de la velocidad relativa de hidrolisis, porque incluye la hidrdlisis y
la condensacion, el tiempo para que se forme el ge/ da idea de las velocidades relativas.
Como era de esperar, el tiempo de gelificacion es mayor en el punto isoeléctrico y

. . , . o . ;g . r £ 112
disminuye rapidamente en condiciones mas acidas o mas basicas.

Ambos mecanismos estan sometidos a efectos eléctricos o inductivos y estéricos
En cuanto a los efectos eléctricos, los grupos alcoxi (OR) tienen un mayor efecto
donador de electrones que los grupos hidroxi (OH). Por tanto, para los estados de
transicion positivos de las reacciones acido-base la velocidad disminuye a medida que
se sustituyen los grupos alcoxi por hidroxi. Por la misma razén, la estabilizacion de los
estados de transicion negativos de las reacciones acido-base aumenta a medida que

, - s g 112
aumenta el nimero de grupos OH, dando lugar a reacciones mas rapidas.
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En cuanto a los efectos estéricos, el tamafio de los grupos alcoxi ejerce una gran
influencia: Cuanto mayor es el tamafio de dichos grupos, mayor es el impedimento

o . o112
estérico y mas lenta es la reaccion.

Policondensacion
La polimerizacion para formar enlaces siloxano ocurre mediante una reaccion de
condensacion que produce agua o alcohol (como en la reaccion siguiente):

Si(OEt);0R+ HOSi(OEt); <> (EtO);SiOSi(OEt); + ROH

Las reacciones inversas son la hidrélisis y la alcohdlisis respectivamente. Como
para la hidrolisis, la catalisis puede ser acida o bésica y en ambos casos, la reaccion
transcurre via formacion de un intermedio cargado mediante reaccion de un protéon o un
i6n hidroxilo, seguido de un ataque lento de una segunda especie de silicio sobre este

intermedio tal y como se muestra en la Figura 59:

CONDENSACION CON CATALISIS ACIDA

Riépido Lento

HO_ O, H LR HO /32
HY + Si-OH =——= i-0+ + HO—SI —_— II{IH_Q_SI‘
nog nog % " "o on

+ H30*

Ripido Lento

HO_ HO _ HO HO_ OH
—_— i—0 K
uo;{sl-(gn m;;s . ‘SI_OH #m?a—o-s%m

+H20 +O0OH-

CONDENSACION CON CATALISIS BASICA

Figura 59: Mecanismos de condensacion con catalisis acida y basica.'"
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Como para la hidrolisis, las velocidades de reaccion relativas de las diferentes
especies dependen de los efectos estéricos y de la carga del estado de transicion. En los
sistemas reales, donde la hidrdlisis y condensacion suceden simultdneamente, la cinética

global de reaccion resulta muy compleja.

Gelificacion

En la gelificacion, las particulas de silice producidas por hidrolisis y
condensacion se unen hasta formar un agregado gigante que ocupa todo el recipiente.
En ese instante, a pesar de que la mezcla tiene una alta viscosidad, existen muchas
particulas del so/ como tales atrapadas en el agregado gigante aunque no unidas a é€l.
Este gel inicial tiene una alta viscosidad pero baja elasticidad. En el punto de
gelificacion no hay intercambio de energia, ni ningin cambio quimico; so6lo un
repentino incremento de la viscosidad. A partir de entonces, la gelificacion continua con
mas entrecruzamiento e inclusién de particulas sol aisladas, dando lugar a un aumento

de la elasticidad.'"?

Envejecimiento

Los estudios de RMN de muestras gelificadas muestran un incremento gradual
en el nimero de especies Q° y Q” (silicio unido via 4 puentes de oxigeno a otros 3 6 4
atomos de silicio) debido a entrecruzamiento via reacciones de condensacion de los
grupos hidroxilo en los poros de la superficie. Este proceso puede continuar durante
meses para muestras a temperatura ambiente. El efecto es el aumento de rigidez y la
contraccion de la muestra. La reduccion de volumen ocurre porque se forman nuevos
enlaces donde antes habia sélo interacciones débiles entre los grupos hidroxi y alcoxi.

Esta reduccion conduce a la expulsion de liquido de los poros del gel, de modo que las

135



Apéndice A: El método sol-gel para la sintesis de materiales

muestras en recipientes herméticos cambian gradualmente de aspecto de geles
homogéneos a monolitos reducidos transparentes inmersos en liquido. Este proceso se
conoce como sinéresis. Otro proceso asociado al envejecimiento es la maduracion. En
este proceso, se disuelve material desde la superficie de particulas grandes y se deposita
en los “cuellos” inicialmente estrechos que unen las particulas. Un efecto final del
envejecimiento puede ser la transformacion de fase. Esta situacion indeseable puede
evitarse modificando la velocidad de reaccion (por ejemplo, por diluciéon o control de

pH). De lo ya expuesto se deduce que las consecuencias del envejecimiento son:

a) La mejora de las propiedades del material.
b) El proceso de envejecimiento puede controlarse variando el pH, temperatura,
presion, medio liquido y composicion de la mezcla precursora consiguiendo

asi una optimizacion.

Secado

Al secarse, un gel encogerd una cantidad igual al volumen de agua o de otro
liquido que se ha evaporado. Esta fase puede ocurrir s6lo en geles que son ain muy
flexibles y capaces de adaptarse a un volumen reducido. Durante el secado, la estructura
de los geles se vuelve mas compacta y el entrecruzamiento adicional da lugar a una
rigidez creciente. En el punto critico, el gel se ha vuelto demasiado rigido como para
soportar mas reduccion a medida que el liquido se evapora. En este punto el liquido
retrocede dentro de los poros de la estructura del ge/. Debido a su tension superficial y
al pequeno tamafio de los poros, se generan grandes tensiones. A menos que el gel se
haya preparado cuidadosamente para tener un entrecruzamiento optimo, asi como un

cuidadoso envejecimiento, se fracturara debido a estrés capilar. Como efecto del secado,
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algunas muestras tienden a desarrollar superficies concavas. Para evitar la fractura de

los geles puede realizarse un secado supercritico, liofilizacion, etc.

Estabilizacion y densificacion

El tratamiento térmico necesario para la estabilizacion de los vidrios para que
puedan manejarse en condiciones ambiente recibe el nombre de estabilizacion. El
calentamiento de los xerogeles produce una disminucion del numero de hidroxilos
eliminados por condensacion, reduciendo la energia libre del gel y aumentando su
estabilidad. Como consecuencia de ello, tiene lugar un aumento de la viscosidad del
xerogel y una pérdida de peso. Asimismo, a temperaturas todavia superiores tiene lugar
la densificacion en la que se produce una reduccion de volumen y se elimina la

porosidad obteniéndose vidrios y ceramicas densas.' >

A.3. Ventajas y desventajas del proceso sol-gel
Las principales ventajas son:

1. Las bajas temperaturas a las que se realizan todas las etapas (excepto en la
estabilizacion y densificacion). Asi se minimiza la degradacion térmica y se
consigue una gran pureza.

2. La posibilidad de preparar materiales muy porosos y nanocristalinos.

3. Poder controlar, modificando los precursores, las velocidades de hidrolisis y
condensacion, el tamano de particula, de poro, la porosidad y la estructura
quimica del material final.

4. Mediante la regulacion de las condiciones de secado y envejecimiento se

consigue controlar el tamafo de poro y la resistencia mecénica.
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5. Empleando precursores organometalicos que contienen ligandos orgénicos
polimerizables se pueden obtener materiales que contengan redes poliméricas
organicas e inorganicas.

6. Las especies orgénicas atrapadas pueden servir como plantillas para la creacion
de poros con tamafio y forma controlados.

7. Dado que los precursores son liquidos, es posible obtener peliculas, fibras y

monolitos sin necesidad de maquinaria o fundido.

En cuanto a las limitaciones hay que mencionar que los precursores son a
menudo caros y sensibles a la humedad, limitando la produccion a gran escala. El
proceso requiere mucho tiempo. Aunque es evitable, es frecuente que se produzcan

fracturas del material durante el secado.''?
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TECNICAS INSTRUMENTALES

Fluorescencia de rayos-X (FRX)

La composicion de los vidrios sol-gel se analizé por FRX en un espectrémetro
Bruker-AXS S4 Explorer del C.A.l. de difraccion y fluorescencia de rayos-X de la
U.C.M. El estudio se realiz6 en discos de 34 mm de diametro que se prepararon

compactando 10 g de muestra (tamafio de particula > 63 um).

Analisis elemental de carbono, hidrégeno y nitrégeno
El contenido en C, H y N de los hibridos se llevd a cabo mediante analisis
elemental de carbono, hidrégeno y nitrogeno en el microanalizador elemental LECO

CHNS-932 del C.A.L. de microanalisis elemental de la U.C.M. calentando hasta 1200°C.

Analisis termogravimétrico (ATG)

Por ATG se estudi6 la estabilidad térmica de las muestras. El estudio se llevo a
cabo en una termobalanza Seiko Pyris Diamond. Unos 10 mg de muestra y de
referencia, a-Al,O3, se calentaron en crisoles de Pt a 5°C por minuto con corriente de
aire de 100 ml/minuto. Los xerogeles de los vidrios sol-gel se calentaron desde 30°C

hasta 1200°C. Para los hibridos organico-inorganico, la temperatura final fue 800°C.

Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

El anélisis por CBD se llevo a cabo en un calorimetro Seiko SSC calentando
unos 10 mg de muestra desde 30 a 550°C a 1°C/minuto. Como referencia se empled o.-
ALOs. El crisol que contenia la muestra se cerr6 herméticamente aunque perforando un

pequefio agujero para que permitir la salida de los gases.
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Difraccion de rayos-X (DRX)

Por DRX se estudid la estructura y la cristalinidad de las muestras en un
difractometro Philips X'Pert MPD del C.A.l. de difraccion de rayos-X de la UCM,
cuyas condiciones de trabajo fueron 40 KV y 55 mA. Como fuente de rayos-X, se

empled un catodo de cobre, empleando la radiacién CuK,, (A = 1.5418 A).

Para analizar la superficie de los materiales, se empled incidencia rasante,
manteniendo constante el angulo de incidencia del haz de rayos-X (8o = 0.5 grados) y
moviendo solo el detector. En los demas casos se empled la geometria de Bragg-

Brentano en la que se mueven la muestra un angulo 0 y el detector 20.

En ambos casos el intervalo estudiado fue 26 = 4-80 grados. El paso de angulo

fue de 0.04 grados y cada paso de angulo se mantuvo Is.

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (IRTF)

Se llevo a cabo en un espectrometro Nicolet Nexus empleando un accesorio de
reflectancia difusa (DRIFT) Graseby Specac® y un accesorio de transmisién total
atenuada (ATR) Golden-Gate® de una sola reflexién con ventana de diamante. En
reflectancia difusa, antes de recoger los espectros se busco que la sefial recogida fuese
maxima con ayuda de un tornillo regulador. En ATR, se ejerce presion sobre la muestra
ajustando un tornillo hasta que la intensidad del espectro recogido en 1 barrido sea

maxima.
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En ambos casos se analiz6 directamente la superficie de los materiales sin que
fuera necesario preparar una pastilla de KBr. El niimero de barridos fue 64 y la

., -1
resolucion 4 cm’™.

Microscopia electronica de barrido (MEB) y espectroscopia por dispersion
de energia de rayos-X (EDX)

Por MEB se estudié la morfologia y la estructura superficial de los materiales.
Ademas, mediante el detector de rayos-X acoplado al microscopio electronico (EDX) se
obtuvo informacién semicuantitativa de la composicion quimica de la muestra. Las
imagenes MEB se registraron tanto utilizando el detector de electrones secundarios, mas
sensible a la topografia de la muestra, como el de electrones retrodispersados en

aquellos casos en que no era posible precisar los limites de la capa CHA.

Los estudios se realizaron en un microscopio JEOL 6400 con un accesorio LINK
AN 10000. Tanto las piezas de vidrio como las de hibrido se montaron pegéndolas en
soportes. A continuacion se metalizaron a vacio con oro un metalizador Balzers SCD
004 (para las imagenes MEB) y con grafito (para el analisis EDX) ya que la sefial del

Au solapa con la del P, en un Balzers Union Med 010.

Para los estudios de biocompatibilidad mediante cultivos celulares, las células
adheridas a las muestras se lavaron 4 veces con PBS y se fijaron con 2.5 % de
glutaraldehido en tampon de fosfato 0.1 M, pH 7.4, durante 30 minutos a 4°C. La
deshidratacion se llevo a cabo mediante sustitucion lenta de agua por una serie de

soluciones de etanol cada vez mas concentradas antes del punto critico de secado (CPD)
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para lo que se empled un equipo CPD 030. Las muestras se montaron en soportes y se

recubrieron a vacio con oro y se visualizaron por MEB.

Porosimetria de intrusion de Hg
La porosidad de las muestras para poros con un tamafio comprendido entre 3 y
3.6 x 10° nm, se midi6 en un porosimetro Micromeritics Autopore III 9420 Ademas se

determinaron el porcentaje de porosidad y la densidad de los materiales sol-gel.

La porosimetria de mercurio se basa en la ley de capilaridad que gobierna la
penetracion de liquidos en poros pequetios. Esta ley, en el caso del Hg y de poros
113,114

cilindricos, estd expresada por la ecuacion de Washburn:

D = (1/P)4ycoso

donde D es el diametro de poro, P es la presion aplicada, y la tension superficial y ¢ el
angulo de contacto. El volumen de mercurio, V, que penetra en los poros se mide
directamente en funcidn de la presion aplicada. La relacion P-V permite caracterizar la

estructura de los poros.

Los poros raramente son cilindricos presentando irregularidades dando lugar a

estructuras de camara ampliada y tipo tintero. Esto da lugar al fenomeno de histéresis,

es decir, las curvas P-V de intrusion y extrusion son diferentes.
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Porosimetria de adsorcion de N,

A través de esta técnica se detectaron poros con tamafios comprendidos entre 0.3
y 300 nm en un equipo Micromeritics ASAP 2010. Previamente se desgasificaron las
muestras durante 24 horas calentando a 100°C los vidrios sol-gel y a 60°C los hibridos

derivados de estos vidrios.

En condiciones de equilibrio, la cantidad, x, de N, adsorbido (adsorbato) sobre
una unidad de masa de un sélido (adsorbente) es funcidn de la presion y temperatura. A
temperatura constante se cumple la siguiente igualdad,

x = f(P/Po)7

donde P es la presion en equilibrio en el solido y Py es la presion de saturacion del gas a

temperatura 7.

La representacion grafica de x en funcion de P/Py se conoce como isoterma de

adsorcion. La forma de la isoterma depende de la textura del adsorbente. La mayoria de

las isotermas se pueden agrupar en los 6 tipos de la Figura 60.*
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Figura 60: Tipos de isotermas de adsorcion.

Las 1sotermas Tipo I son caracteristicas en s6lidos microporosos. Los tipos 1 y

IIT se obtienen para s6lidos no porosos con areas superficiales muy elevadas o para

materiales que presentan una distribucion continua de meso y macroporos hasta

presiones relativas proximas a la unidad. Las isotermas Tipo V y Tipo V se presentan en

solidos mesoporosos. Las isotermas Tipo VI son caracteristicas de s6lidos de superficies

uniformes y distribuciones multiples de mesoporos.

Frecuentemente, la retencion en la superficie del material de cierta cantidad de

gas tiene lugar a una presion relativa mayor durante la adsorcion que en la desorcion.

Este fendmeno provoca la formacion de un ciclo de histéresis.
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La geometria y tamafio de los poros determina la forma del ciclo de histéresis.
La Figura 61 muestra los cuatro tipos de ciclos de histéresis de la clasificacion

recomendada por la TUPAC.'"

Tipo H1 Tipo H2

Tipo H3 Tipo H4

Volumen adsorbido (STP)‘

Presion relativa, P/P,

Figura 61: Tipos de ciclos de histéresis.

El 4rea superficial se obtuvo aplicando el método BET® a la isoterma de
adsorcion de nitrégeno. La distribucion de tamafio de poro se determindé mediante el

método BJH™ a partir de la rama de desorcion de la isoterma.
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PROTOCOLO DE PREPARACION DE SBF
(FLUIDO CORPORAL SIMULADO)

Se lava todo el material con una disolucion de HC1 1 N, detergente neutro y se
enjuaga con agua bidestilada.

Se vierten unos 500 ml de agua bidestilada en un vaso de precipitados de
Teflon®.

Se disuelven los reactivos, uno por uno, con agitacion y en el orden dado en la
Tabla XVI, controlando que no se forme ningn precipitado y que el pH no
sobrepase un valor de 7.45 a 37°C.

Se ajusta la temperatura de la disolucion a 37°C y el pH a 7.3-7.4 agitando la
solucion y neutralizando con la cantidad necesaria de HCI 1N.

Se vierte la disolucion del vaso de Teflon® en un matraz aforado de 1 litro. Se
enrasa.

Se transfiere la solucion del matraz aforado a una botella de polietileno donde se

conserva a menos de 8°C durante 1 mes como maximo.

Tabla XVI: Cantidades de reactivos para preparar 1 litro de SBF.

Orden Reactivo Cantidad
1 NaCl 7.996 ¢
2 NaHCO; 0350 g
3 KCl1 0224 ¢
4 K,P0,4.3H,0 0228 ¢
5 MgCl,.6H,OP 0305¢
6 HCI IN 40 ml
7 CaCl, 0278 g
8 Na,SO4 0.071¢g
9 NH,C(CH,OH); 6.057 g
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